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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE) jest powszechnie stosowana metoda rozdziatu biatek bada-
nego proteomu umozliwiajacg ich wykrywanie w szerokim zakresie stezefi. Przygotowanie préb
do ogniskowania izoelektrycznego i elektroforezy SDS-PAGE, wizualizacja plam biatkowych de-
cyduja o jakosci uzyskiwanych map biatkowych. Komputerowa analiza map proteomu pozwala na
poréwnanie i wykrycie réznic w badanych profilach biatkowych, a w potaczeniu ze spektrome-
trig masowa (MS) umozliwia identyfikacj¢ pojedynczych biatek. Za potencjalne Zrédto nowych
biomarkeréw diagnostycznych uwaza si¢ przede wszystkim niskoczasteczkowe frakcje biatkowe
fizjologicznych ptynéw ustrojowych. Frakcje te uzyskuje si¢ z wykorzystaniem technik chroma-
tografii powinowactwa, immunopowinowactwa i metoda ultrafiltracji. Potaczenie metod analizy
proteomicznej i metabonomicznej dostarcza zbioru nowych markeréw przydatnych w nowocze-
snej diagnostyce medycznej.

Potaczenie techniki 2-DE i spektroskopii 'H rezonansu magnetycznego umozliwity monitorowa-
nie rozwoju tagodnego zaburzenia poznawczego (MCI) w petnoobjawowa chorobg Alzheimera
(AD). Analiza proteomu watroby i krwinek czerwonych pacjentéw ze zdiagnozowana schizofrenia
wskazuje na przydatnosc¢ tkanek narzadéw obwodowych, a nie tylko ptynu mézgowo-rdzeniowego,
w diagnozowaniu tej choroby. Techniki proteomiczne umozliwiaja identyfikacj¢ nowych biomar-
keréw choréb reumatycznych w osoczu, ptynie stawowym i tkankach stawowych. Nowe biatko-
we markery (osocza, surowicy, soku trzustkowego, moczu) choréb nowotworowych umozliwiaja
wczesniejsza diagnoze¢ i monitorowanie przebiegu choroby. Analiza proteomu matczynej suro-
wicy i ptynéw owodniowych wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania w badaniach prenatalnych
biatkowych markeréw w rozpoznaniu zespotu Downa. Badania proteomiczne umozliwily oceng
wplywu skazenia sSrodowiska na uktad odpornosciowy.

elektroforeza dwuwymiarowa * mapa biatek ¢ analiza proteomiczna * marker

Summary

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) is a widely used method for seperation of the proteins
of a proteome and it enables their detection in a large concentration range. Sample preparation for
isoelectric focusing and SDS-PAGE electrophoresis as well as spot visualization determines the qu-
ality of the obtained protein maps. Computer analysis of the proteome maps allows comparison and
detection differences in protein profiles. In combination with mass spectrometry (MS) it enables the
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identification of a single protein. Low-abundance proteins of physiological body fluids are conside-
red as the potential source of diagnostic biomarkers. These are obtained by such techniques as affini-
ty chromatography, immunoaffinity, and ultrafiltration. A combination of proteomic and metabono-
mic analysis provides a collection of new markers which are helpful in modern medical diagnostics.

The combination of the 2-DE technique and '"H MRS enables monitoring mild cognitive impa-
irment (MCI) and the evolution of Alzheimer disease (AD). Proteome analysis of the liver and
red blood cells of patients with diagnosed schizophrenia indicates the importance of analyzing
external tissue, not only cerebrospinal fluid, in the diagnosis of this disease. Proteomic techni-
ques enable the identification of new biomarkers in rheumatic disease by analyzing plasma, arti-
cular fluid and tissues. New protein biomarkers (in plasma, serum, pancreatic juice, urine) ena-
ble earlier cancer diagnosis and disease monitoring. Proteome analysis of maternal serum and
amniotic fluid creates the possibility detection of protein markers in prenatal tests diagnosing
Down’s syndrome. Proteomic studies enable assessment of the influence of environmental con-

tamination on the immunological system.
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aCCP -przeciwciata przeciw cytrulinowanym biatkom/peptydom (anti-cyclic citrullinated peptide);

AD - choroba Alzheimera (Alzheimer's disease); AP - 3-amyloid (3-amyloid); CSF - plyn mézgowo-
rdzeniowy (cerebrospinal fluid); 2D-DIGE - fluorescencyjna elektroforeza réznicowa (two-dimensional
fluorescenc difference gel electrophoresis); 2-DE - elektroforeza dwuwymiarowa (two-dimensional gel
electrophoresis); HCC - rak watrobowokomdrkowy (hepatocellular carcinoma);

'H NMR - protonowy rezonans magnetyczny (proton nuclear magnetic resonance);

IEF - ogniskowanie izoelektryczne (isoelectric focusing); MCI - tagodne zaburzenia poznawcze

(mild cognitive impairment); ml - mioinozytol (myo-inositol); MS - spektrometria masowa (mass
spectrometry); NAA - N-acetyloasparaginian (N-acetylaspartate); OA - choroba zwyrodnieniowa
stawow (osteoarthritis); RA - reumatoidalne zapalenie stawow (rheumatoid arthritis);

SDS-PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z siarczanem dodecylu (sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis); TNF-ou - czynnik martwicy nowotworéw o (tumor necrosis factor o).

Termin proteomika, czyli analiza proteomu, zostal wprowa-
dzony przez Marca R. Wilkinsona na konferencji w Sienie
w 1994 r. Nazwa proteom pochodzi od angielskiego okresle-
nia PROTein complement of the genOME (sktadnik biatko-
wy kodowany przez genom) [22,67,70,99]. Celem proteomiki
jest poznanie i charakterystyka wszystkich biatek, ktére po-
wstaja w wyniku ekspresji ludzkiego genomu. W 2001 r. po-
wotano Organizacj¢ Proteomu Ludzkiego — HUPO (Human
Proteome Organisation), ktérej zatozeniem jest koordynacja
badan proteomicznych w skali migdzynarodowej. Jednym
z podstawowych zatozenn HUPO jest badanie zmian ekspre-
sji bialek w procesie rozwoju, zrozumieniu ztozonego sys-
temu jaki tworzg biatka oraz poznaniu ich roli w procesach
patologicznych organizméw zywych [7,22,106].

Sposob badania proteomu znaczaco rézni si¢ od kla-
sycznych technik biochemicznych stosowanych w iden-
tyfikacji, badaniu witasnosci i funkcji pojedynczych bia-
tek. Proteomika wykorzystuje wiele technik stuzacych do

jednoczesnej analizy setek lub tysigcy bialek. Biatka sa
trudnym obiektem badan ze wzgledu na ich przestrzenna
strukture i wystgpowanie w wielkoczasteczkowych kom-
pleksach. Badanie proteomu nie ogranicza si¢ do otrzy-
mania listy biatek znajdujacych si¢ w okreslonej komorce/
tkance. Na bardzo dynamiczny obraz proteomu sktadaja si¢
m.in. zmiany w pojedynczej komérce zwiazane z jej cyklem
zyciowym, rozmieszczeniem biatek w obrebie struktur ko-
morki, czy wzajemne oddziatywania komérek tworzacych
tkanki. Proteomika zmierza do poznania wszystkich bia-
tek pojawiajacych si¢ w danym organizmie w ciagu cate-
go zycia [3,16,33,35,70,110].

Liczba biatek proteomu jest znacznie wigksza niz liczba ko-
dujacych je genéw. Dzigki Projektowi Poznania Ludzkiego
Genomu — HGP (Human Genome Project) ustalono, ze
ludzki genom zawiera w przyblizeniu 30-50 tysigcy ge-
néw kodujacych biatka. Liczba biatek ludzkiego proteomu
poznanych do tej pory to okoto 500 tysigcy, co oznacza, ze
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Ryc. 1. Schemat przebiegu analizy proteomicznej z za-
stosowaniem elektroforezy dwuwymiarowej
w potaczeniu z Western blottingiem i spektro-
metrig mas (opracowano na podstawie [104
i 105] — zmodyfikowano)

na jeden gen przypada prawie 10 réznych wariantéw bia-
fek. Przyczyna tej dysproporcji sa procesy molekularnego
sktadania podczas translacji i powstawania informacyjne-
go kwasu rybonukleinowego oraz procesy potranslacyjnej
modyfikacji, takie jak fosforylacja czy glikozylacja, kt6-
re wplywaja na ostateczna strukture biatka. Petna anali-
za bialek zawartych w materiale biologicznym moze by¢
zrédtem wielu nowych informacji o zdrowiu potencjalne-
go pacjenta [22].

WYBRANE METODY ANALIZY PROTEOMU

W ciagu ostatnich lat opracowano wiele metod umozliwia-
jacych catosciowq analizg proteomu. W wykrywaniu mar-
keréw biologicznych stosowane sa techniki pozwalajace na
poréwnywanie ztozonych mieszanin biatkowych i ilo§ciowa
oceng ich poszczegdlnych sktadnikéw. Metody te umozli-
wiaja okreslenie zmian ekspresji biatka, modyfikacji po-
translacyjnych, interakcji migdzy biatkami i ich rozmiesz-
czenia w komdrkach. W proteomice klinicznej, dla ktdrej
podstawowym celem jest poszukiwanie réznic w profilach
biatkowych os6b zdrowych i chorych, stosowane sg gtow-
nie elektroforeza dwuwymiarowa i spektrometria masowa
[70,84,91,94,96,106,110]. Obie metody umozliwiaja identy-
fikacj¢ pojedynczych biatek — potencjalnych markeréw dia-
gnostycznych. Analiza statystyczna wielu zmiennych, cha-
rakteryzujacych profile biatkowe, pozwala na identyfikacje
grup biatek, dla ktérych zmiany ekspresji maja znaczenie
diagnostyczne lub prognostyczne [29,111]. Schemat prze-
biegu analizy proteomicznej przedstawia ryc.1.

Elektroforeza dwuwymiarowa

Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE) jest obecnie po-
wszechnie stosowana metoda rozdziatu, pozwalajaca na

jednoczesna separacje tysigcy biatek. Umozliwia detekcje
biatek w szerokim zakresie stgzen, z wysoka rozdzielczo-
Scia. Elektroforeza dwuwymiarowa jest Zrédtem informa-
¢ji dotyczacych zmian ekspresji pojedynczych biatek ba-
danych proteomo6w oraz ich modyfikacji [6,42,70]. Skiada
si¢ z dwodch etapéw. Pierwszym etapem jest ogniskowa-
nie izoelektryczne (IEF), w ktérym biatka sa rozdzielane
w gradiencie pH w zaleznos$ci od punktu izoelektryczne-
go (pl), czyli wartosci pH, przy ktérej tadunek wypadkowy
biatka jest réwny zero. W ogniskowaniu izoelektrycznym
stosowane sg paski zeli IPG z immobilizowanym gradien-
tem pH (immobilizinng PH gradient) gwarantujacym wy-
soka rozdzielczos¢ i powtarzalnosé wynikéw [85,90,112].
Do rozdziatu biatek w IEF mozna stosowa¢ réwniez ka-
pilary z zelem poliakryloamidowym z okreslonym gra-
dientem pH [26].

W drugim etapie elektroforezy biatka sa rozdzielane
zgodnie z ich masa czasteczkowa metoda SDS-PAGE
[6,12,30,42,44,70]. Dobierajac w drugim etapie elektro-
forezy odpowiednie st¢zenia akrylamidu lub stosujac gra-
dient stgzenia akrylamidu mozna uzyskiwaé rozdziaty
biatek o podobnych masach czasteczkowych. Precyzyjne
zaplanowanie obu etapéw 2-DE umozliwia uzyskanie ob-
razu nawet kilku tysigcy biatek. Mozliwe jest wykrycie
biatek wystepujacych w badanej probie w ilosciach fem-
tomolowych [12]. Opracowane metody detekcji umozli-
wiaja otrzymanie map biatkowych badanych proteoméw
[18,33,57,60,62,64,81,86,92,93,114].

Frakcjonowanie bialek badanego proteomu
W badaniach proteomicznych poszukuje si¢ gtéwnie mar-

keréw zmian patologicznych w ptynach ustrojowych, ta-
kich jak: surowica, osocze, §lina, ptyn mézgowo-rdzeniowy
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(CSF), ptyn owodniowy, ptyn stawowy oraz mocz [16,37,
40,50,53,60,97,98,102,104,108,112,114]. Odrebny kieru-
nek badan stanowi analiza proteomu tkanek i komérek
[16,50,60,76]. Najwickszy nacisk ktadzie si¢ na poszuki-
wanie biatkowych markeréw zmian chorobowych w ma-
teriale biologicznym, uzyskanym w nieinwazyjny sposéb.
Znalezienie i identyfikacja swoistych biatkowych marke-
row moze wspomoc kliniczng diagnoze, monitorowanie
przebiegu choroby oraz prowadzenie terapii.

W ludzkiej surowicy wystepuje wiele tysigcy biatek/pepty-
doéw o stezeniu w zakresie 35-50x10° pg/ml do 0-5 pg/ml.
Dobrze poznano 22 biatka, stanowiace 99% surowiczego pro-
teomu, co przedstawia ryc. 2. Pozostaty 1% biatek/peptydéw,
nazywany peptydomem, ma masy czasteczkowe mniejsze niz
10 000 Da. Wigkszos¢ z tych matych biatek/peptydéw jest
trudnych do zidentyfikowania i wykonania analizy iloscio-
wej, nie tylko z powodu ich matej iloSci w surowicy, ale tak-
ze ze wzgledu na ich tendencje przytaczania si¢ do biatek
transportujacych, takich jak albumina. Niskoczasteczkowa
frakcja surowiczego proteomu zawiera m.in.: hormony, cy-
tokiny, czynniki wzrostu i proteolityczne fragmenty wyso-
koczasteczkowych bialek. Biatka te odgrywaja znaczaca role
w procesach biologicznych i dlatego moga si¢ sta¢ warto-
Sciowymi biomarkerami diagnostycznymi [31,55,105,115].

Hu i wsp. [36] w pracy przegladowej poSwigconej analizie
proteomu ludzkich ptynéw fizjologicznych cytuja 10 prac,
w ktérych usuwano z osocza/surowicy: albuminy, immuno-
globuliny IgG, al-antytrypsyne, fibrynogen i haptoglobi-
ne¢ przed wykonaniem analizy proteomu. Usunigcie z ba-
danego materiatu biatek wystepujacych w najwigkszych
ilosciach umozliwia analize ekspresji bialek, ktérych ste-
zenie jest niewielkie [11,21,25,31,42,55,87,100,115,116].

Metody usuwania biatek wystgpujacych w duzych ilo-
Sciach w badanym materiale opieraja si¢ m.in. na techni-
ce chromatografii powinowactwa [2,11], w tym gléwnie
chromatografii immunopowinowactwa z wykorzystaniem
przeciwciat [11,42] czy separacji bialek w zaleznosci od
masy czasteczkowej z uzyciem odpowiednich membran
[30,55,115,116].

Do najczesciej usuwanych biatek z surowiczego proteomu
naleza albuminy i immunoglobuliny klasy G. Millioni i wsp.
[61] rekomenduja zestaw HSA/IgG Removal Kit do szyb-
kiego usuwania albumin i IgG. Akgo i wsp. [4] opraco-
wali syntetyczne polimeryczne ztoze, na bazie polietylenu,

charakteryzujace si¢ pseudoswoistym powinowactwem do
albumin i IgG. Polimeryczne ztoze umozliwia usunigcie
tych biatek z ludzkiej surowicy. Ztozem najczgsciej sto-
sowanym do usuwania albumin z surowiczego proteomu
jest Cibracon Blue (wielopierscieniowy anionowy ligand).
W zestawie ProteoPrep Blue firmy SIGMA stosowany
jest barwnik Cibracon Blue immobilizowany do agarozy.
Barwnik ten wiaze nie tylko albuminy, ale réwniez biatka
zwigzane z albuminami. Oznacza to pewne straty w bada-
nym proteomie [21,25]. W zestawie ProteoPrep Blue firmy
SIGMA zastosowano réwniez biatko G immobilizowane
do agarozy, wiazace si¢ z fragmentem Fc immunoglobu-
lin klasy G. Inne klasy immunoglobulin pozostaja w ma-
teriale badanym [25,42].

Do usuwania bialek wystgpujacych w surowicy w naj-
wigkszych ilosciach stosowane sg rowniez przeciwciata
poliklonalne. Umozliwiaja one wiazanie znacznych ilosci
okreslonych bialek, przy jednoczesnej minimalizacji utra-
ty pozostatych sktadnikéw surowicy [42]. Chromatografia
immunopowinowactwa z zastosowaniem kurzych przeciw-
ciat IgY pozwala na usunigcie z ludzkiego osocza albumin,
IgG, IgA, IgM, fibrynogenu, transferryny, haptoglobiny, o,-
makroglobuliny, o -kwasnej glikoproteiny, o -antytrypsyny,
apolipoproteiny A-I HDL, apolipoproteiny A-II HDL, czyn-
nik dopetniacza C3 oraz apolipoproteiny B [87].

Coraz czgSciej stosowana metoda usuwania biatek wy-
sokoczasteczkowych z badanych proteomoéw jest filtracja
pltynéw fizjologicznych przez membrany. W procesie ul-
trafiltracji zawieszone ciata state i substancje rozpuszczo-
ne o duzej masie czasteczkowej sa zatrzymywane, a nisko-
czasteczkowe biatka/peptydy przechodza przez membrang
[55]. Membrany umozliwiaja otrzymywanie frakcji biat-
kowych o masach do 10 kDa [7,115], do 30 kDa [100,116]
ido 50 kDa [30,66]. Warunki prowadzenia ultrafiltracji de-
cyduja o koricowym sktadzie filtratu [30]. Udowodniono,
ze dodanie acetonitrylu do rozciericzonej surowicy lub
osocza do koricowej objetosci 20 lub 25% (v/v) korzyst-
nie wplywa na ilo$¢ uzyskiwanych niskoczasteczkowych
biatek/peptydéw. Acetonitryl jest czynnikiem denaturuja-
cym biatka i ma wptyw na interakcj¢ biatko—biatko/pep-
tyd. Powoduje to uwolnienie niskoczasteczkowych bialek,
zwiazanych z albuminami lub innymi wysokoczasteczkowy-
mi biatkami. Ttumaczy to 15% wzrost ilosci bialek, prze-
chodzacych przez membrang w stosunku do ultrafiltracji
badanego materialu bez uzycia acetonitrylu [55]. Wyniki
prac wielu badaczy wskazuja, ze warunki ultrafiltracji,
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zastosowanie rozcienczonej surowicy lub osocza i odpo-
wiedni dobdr stgzenia acetonitrylu decyduja o wzbogace-
niu niskoczasteczkowej frakcji biatek przeznaczonych do
analizy proteomicznej [30,55,115,116]. Metoda ultrafiltra-
cji umozliwita identyfikacj¢ niskoczasteczkowych biomar-
keréw, m.in. raka ptuc [34], raka jajnika [9], raka watro-
bowokomédrkowego [69].

Przygotowanie prob do IEF i SDS-PAGE

Obraz mapy badanego proteomu zalezy od warunkéw roz-
dziatu biatek w gradiencie pH i elektroforezy SDS-PAGE.
Decydujace znaczenie ma sktad buforéw stosowanych
w obu wymiarach.

Podstawowym sktadnikiem roztworéw stosowanych w ogni-
skowaniu izoelektrycznym w warunkach denaturujacych
jest mocznik. Jest on neutralnym chaotropem denaturuja-
cym biatka przez rozerwanie wigzan niekowalencyjnych
i jonowych. Roztwory, w ktérych rozpuszczane sa proby
biatek zawieraja mocznik w stgzeniu 5,0-9,8 M/L. Mocznik
wchodzi réwniez w sktad buforéw réwnowazacych zele
z bialkami rozdzielonymi w gradiencie pH przed elek-
troforeza SDS-PAGE [33,42,85]. Zapobiegajac tworzeniu
si¢ agregatow biatkowych dodaje si¢ do roztworéw dena-
turujacych tiomocznik. Dla poprawienia rozpuszczalnosci
biatek hydrofobowych stosuje si¢ roztwér mocznika i tio-
mocznika w stezeniach odpowiednio 5-7 1 2 M/L [2,40,68].

Przed elektroforeza SDS-PAGE, prowadzong w warunkach
denaturujacych i redukujacych, zele z biatkami rozdzielo-
nymi w gradiencie pH, réwnowazy si¢ w odpowiednim bu-
forze. Bufor o pH 8,8 zawiera m.in. czynnik redukujacy
1.4-ditiotreitol (DTT) oraz jodoacetamid. Ditiotreitol sto-
sowany w stezeniach 20—100 mM/L redukuje mostki di-
siarczkowe [33,42,85]. Jodoacetamid (stosowany w stezeniu
2-4%) alkiluje grupy sulfhydrylowe cysteiny uniemozli-
wiajac ich reoksydacj¢ w trakcie elektroforezy SDS-PAGE
[40,85,112]. W buforze réwnowazacym o pH 8,8 jodoace-
tamid moze reagowac z tiomocznikiem. Obniza to wydaj-
nos$¢ reakcji alkilowania grup —SH cysteiny, co moze prowa-
dzi¢ do odtwarzania mostkéw disiarczkowych. Dodatkowo
stwierdzono, ze tiomocznik utrudnia optaszczanie biatek
przez SDS [42,85]. Konsekwencja obecnosci tiomocznika
moga by¢ ,falszywe” plamy biatkowe, smugi i ciemniej-
sze tlo na mapie badanego proteomu [42].

Dodanie amfolin do roztworu, w ktérym biatka ulegaja
ogniskowaniu izoelektrycznemu, minimalizuje agregacje
biatek i poprawia przewodnictwo elektryczne w calym za-
kresie pH [42]. Amfoliny sa niskoczasteczkowymi, am-
foterycznymi zwigzkami o duzej pojemnosci buforowe;j.

W sktad roztworu, w ktérym biatka s rozdzielane w gra-
diencie pH, wchodza réwniez detergenty znaczaco wptywa-
jace na rozpuszczalnos¢ biatek. Dla warunkéw niedenatu-
rujacych ogniskowania izoelektrycznego rekomendowane
sa detergenty niejonowe: Nonidet NP-40 i Triton X-100 sto-
sowane w stezeniach 0,4-4% [33,85].

Detergentem stosowanym w IEF i dodawanym do buforu
réwnowazacego przed SDS-PAGE jest CHAPS (3-[(3-cho-
lamidopropylo)dimetyloamonio]-1-propanosulfonian) za-
wierajacy czwartorzgdowa grup¢ amoniowa o tadunku

dodatnim i grupg sulfonowa o tadunku ujemnym. CHAPS
(zwitterionic detergent), stosowany w st¢zeniu 4%, jest de-
tergentem rekomendowanym do rozpuszczania biatek bto-
nowych, gtéwnie roslinnych. W praktyce CHAPS stosu-
je si¢ rutynowo w elektroforezie 2-D [33, 40,85,90,112].

W elektroforezie 2-D znaczacg rolg¢ odgrywa jonowy de-
tergent — SDS (siarczan dodecylu VI). SDS jest detergen-
tem denaturujacym biatko. Stosowany w stg¢zeniu 0,1-2%
dodawany jest do buforu réwnowazacego przed elektrofo-
reza SDS-PAGE. Siarczan dodecylu optaszczajac czastecz-
ki biatek nadaje im tadunek ujemny [17,40,85]. Stosowanie
SDS w roztworach do IEF jest kontrowersyjne [90,112].
Siarczan dodecylu znakomicie poprawia rozpuszczalnosé
rozdzielanych w gradiencie pH biatek, ale interferuje z ich
natywnym tadunkiem. Uwaza sig, ze dopuszczalne stgze-
nie SDS w roztworze do ogniskowania izoelektrycznego
biatek nie powinno by¢ wyzsze niz 0,25% [42,85].

Wizualizacja map biatkowych

Wybarwianie bialek jest etapem koniczacym elektroforeze
2-D. Najczesciej stosowane barwniki to: bigkit Coomassie
Brillant Blue R-250, srebro koloidalne oraz znaczniki flu-
orescencyjne. Barwienie btgkitem Coomassie jest rutynowo
stosowane w detekcji biatek rozdzielonych w SDS-PAGE.
Metoda ta jest szybka, tatwa, odtwarzalna, ale stosun-
kowo mato czula, wykrywa biatka w zakresie 10—40 ng
[33,64,81,104].

Stosowanie soli srebra w celu wizualizacji rozdzielonych
bialek, jest jedna z popularniejszych metod barwienia.
Wynika to z wysokiej czutosci (0,3-10 ng), tatwosci wy-
konania i niskiego kosztu odczynnikéw. Mapy biatkowe
wybarwia si¢ odczynnikami srebrowymi, jesli w analizie
badanego proteomu planowana jest spektrometria maso-
wa [18,33,86,104].

W proteomice klinicznej coraz czg¢sciej stosuje si¢ zna-
kowanie biatek fluorescencyjnymi barwnikami cyjanino-
wymi (Cy3 — zielony, Cy5 — czerwony, Cy2 — niebieski)
[62]. Barwniki cyjaninowe znacznie zwigkszaja czutos¢ de-
tekcji bialek. Wykrywaja 0,025-1 ng biatka [57,110,114].
Znaczniki Cy stosowane s3 w dwuwymiarowej fluorescen-
cyjnej elektroforezie réznicowej 2D-DIGE (two-dimensio-
nal fluorescence difference gel electrophoresis). Technika
ta umozliwia ilosciowa analizg r6znicowa ekspresji bia-
tek w badanym materiale [21,30,33,57,106]. Pr6by biatek
znakowane sa w technice 2D-DIGE przed elektroforeza.
Zastosowanie trzech barwnikéw: Cy2, Cy3 i Cy5 umozli-
wia rozdziat biatek w tym samym zelu, np. dwéch bada-
nych surowic i biatkowych standardéw mas czasteczkowych
i punktéw izoelektrycznych. Podstawowym celem tej tech-
niki jest wykrycie biatek wykazujacych statystycznie istot-
ne réznice w ekspresji w badanym proteomie. Stwarza to
mozliwos¢ identyfikacji potencjalnych biomarkeréw, kté-
re moga by¢ wykorzystywane we wczesnej diagnostyce
[21,28,30,57,76,106].

W analizie proteomicznej znajduja zastosowanie réw-
niez inne znaczniki fluorescencyjne, np. SYPRO Orange,
SYPRO Red lub SYPRO Ruby. Barwniki te, podobnie jak
biekit Coomassie Brilant Blue i srebro koloidalne, s stoso-
wane do znakowania biatek po elektroforezie 2-D. Techniki
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wykorzystujace barwniki fluorescencyjne sa bardzo czu-
fe, a intensywno$¢ wybarwienia plam biatkowych korelu-
je z iloscig biatka [33,60,92,93].

Spektrometria masowa

Spektrometria masowa (MS — mass spectrometry) jest tech-
nikg umozliwiajaca analiz¢ probek o wysokiej ztozonosci.
Metoda ta byta poczatkowo stosowana tylko do identyfika-
cji biatek. Obecnie wykorzystywana jest takze do iloScio-
wej oceny ich ekspresji [22,37,72,96].

Spektrometria masowa znajduje zastosowanie w badaniach
proteomicznych m.in. oddziatywan mi¢dzy biatkami, po-
translacyjnych modyfikacji, mapowaniu przestrzeni komor-
kowych. Biatka badanego proteomu, rozdzielone technika
2-DE, sa ekstrahowane z zelu, poddawane enzymatyczne-
mu trawieniu z uzyciem swoistych proteaz oraz identyfi-
kowane za pomoca MS. Czutos¢ tej metody umozliwia
rozpoznanie biatka z pojedynczej plamy w zelu w ilosci
ponizej 1 ng [6,16,30,43,96,106].

W analizie proteomu najcze¢sciej sa wykorzystywane dwie
techniki, MALDI (matrix assisted laser desorption/ioniza-
tion) oraz tandemowa spektrometria mas (MS/MS-tandem
mass spectrometry). MALDI oraz MS/MS stosowane sa
w potaczeniu z elektroforeza dwuwymiarowa lub stano-
wia samodzielng metode identyfikacji biatek badanych
proteoméw [6,15,30,33,49,71,72,94,96,106,114]. Czg¢sto
stosowana jest réwniez technika ,,shotgun”, umozliwiaja-
ca okreslenie czg¢sciowej sekwencji i identyfikacje biatek
[58,59]. Uzyskane widma masowe map peptydowych moga
by¢ poréwnywane z widmami z baz danych, np. Mascot,
SEQUEST [6,15,49,54,76,94,96,105].

Bioinformatyka w proteomice

Bioinformatyka wykorzystuje programy komputerowe do
rozwigzywania probleméw badawczych i udostgpniania no-
wych informacji. Bioinformatyka proteomiczna to nowa,
bardzo wasko wyspecjalizowana dziedzina. Koncentruje
si¢ na opracowywaniu algorytméw i programoéw stuzacych
do gromadzenia i analizy wynikéw eksperymentéw prote-
omicznych. Znajomos¢ tych metod jest niezbgdna do pra-
widtowej interpretacji otrzymanych wynikow.

Analize poréwnawczg profili bialkkowych prowadzi si¢ na
prébach pochodzacych od pojedynczych pacjentéw lub —
znacznie cz¢sciej — na puli materiatu pochodzacego od nie-
wielkiej grupy pacjentéw klinicznie zdiagnozowanych. Jesli
planuje si¢ analiz¢ proteomu kilkusetosobowej grupy pa-
cjentéw wraz z liczna grupa kontrolna nalezy zaplanowac
analizg przesiewowa na bazie wynikéw klinicznych obu
grup. Ma to na celu wybranie préb najbardziej reprezenta-
tywnych dla badanych grup. Najkorzystniejsze jest wyko-
nanie analiz z zastosowaniem wielu algorytméw. Analiza
korelacji macierzy oraz analiza gléwnych komponentéw
moze zdecydowac o wyborze probek przeznaczonych do
analizy. Analiza klasterowa grupujaca obiekty o podobnych
cechach (przy zastosowaniu réznych algorytméw i metryk
klasyfikujacych) moze pozwoli¢ na pulowanie préb gru-
py badanej i kontrolnej. Zmniejsza to zdecydowanie licz-
be koniecznych analiz do poréwnania profili biatkowych
grupy badanej i kontrolnej. Mozna stosowac rowniez inne

metody z dziedziny rozpoznawania obrazu, takie jak: sie-
ci neuronowe, nieliniowe odwzorowanie lub inne [14].

Metoda stosowang powszechnie w proteomice jest elektro-
foreza dwuwymiarowa. Ze wzgledu na ztozonos¢ obrazéw
zeli 2-DE najlatwiejsza jest analiza z pomoca komputera
wyposazonego w odpowiednie oprogramowanie. Istnieje
kilka komercyjnie dostgpnych oprogramowan do anali-
zy 2-DE. Najbardziej znane i stosowane to: Melanie III
(Genbio i Bio-Rad) [10,78], PDQuest (Bio-Rad) [54,112]
i Z3 (Compugen) [78]. Programy te pozwalaja na porow-
nanie i identyfikacje réznic w profilach biatkowych — obec-
no$¢ lub brak biatka na zelach, zmiany w poziomie ekspre-
sji (na podstawie intensywnosci wybarwienia), przesunigcie
pozycji wystgpowania biatka wynikajace np. z jego mo-
dyfikacji. Programy dostosowuja plamki do modeli gaus-
sowskich, ktére rozdzielaja obszary plamek zachodzacych
na siebie (na podstawie réznic ggstosci), usuwaja smuze-
nie i poprawiaja doktadnos¢ wyznaczania gestosci plamek
[12]. Programy przeprowadzajac normalizacje, tzn. usuwa-
nie parametrow zmiennych zwigzanych z niedoskonatoscia
obrazéw, pozwalaja na ujednolicenie intensywnosci plam
tych biatek, ktérych ekspresja na pewno nie zmienita sie
w trakcie wykonywania eksperymentu [103].

Serie krokéw do wiasciwej oceny zeli mozna podsumo-
waé w nastgpujacy sposéb: skanowanie, filtrowanie ob-
razow, automatyczne wykrywanie plam, taczenie profili
biatkowych, normalizacja, analiza r6znicowa, analiza sta-
tystyczna. W koncowym efekcie kazdy zel przedstawiony
jest w trzech wersjach: oryginalny, niezmieniony obraz;
przefiltrowany obraz, ktdry jest przefiltrowana i przetwo-
rzong kopia oryginalnego obrazu oraz gaussowski obraz,
ktory jest syntetycznym obrazem, zawierajacym gaussow-
skie modele plam. Programy tego typu pozwalaja tez na
stworzenie syntetycznego zelu — zelu idealnego (Master
Gel), zawierajacego gaussowskie modele wszystkich zi-
dentyfikowanych plam w catym zbiorze zeli. Zel idealny
jest niezbedny w badaniu réznic w ekspresji biatek migdzy
zelami. Warto$ci punktow izoelektrycznych i mas czastecz-
kowych wszystkich plam na zelach moga by¢ oszacowa-
ne przez przypisanie znanych wartosci kilku zidentyfiko-
wanych bialek. Analiza statystyczna pozwala na wybranie
tych plam, ktére znaczaco réznicuja poréwnywane zele lub
grupy zeli. W zaawansowanych wersjach programéw kom-
puterowych mozliwe jest réwniez poréwnanie wynikéw
otrzymanych z kilku odrgbnych eksperymentéw [33,56].

PROTEOMIKA KLINICZNA

Istota proteomiki klinicznej jest poszukiwanie réznic w pro-
filach biatkowych 0s6b zdrowych i chorych. Uzyskane
wyniki moga umozliwi¢ weryfikacj¢ diagnozy lekarskiej,
stwarzaja nadziej¢ na opracowanie metod umozliwiaja-
cych szybsza diagnoze, wykrycie zmian chorobowych na
poziomie komorki przed wystapieniem zmian klinicznych,
monitorowanie przebiegu leczenia choroby oraz opraco-
wywanie lekéw dla pojedynczych pacjentéw. Bardzo czg-
sto zmiany w ekspresji, wywotane procesem chorobowym,
dotycza biatek, ktére wystgpuja w materiale biologicznym
w znikomych ilosciach [30,36,100,115].

Poréwnywanie proteomdéw o0s6b chorych i zdrowych stwarza
mozliwos$¢ poznania przyczyn, mechanizmoéw i przebiegu
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schorzen [30,62,70,96,106]. Przydatnos¢ zidentyfikowa-
nych biatek w diagnostyce poszczegdlnych jednostek cho-
robowych potwierdza si¢ testami immunoenzymatyczny-
mi i/lub Western blottingiem [15,37,41,43,60,63,80,97].

Intensywnie rozwijana jest proteomika choréb neurode-
generacyjnych i psychicznych [16,22,39,76,84,97,110,114],
nowotworowych [33,41,68,70,92,96] oraz reumatycznych
[24,35,36, 53,60,73,83,99,112]. Identyfikacja nowych
markeréw zespotu Downa technikami proteomicznymi
stwarza nadziej¢ na udoskonalenie badan prenatalnych
[62,74,102,117]. Rozwijane sa badania nad nowymi bio-
markerami przedklinicznych zmian i schorzen u oséb prze-
wlekle narazonych na zanieczyszczenia Srodowiska, w tym
metale cigezkie [40,51,79].

W ostatnich kilku latach powstaty prace faczace analizg pro-
teomiczna, wykonywana technika elektroforezy 2-D i ana-
lize metabonomiczng z zastosowaniem gtéwnie 'H NMR.
Metabonomika to nowa dziedzina nauki, zajmujaca sig jako-
Sciowym pomiarem dynamicznej odpowiedzi organizmow
zywych na bodZce zewngtrzne lub modyfikacje genetyczne
[65]. Gléwnymi technikami wykorzystywanymi w metabo-
nomice sa: spektroskopia rezonansu magnetycznego i spek-
trometria masowa [5]. Do niedawna proteomika i metabono-
mika byty metodami stosowanymi osobno do poszukiwania
nowych markeréw zmian chorobowych. Potaczenie obu tych
metod uwaza si¢ dzi§ za wysoce synergiczne. Wyniki uzy-
skane z zastosowania obu metod jednoczesnie moga dostar-
czy¢ zbioru nowych biomarkeréw, charakteryzujacych sig
wigksza swoistoscia i czutoscia. Analiza statystyczna da-
nych prometabonomicznych taczy ztozone zbiory danych,
pochodzacych z réwnolegle stosowanych technik 2-DE
i 'TH NMR. Jednym ze sposobéw przedstawiania wynikow
jest wizualizacja relacji metabolit-biatko w postaci map ko-
relacyjnych, obrazujacych stopieni zaleznosci migdzy tymi
dwoma zbiorami [107].

Krétka charakterystyka aktualnych metod diagnostycznych
wybranych jednostek chorobowych, w zestawieniu z wyni-
kami badan proteomicznych, wskazuje na udziat proteomiki
klinicznej w rozwoju nowoczesnej diagnostyki medyczne;j.

Proteomika w badaniach choroby Alzheimera
i schizofrenii

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera,
Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne reprezentuja jed-
na z najwazniejszych grup choréb w starzejacej si¢ ludz-
kiej populacji [16]. Patogeneza tych schorzen jest niepew-
na, a diagnoza, oparta gtéwnie na klinicznej obserwacji,
nie jest wystarczajaca. Odkrycie swoistych biatkowych
markeréw moze umozliwi¢ badanie przebiegu choroby
i ustalenie efektywnej terapii [16]. Heterogennos¢ popu-
lacji pacjentéw ze schizofrenia jest jednym z czynnikéw,
odpowiedzialnych za niewielka ilos¢ biomarkeréw, cha-
rakteryzujacych t¢ chorobg [84].

Jedna z gtéwnych przyczyn starzenia si¢ organizmu czlo-
wieka i licznych choréb neurodegeneracyjnych jest stres
oksydacyjny. Wolne rodniki powstate podczas przemian me-
tabolicznych organizmu atakuja rézne sktadniki komorek.
W trakcie starzenia si¢ organizmu stwierdza si¢ postepuja-
ce gromadzenie uszkodzeri DNA w komérkach wigkszosci

tkanek. Zmiany degeneracyjne, wywotane wolnymi rodni-
kami, objawiaja si¢ klinicznie, gdy dysfunkcja neuronéw
przewyzsza zdolno$¢ kompensacyjna mézgu [15,77,80].

Coraz czesciej diagnoza choréb neurodegeneracyjnych uzu-
petniana jest o czynnosciowa analiz¢ obrazowania [109].
Charakterystyka proteomu ludzkiego mézgu jest pierw-
szym krokiem w kierunku zrozumienia jego struktury
i funkcji. Wigkszos$¢ choréb neurodegeneracyjnych jest
swoista dla okreslonych regionéw mézgu. Mézg nie jest
tatwo dostepny do badar diagnostycznych. Probki ludzkiej
kory mézgowej sa pobierane i badane dopiero posmiert-
nie [16,71,114]. Sposréd ptynéw fizjologicznych najbar-
dziej wiarygodnym Zrédiem biomarkeréw dla diagnostyki
choréb neurodegeneracyjnych i psychicznych jest prote-
om CSF. Plyn mézgowo-rdzeniowy najlepiej odzwiercie-
dla zmiany chorobowe osrodkowego uktadu nerwowego,
wywotane chorobami neurodegeneracyjnymi i psychicz-
nymi, ze wzgledu na jego obecno$¢ w obrebie przestrze-
ni podpajeczynéwkowej, komorach mézgu oraz w kana-
le rdzenia kregowego. Markery zawarte w osoczu, moczu
i $linie w diagnozowaniu choréb osrodkowego uktadu ner-
wowego sa znacznie mniej swoiste [16,84].

Choroba Alzheimera

Chorobg Alzheimera (AD) charakteryzuje ubytek neuro-
néw gtéwnie w hipokampie i regionach blisko z nim zwia-
zanych. Hipokamp i kora sSr6dwechowa ulegaja uszkodze-
niu w AD w pierwszej kolejnosci. W pdZniejszych etapach
rozwoju AD we wszystkich czgsciach kory mézgowej do-
chodzi, m.in. do gromadzenia si¢ wewnatrzkomoérkowych
zwyrodnienn wtékienkowych typu Alzheimera (patologia
biatka tau), akumulacji zewnatrzkomoérkowych blaszek amy-
loidowych (zaburzony metabolizm biatka App) [16, 47].

Biatko tau i B-amyloid (AP — B-amyloid) sa najlepiej scha-
rakteryzowanymi molekularnymi biomarkerami choroby
Alzheimera. Stosunek ilosciowy fosforylowanego biatka
tau i stezenia AP w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest swo-
istym wskaznikiem choroby Alzheimera, umozliwiajacym
przewidywanie rozwoju zaburzen poznawczych od fagod-
nych (MCI) do pelnoobjawowej AD [13,46].

Obecnie uwaza si¢, ze w diagnozowaniu AD oraz tagod-
nych zaburzen poznawczych (MCI), ktére z czasem moga
si¢ rozwina¢ w pelnoobjawowa demencje typu Alzheimera,
najbardziej przydatne sa badania neuroobrazowe: tomogra-
fia komputerowa (computed tomography — CT), rezonas
magnetyczny (magnetic resonance imaging — MRI), pozy-
tronowa emisyjna tomografia komputerowa (positron emis-
sion tomography — PET), emisyjna tomografia komputero-
wa pojedynczego fotonu (single photon emission computed
tomography — SPECT) [48,88,97,109]. Inna zaawansowa-
na metoda neuroobrazowania jest wykorzystanie specjal-
nego znacznika (Pittsburgh compound — B) w badaniu po-
zytronowej emisyjnej tomografii komputerowej. Badanie to
swoiscie oznacza depozyty B-amyloidu w mézgu [13,109].

Wtaczenie technik proteomicznych do badan diagnostycz-
nych choroby Alzheimera pozwala odkry¢ nowe poten-
cjalne markery AD. Praca przegladowa Zellnera i wsp.
[114], obejmujaca badania z ostatnich kilkunastu lat, pod-
sumowuje dotychczasowe wyniki analizy proteomicznej
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pacjentéw ze zdiagnozowana chorobg Alzheimera. W tkan-
kach réznych regiondw mézgu zidentyfikowano dotad 15
potencjalnych biatkowych biomarkeréw AD. Naleza do
nich m.in.: a-enolaza (w hipokampie), B.-tubulina (w pta-
cie czotowym), mutaza 1 fosfoglicerolu (w hipokampie)
iinne. W ptynie mézgowo-rdzeniowym znaleziono 19 po-
tencjalnych marker6w AD w tym m.in.: o -antytrypsyne,
apopoliproteing E, B-fibrynogen, transferrytyne. W oso-
czu pacjentéw z AD zidentyfikowano do tej pory tylko
dwa potencjalne markery biatkowe [37,114]. Hye i wsp.
[37] w analizie poréwnawczej proteomu osocza pacjentow
z choroba Alzheimera i 0s6b wiekowo dobranych z grupy
kontrolnej wykazali obecnos¢ 15 biatek, ktoérych ekspre-
sja znaczaco odrdzniata pacjentéw z AD od oséb z grupy
kontrolnej. Stosujac technike Western blottingu wytypo-
wali z tej grupy biatek dwa potencjalne biomarkery AD:
o -makroglobuling (A2M — o.,-macroglobulin) i czynnik
dopetiacza H (CFH — complement factor).

Thambisetty i wsp. [97], kontynuujac badania poszukuja-
ce w osoczu biatkowych markeréw choroby Alzheimera,
potaczyli wyniki analizy spektroskopowej 'H rezonan-
su magnetycznego hipokampa i pomiaru obj¢tosci hi-
pokampa opartego na MRI z analiza proteomiczna 0so-
cza pacjentow z AD. Badania takie wykonano w grupie
0s6b z wczesna choroba Alzheimera oraz tagodnymi
zaburzeniami poznawczymi (MCI — mild cognitive im-
pairment). Spektroskopia 'H rezonansu magnetycznego
hipokampa umozliwita oszacowanie wzajemnego sto-
sunku dwéch metabolitéw: N-acetyloasparginianu do
mioinozytolu (NAA/mI — N-acetylaspartate/mio-ino-
zytole). Rola N-acetyloasparaginianow (NAA) w mo-
zgu nie zostala dotad ostatecznie wyjasniona. Sugeruje
sig, ze biora one udzial w procesie syntezy bialek neu-
ronalnych, metabolizmie neuroprzekaZnikéw oraz do-
starczaja grup acetylowych podczas syntezy zwiazkow
tluszczowych, wchodzacych w sktad ostonki mielinowe;j.
Inozytol (1) sktada sig¢ z czterech substancji — fosfatydy-
loinozytolu, inozytolu polifosforowego, inozytolu mo-
nofosforowego, mioinozytolu (ml). Inozytol odpowiada
za regulacje osmozy i utrzymywanie prawidtowej obje-
tosci komoérkowej [109].

Ackla i wsp. [1] oznaczali stgzenia ml, NAA i kreatyniny
w substancji biatej, szarej i hipokampie w grupie pacjen-
téw z AD, MCI oraz grupie kontrolnej. Tylko u pacjentéw
z AD stwierdzono znaczacy wzrost mI/NAA w substancji
szarej i bialej w poréwnaniu z grupa MCI i grupa kontro-
Ina. Rose i wsp. [82] zbadali korelacje migdzy NAA/ml
a atrofia mézgu (jako pomiar sktadu CSF i substancji sza-
rej) u pacjentéw z AD. Korelacja miedzy NAA/ml a skta-
dem CSF byta silnie ujemna, a zaleznos¢ miedzy NAA/ml
a sktadem substancji szarej byta silnie dodatnia.

Thambisetty i wsp. [97] stwierdzili, ze stosunek NAA/mlI
byt znaczaco dodatnio skorelowany z ekspresja dwéch su-
rowiczych potencjalnych markeréw AD i MCI: czynni-
ka H ukfadu dopelniacza (CFH) oraz a,-makroglobuliny
(A2M). Stosowane przez zespot badaczy metody neuro-
obrazowania potwierdzity przydatnos¢ diagnostyczna suro-
wiczych biatkowych markeréw AD i MCI, wytypowanych
z uzyciem techniki 2-DE. Badania te udowodnity znaczaca
role analizy proteomicznej biatek osocza w diagnozowa-
niu AD w polaczeniu z technikami neuroobrazowania [97].

Schizofrenia

Schizofrenia to zaburzenie psychiczne zaliczane do grupy
psychoz endogennych. Wyniki badan wskazuja, ze w pa-
togenezie tej choroby maja znaczenie czynniki genetycz-
ne, rozwojowe i Srodowiskowe. Molekularne mechanizmy
schizofrenii pozostaja w wigkszosci przypadkéw niezna-
ne [58,84].

Zastosowanie technik proteomicznych umozliwito po-
rOwnanie osoczowego proteomu pacjentow ze zdiagnozo-
wang schizofrenia i oséb zdrowych. Ekspresja taiicucha
o-haptoglobiny, o -antytrypsyny, skfadnika P surowicze-
go amyloidu, B,-mikroglobuliny, antytrombiny IIT i bial-
ka wiazacego witaming D byty znaczaco wyzsze u pa-
cjentow ze schizofrenig w poréwnaniu z grupa kontrolna
[22,110]. Jiang i wsp. [39], stosujac te same techniki ba-
dawcze, udowodnili przydatnos¢ oznaczen apolipoprote-
iny AIV w ptynie mézgowo-rdzeniowym jako potencjal-
nego markera schizofrenii.

Bardzo interesujacym kierunkiem badan, zmierzajacym
do identyfikacji nowych biatkowych markeréw schizofre-
nii, jest praca Prabakarana i wsp. [76]. Autorzy wykona-
li analiz¢ proteomu watroby i krwinek czerwonych (RBC
— red blood cells) pobranych od pacjentéw ze zdiagnozo-
wang schizofrenia i 0s6b z grupy kontrolnej z wykorzysta-
niem techniki 2D-DIGE.

Analiza réznicowa proteomu watroby pacjentéw ze zdia-
gnozowana schizofrenia i os6b z grupy kontrolnej wy-
kazata obecnos¢ 14 potencjalnych biatkowych markeréw
schizofrenii. Szes¢ z nich to biatka zwigzane ze stresem
oksydacyjnym, w tym: dysmutaza ponadtlenkowa [Cu-Zn]
(SOD1) oraz biatko wiazace selen (SBP1 — selenium-bin-
ding protein). Analiza poréwnawcza proteoméw krwinek
czerwonych pozwolita na identyfikacj¢ oSmiu potencjalnych
markeréw schizofrenii, z czego cztery sa biatkami stresu
oksydacyjnego: biatko wiazace selen (SBP1), transferaza-
S-glutationowa (GSTA3 — glutathione-S-transferase), tio-
redoks w peroksydazie (PRDXS — thioredoxin peroxidase)
i biatka szoku cieplnego (70 kDa). Wyniki te uzupetnia-
ja wezesniejsze badania zespotu Prabakarana i wsp. [75]
dotyczace tkanki mézgowej badanej posmiertnie. Autorzy
pracy udowadniaja, ze zmiany metaboliczne prowadzace
do stresu oksydacyjnego sa zwiazane z rozwojem schizo-
frenii. Proteom watroby i krwinek czerwonych stanowi
potencjalne Zrédto nowych biatkowych markeréw schizo-
frenii. Wskazuje to na przydatnos¢ oznaczania biatek pro-
teoméw tkanek obwodowych, a nie tylko ptynu mézgowo-
rdzeniowego, w diagnozowaniu tej choroby [76].

Proteomika w prenatalnym rozpoznawaniu zespolu
Downa

Zespot Downa jest zaburzeniem rozwojowym o podiozu
genetycznym, nalezy do najczgstszych autosomalnych mu-
tacji genomowych. Objawia si¢ licznymi zmianami dys-
morfotycznymi oraz réznym stopniem uposledzenia psy-
chicznego. U wigkszosci chorych wystepuja wady serca,
przewodu pokarmowego, zaburzenia odpowiedzi immu-
nologicznej. Nieprawidlowosci te sa spowodowane nad-
miarem materialu genetycznego, wynikajacego z obecno-
Sci dodatkowego, catego lub fragmentu chromosomu 21
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(trisomia 21) [62,74,102,117]. Diagnostyka prenatalna ze-
spotu Downa opiera si¢ na ocenie kariotypu komérek pto-
du uzyskanych z bioptatu kosméwki lub amniopunkcji, ba-
daniu USG (ocena przeziernosci karkowej). Rozpoznanie
zespotu Downa oparte jest rOwniez na pomiarze stgzen
kombinacji matczynych markeréw surowiczych, takich jak
osoczowe biatko cigzowe (PAPP-A — pregnancy-associated
plasma protein A), o-fetoproteina (AFP — a-fetoprotein),
gonadotropina kosméwkowa (hCG — human chorionic go-
nadotropin), niezwigzany estriol (uE3 — unconjugated es-
triol) oraz inhibina A [62,74]. Metody te wykazuja znaczny
odsetek fatszywie pozytywnych wynikéw. Dlatego istnie-
je potrzeba dalszego poszukiwania nieinwazyjnych testow
prenatalnych, pozwalajacych rozpoznaé zesp6t Downa [62].

Badania prowadzone przez Nagalla i wsp. [62] z zastoso-
waniem technik proteomicznych, pozwolily na identyfika-
cje kilku potencjalnych, nowych surowiczych biomarkeréw
w pierwszym i drugim trymestrze ciazy. Wigkszos¢ z nich
to glikoproteiny. Zidentyfikowane biatka o zmienionej gli-
kozylacji to m.in. o -kwasna glikoproteina, o,-HS gliko-
proteina, globulina wiazaca kortyzol (transkortyna) oraz
globulina wiazaca tyroksyne.

Tsangaris i wsp. [102] badali ptyn owodniowy pochodzacy
od kobiet spodziewajacych si¢ dziecka z zespotem Downa
oraz z prawidtowej cigzy. W trisomii 21 stwierdzono pra-
wie czterokrotny wzrost iloSci PGBM (basement mem-
brane-specyfic heparian sulfate proteoglycan core protein)
w grupie badanej w poréwnaniu z grupa kontrolna. PGBM
to proteoglikan — siarczan heparanu wydzielany do prze-
strzeni pozakomorkowe;j z btony podstawnej. Uczestniczy
w procesie chondrogenezy i rozwoju kosci. Autorzy pracy
[102] stwierdzili réwniez dwukrotny wzrost stgzenia o -
mikroglobuliny (AMBP — o -microglobulin/bikunin pre-
cursor) w ptynie owodniowym od pacjentek spodziewaja-
cych si¢ dziecka z zespotem Downa w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Biatko to jest immunomodulatorem, uczestniczy
w mechanizmie obrony ptodu przed matczynym systemem
odpornosciowym [102]. W ptynach owodniowych uzyska-
nych od przypadkéw z zespotem Downa zaobserwowali
prawie 40% spadek stezenia prekursora insulinopodobne-
go czynnika wzrostu wigzacego biatko (IBP-1 — insulin-li-
ke growth factor binding protein 1 precursor). Marker ten
moduluje dziatanie insulinopodobnych czynnikéw wzrostu
I1iII (IGF I - insulin-like growth factors I, IGF II — insulin-
like growth factors II) odgrywajacych istotna role w pro-
cesach wzrostu, rozwoju, metabolizmu i apoptozy [102].

Analiza proteomu matczynej surowicy i ptynéw owodnio-
wych bardzo wyraZznie wskazuje na potrzebe rozwoju badan
proteomicznych, umozliwiajacych wdrozenie oznaczania zi-
dentyfikowanych biatkowych markeréw w surowicy cigzar-
nych do prenatalnego rozpoznania zespotu Downa [62,102].

Proteomika w badaniach choréb reumatycznych

Choroby reumatyczne charakteryzuja si¢ przewlekltymi
zmianami zapalnymi w obrgbie tkanki tacznej, spowodo-
wanymi najczesciej reakcja autoimmunologiczna. Sa to
m.in. reumatoidalne zapalenie stawéw (RA — rheumatoid
arthritis), chorobg zwyrodnieniowa stawéw (OA — osteoar-
thritis), tuszczycowe zapalenie stawéw (AP — arthritis pso-
riatica), mlodzieficze idiopatyczne zapalenie stawéw (JIA

—juvenile idiopathic arthritis), sklerodermi¢. Przyczyny po-
wstania tych choréb sa ztozone. Pod uwagg bierze sig pre-
dyspozycje genetyczne, wiek, ptec, a takze czynniki §ro-
dowiskowe, czy infekcje bakteryjne [20,118].

Rutynowa diagnostyka choréb reumatycznych opiera sig
na badaniach radiologicznych oraz badaniach laboratoryj-
nych, obejmujacych oznaczanie stgzenia biatek ostrej fazy,
m.in. CRP, a takze oceng sktadu pozostatych biatek suro-
wicy krwi. W rozdziale elektroforetycznym stwierdza si¢
zmniejszong ilos¢ albumin, a zwigkszona globulin o, i o,
w ostrych stanach zapalnych. W przewlektych zapaleniach
obserwuje si¢ wzrost frakcji y-globulin [73,118].

Reumatoidalnemu zapaleniu stawéw oraz innym uktadowym
chorobom tkanki facznej towarzysza zaburzenia proceséw od-
pornosciowych. Prowadzi to do wytworzenia autoprzeciwciat
przeciw wielu autoantygenom. Oznaczanie tych przeciwciat
jest przydatne diagnostycznie ze wzgledu na znaczenie pro-
gnostyczne i odzwierciedlenie aktywnos$ci procesu chorobo-
wego. Trzy z nich maja odpowiednia czutos¢ i swoistosc, aby
mogly by¢ stosowane w codziennej praktyce diagnostycznej
RA: czynnik reumatoidalny (RF — rheumatoid factor), prze-
ciwciata przeciw biatku wigzacemu immunoglobuling oraz
przeciwciata przeciw cytrulinowanym biatkom/peptydom
aCCP (anti-cyclic citrullinated peptide) [35,60].

Przeciwciata przeciw cyklicznym cytrulinowanym pepty-
dom (aCCP) sa wytwarzane w jamie stawowej w proce-
sach patologicznych. Ich stezenie w plynie stawowym jest
wyzsze niz w surowicy [60]. Obecno$¢ przeciwcial prze-
ciw cyklicznym cytrulinowanym peptydom ma znaczenie
prognostyczne i predykcyjne. Przeciwciata aCCP sa bardzo
swoistym (>95%) i czutym (65%) markerem RA. Rzadko
sg obserwowane w innych chorobach tkanki tacznej.

Ekspresja przeciwciat aCCP moze wyprzedza¢ objawy cho-
robowe o kilka lat. Umozliwia odréznienie RA z innymi
chorobami reumatycznymi, a takze koreluje z agresywniej-
szym przebiegiem RA ze znaczna destrukcja stawow [118].

Wciaz jeszcze niewiele wiadomo na temat cytrulinacji bia-
fek tkanek stawowych i ich autoantygenowosci. Matsuo
i wsp. [60], stosujac technike 2-DE, wykryli w homoge-
nacie btony maziowej pacjentki ze zdiagnozowanym RA
51 cytrulinowanych bialek reagujacych z przeciwciatami
anty-CCP. Cytrulinowane biatka stanowity 5,2% wszyst-
kich biatek badanego proteomu. W spulowanej surowicy
pacjentéw z RA autorzy wykryli 30 cytrulinowanych bia-
ek reagujacych z przeciwciatami anty-CCP, a tylko kilka
cytrulinowanych bialek zidentyfikowali w spulowanej su-
rowicy os6b zdrowych. Niektdre z biatek proteomu btony
maziowej zidentyfikowano dzigki zastosowaniu spektro-
metrii masowej. Naleza do nich.: fibrynogen v, prekur-
sor asporyny, mutant B-aktyny, podjednostka o, F-aktyny
(CapZa-1) i inne. Zastosowanie testu ELISA umozliwito
oceng zwiazku cytrulinacji CapZo-1 z jego autoantygeno-
woscia. Autorzy pracy uwazaja, ze cytrulinacja i autoanty-
genowos¢ badanego biatka sa ze sobg zwigzane, ale obie
postaci CapZo-1 (cytrulinowana i niecytrulinowana) pet-
nia rézne role w przebiegu RA [60].

Stosowanie technik proteomicznych w immunodiagnostyce
choréb reumatycznych umozliwia jednoczesne oznaczenie
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autoprzeciwcial przeciw wielu antygenom pochodzenia
jadrowego i cytoplazmatycznego. Pozwala to na okresle-
nie petnego profilu nieprawidlowosci immunologicznych.
Umozliwi to w przysztosci zdiagnozowanie choroby reu-
matycznej przed wystapieniem objawéw klinicznych lub
we wczesnym stadium jej rozwoju. Nowe markery biatko-
we moga réwniez umozliwié¢ réznicowanie schorzen reu-
matycznych lub monitorowanie etapéw rozwoju choroby
i procesu leczenia [24,36,60,73,112].

Tilleman i wsp. [99], stosujac techniki proteomiczne, ziden-
tyfikowali w surowicy i ptynie stawowym pacjentéw z reu-
matoidalnym zapaleniem stawéw (RA) biatko amyloidowe
(SAA — serum amyloid A). Biatko amyloidowe nie jest wy-
krywane u pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowa stawéw
(OA). Osoczowe biatko amyloidowe nalezy do bialek ostrej
fazy, dziala chemotaktycznie na neutrofile, stymuluje ich
fagocytoze i degranulacje, a w nastgpstwie tych proceséw
uwolnienie wewnatrzkomoérkowych cytokin. Analiza pro-
teomiczna surowicy 0sob z RA umozliwita réwniez wy-
krycie autoprzeciwcial przeciw biatkom glikolitycznym:
izomerazie glukozo-6-fosfatazy i aldolazie A [99]. U oséb
z rozpoznang choroba zwyrodnieniowa stawéw Tilleman
i wsp. [99] stwierdzili w plynie stawowym i surowicy wy-
sokie miano autoprzeciwcial rozpoznajacych izomerazeg
fosfotriozowa (TPI — triose phosphate isomerase).

Yamagiwa i wsp. [112] zastosowali technike 2-DE w analizie
profili biatkowych ptynéw stawowych pacjentéw ze zdiagno-
zowang chorobg zwyrodnieniowa stawéw. Powtarzalnos¢ wy-
nikéw, uzyskanych w analizach densytometrycznych otrzy-
manych map biatkowych, potwierdzita znaczaco dodatnia
korelacja migdzy trzema mapami biatkowymi wykonanymi
dla pojedynczego pacjenta. Analiza r6znicowa map biatko-
wych pltynéw stawowych czterech pacjentéow ze zdiagnozo-
wang choroba zwyrodnieniowa stawéw wskazata na zna-
czaca dodatnia zaleznos¢ migdzy mapami biatkowymi tych
pacjentéw. Znaczace réznice w ekspresji kilkunastu biatek
badanych proteomdw tych czterech pacjentéw ze zdiagno-
zowanym OA wskazuja, zdaniem autoréw, na mozliwos¢
wykorzystania analizy proteomu pltynu stawowego m.in.
do oceny stopnia zaawansowania choroby, oceny destrukcji
stawéw 1 monitorowania odpowiedzi organizmu na terapie.

Jednym z rodzajow terapii stosowanych w leczeniu RA
oraz innych chorobach stawéw jest podawanie prepara-
téw blokujacych czynnik martwicy nowotworéw o (TNF
— tumor necrosis factor-ot) [24]. Drynda i wsp. [24] stosu-
jac technike 2-DE i spektrometri¢ masowa zidentyfikowa-
li nowy biatkowy marker SI00A9 (MRP14) potencjalnie
umozliwiajacy monitorowanie terapii anty-TNF-o. Stezenie
tego biatka maleje w czasie terapii. Analiza profili biatko-
wych pacjentéw ze zdiagnozowanym RA i OA oraz spek-
trometria masowa pozwolily na identyfikacj¢ tego biat-
ka oraz jego kompleksu SI00A8/A9 w badanych ptynach
stawowych i osoczach. Znana jest prozapalna aktywnos¢
S100A9. Biatko to i jego kompleks indukuja chemotak-
sj¢ neutrofiléw [83]. Badania ekspresji tego biatka i jego
kompleksu z wykorzystaniem technik immunoenzyma-
tycznych wykazaty, ze jego st¢zenie w ptynie stawowym
koreluje z jego stezeniem w osoczu. Dodatkowo umozli-
wia odréznienie pacjentow z RA od OA i grupy kontrol-
nej. Poziom S100A9 jest znacznie wyzszy w plynie sta-
wowym i osoczu pacjentéw ze zdiagnozowanym RA niz

u pacjentéw z OA oraz w grupie kontrolnej. Wydaje sie,
ze biatko S100A9 jest potencjalnie bardzo dobrym mar-
kerem diagnozowania i terapii RA [24].

Biatkowe markery choréb nowotworowych

Do zdiagnozowania choréb nowotworowych i terapii prze-
ciwnowotworowej istotne jest badanie zmian ekspresji
biatek w czasie progresji nowotworu. Zastosowanie pro-
teomiki w diagnostyce nowotworéw umozliwia rozwoj
wiedzy na temat molekularnego podtoza procesu karcy-
nogenezy [70, 96]. Biomarkery wykorzystywane rutyno-
wo w diagnostyce onkologicznej to m.in.: antygen swo-
isty dla prostaty (PSA) stosowany w rozpoznawaniu raka
stercza, a-fetoproteina (AFP — a-fetoprotein) wykorzysty-
wana w diagnostyce raka watroby. Antygen CD20 na ko-
morkach nowotworowych chtoniakéw B jest celem w im-
munoterapii chtoniakéw nieziarniczych [96].

Rozpoznanie raka watrobowokomérkowego (HCC — hepa-
tocellular carcinoma) we wczesnym stadium jest trudne,
mimo Ze znane sa czynniki ryzyka, do ktérych zalicza sig
m.in.: przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu B i C,
czy alkoholizm. Wptyw maja réwniez wiek, pte¢ i skton-
nosci genetyczne. Proteomiczna analiza réznicowa Steela
i wsp. [92] biatek surowiczych pacjentéw z HCC pozwo-
lita na identyfikacje dwoch bialek z obnizajaca si¢ eks-
presja wraz z rozwojem choroby. Réznice migdzy grupa
kontrolng a pacjentami z HCC byty istotne statystycznie.
Zidentyfikowane biatka to fragment czynnika C3 dopet-
niacza oraz izoforma apolipoproteiny Al (ApoAl — apo-
lipoprotein A1) [92, 96]. Badania nad HCC prowadzone
przez Kennedy’ego [41] pozwolily na zidentyfikowanie
w surowicy oséb chorych kilku biatek, ktére moga kore-
lowac z masa guza i rutynowo oznaczang o-fetoproteinag.
Sa to cztery sktadniki uktadu dopetniacza, hemoglobina
11 2 oraz dwa nowe biatka, ktére sg badane.

Analiza surowiczego proteomu oséb zarazonych wirusem
z6ttaczki typu B (HBV — hepatitis B virus) oraz oséb ze
zdiagnozowanym nowotworem watroby (HCC) pozwoli-
fa na znalezienie dwdch potencjalnych markeréw umozli-
wiajacych monitorowanie procesu nowotworzenia u oséb
z HBV. Stezenia dwéch zidentyfikowanych biatek: biatka
C3 oraz izoformy apolipoproteiny Al maleja wraz z ko-
lejnymi etapami rozwoju choroby nowotworowej (HCC)
u chorych z HBV [96].

Analiza surowiczych profili biatkowych pacjentéw z rakiem
jelita grubego i 0séb ze zdiagnozowanym gruczolakiem
wykazata istnienie siedmiu biomarkeréw, réznicujacych
obie grupy pacjentéw z czuloscia rzedu 89% i swoisto-
Scig 83%. Z grupy tych biomarkeréw zidentyfikowano 3
biatka: apolipoproteing A1, apolipoproteing C1 i fragment
taricucha albuminy [32].

Elektroforeza dwuwymiarowa w potaczeniu z Western blot-
tingiem pozwolita na identyfikacj¢ surowiczego, poten-
cjalnego markera gruczolakoraka okreznicy: o-defensyny.
Stwierdzono znacznie zwigkszony poziom tego peptydu
w surowicach oséb ze zdiagnozowanym gruczolakorakiem
okreznicy w poréwnaniu do os6b zdrowych. Oznaczanie tego
markera stwarza, zdaniem autoréw pracy, mozliwos¢ wcze-
$niejszego diagnozowania gruczolakoraka okrgznicy [63].
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Technike 2D-DIGE zastosowano w badaniach proteomu
wycinkéw tkankowych pobranych od pacjentéw z rakiem
przetyku. Analiza réznicowa umozliwita wykrycie w puli
ponad 1000 biatek badanego proteomu 58 biatek o trzykrot-
nie wigkszej ekspresji w komorkach stransformowanych
nowotworowo w poréwnaniu z grupa kontrolna. Jednym
ze zidentyfikowanych bialtek jest glikoproteina 96, nalezaca
do biatek szoku cieplnego. Glikoproteina 96 chroni struk-
tury i funkcje innych biatek, uczestniczy w ich wewnatrz-
komoérkowym transporcie [96].

Zastosowanie techniki 2D-DIGE w analizie poréwnawczej
linii komérkowych od kobiet zdrowych i od kobiet z rozpo-
znang transformacja nowotworowa gruczotu piersiowego
umozliwito wykrycie zmian w komérkach objetych pro-
cesem karcynogenezy. Stwierdzono w nich nadekspresje
L-plastyny (biatka wiazacego aktyne), biatka 14-3-3f3 (od-
powiedzialnego za rozwdj neuronalny, kontrol¢ wzrostu
i cyklu komérkowego), a takze enzymdéw metabolicznych:
glutaminazy C, syntetazy karbamoilofosforanowej (CAD
— carbamoyl phosphate synthetase-aspartate transcarba-
moylase-dihydroorotase) oraz reduktazy aldehydowej [27].

Techniki proteomiczne pozwolity na wykrycie nowych su-
rowiczych markeréw raka jajnikow: transterytryny (biat-
ka transportowego tyroksyny i retinolu), a-hemoglobiny,
apolipoproteiny Al i transferryny. W potaczeniu z rutyno-
wo oznaczanym antygenem CA 125, maja one znaczenie
prognostyczne w rozpoznawaniu wczesnych postaci nowo-
tworéw o granicznej ztosliwosci i ztosliwych. Badania pro-
teomiczne moczu, pochodzacego od kobiet zdrowych, z fa-
godnymi zmianami w przydatkach oraz z rakiem jajnika
wykazaly obecnos¢ neurotoksyny eozynofilowej o aktyw-
nosci RNA-zy i osteopontyny — markera progresywnosci
procesu nowotworowego. Oba biatka wykazuja nadekspre-
sje w raku jajnika [67,101,108,113].

Rak jasnokomoérkowy nerek (RCC — renal cell carcinoma)
stanowi prawie 2% wszystkich nowotworéw tego narzadu.
Charakteryzuje go wysoka smiertelno$¢ spowodowana poz-
nym rozpoznaniem. Wykorzystanie techniki 2-DE w ana-
lizie proteomu komérek pochodzacych z usunigtych nerek
chorych z rozpoznanym RCC, pozwolito na wykazanie ob-
nizonej ekspresji enylo-CoA hydratazy, a-dehydrogenazy
aldehydowej I oraz aminoacylazy I [70].

W badaniach moczu pacjentéw ze zdiagnozowanym RCC
stwierdzono nadekspresj¢ biatka wigzacego retinol, anhy-
drazy weglanowej I oraz [3,-mikroglobuliny. Obnizona eks-
presje, w poréwnaniu z biatkami wystgpujacymi w moczu
0s6b zdrowych, stwierdzono dla lektyny wiazacej manno-
zg proteazy serynowej 2 (MASP-2 — mannan-binding lec-
tin serine peptidase 2) i kininogenu (sktadnika wewnatrz-
pochodnego toru krzepnigcia). Lektyna wiazaca mannoze
proteazy serynowej 2 spetnia wazna rol¢ w nieswoistej od-
powiedzi immunologicznej i aktywacji dopetniacza na dro-
dze lektynowej [70].

Wykorzystujac techniki proteomiczne w badaniach surowi-
cy 0s6b ze zdiagnozowanym nowotworem ptuc, stwierdzo-
no wzrost ekspresji apolipoproteiny J (Apo J — apolipopro-
tein J) oraz zmniejszenie ekspresji gelsoliny u pacjentéw
z rakiem ptuc w poréwnaniu do oséb zdrowych. Apo J jest
zwigzana gtéwnie z lipoproteinami HDL. Zahamowanie

ekspresji gelsoliny (biatka przylaczajacego si¢ do akty-
ny) wplywa na wzrost ruchliwosci komérek, powoduje
zaburzenia architektury cytoszkieletu komoérki, co sprzy-
ja przerzutowaniu nowotworu. Analiza surowiczego prote-
omu wykazata réwniez wysoka czutos¢ i swoistos¢ biatka
wiazacego retinol oraz o, kwasnej glikoproteiny w wykry-
waniu raka ptuc [68].

Techniki proteomiczne znalazly takze zastosowanie przy
identyfikacji nowych biomarkeréw przewodowego gruczo-
lakoraka trzustki (PDAC — pancreatic ductal adenocarci-
noma), charakteryzujacego si¢ najgorszym rokowaniem ze
wszystkich nowotworéw przewodu pokarmowego. W soku
trzustkowym zidentyfikowano 170 biatek. Potwierdzono
przydatnos¢ oceny ekspresji biatek zwigzanych ze stanem
zapalnym trzustki (PAP — pancreatitis-associated protein)
w soku trzustkowym, jako nowych markeréw PDAC. Biatka
PAP, zaliczane do lektyn, stymuluja aktywnos¢ makrofa-
géw. W badaniach z uzyciem techniki 2D-DIGE soku trzust-
kowego 0s6b z PDAC wykazano réwniez wzrost ekspre-
sji onkogenu DJ-1, metaloproteinazy 9 macierzy (MMP-9
—matrix metallopeptidase 9), prekursora o -glikoproteiny
(a,-AGP — o -acid glycoprotein) [98].

Analiza proteomu oséb narazonych srodowiskowo

Waznym kierunkiem badan jest wykrywanie zmian w pro-
teomie 0séb narazonych na kontakt ze szkodliwymi zwiaz-
kami chemicznymi [40,52,79], w tym rowniez oceny za-
grozenia zdrowia os6b przewlekle narazonych na metale
ciezkie [51].

Zastosowanie technik proteomicznych w badaniach in vitro
przez Raveendrana i wsp. [79] umozliwito oceng¢ zmian
ekspresji biatek komérek Srédbtonka aorty po 4 godzi-
nach kontaktu z wodnym ekstraktem dymu papierosowe-
go. Komoérki srédblonka aorty stanowig pierwsza linig
obrony Sciany naczynia przed uszkodzeniami, indukowa-
nymi dymem papierosowym, ktéry jest uznanym czynni-
kiem miazdzycorodnym. Stwierdzono zmieniona ekspre-
sje 389 biatek. Biatka, ktérych st¢zenie znaczaco wzrastato
w narazeniu na dym papierosowy to: biatka szoku ciepl-
nego (HSP-70, HSP-27, glikoproteina 96), aneksyna 61 2,
a-aktynina, meozyna, biatko wiazace lamining. Wyrazne
zmniejszenie ekspresji w kontakcie z substancjami zawarty-
mi w dymie papierosowym stwierdzono dla: lekkiego tan-
cucha miozyny, propylo-4-hydroksylazy, eukariotycznego
czynnika inicjacji transkrypcji 4A, o-enolaz i o-tubulin.
Autorzy pracy [79] uwazaja, ze zastosowanie proteomiki
przybliza badaczy do poznania molekularnych mechani-
zmow patologicznych zmian w ludzkim organizmie, wy-
wotanych narazeniem na dym papierosowy.

Na staly kontakt z niewielkimi ilo$ciami par benzenu na-
razonych jest wiele os6b. Benzen jest sktadnikiem dymu
papierosowego, benzyny, spalin silnikéw samochodowych.
Dlugotrwale dziatanie par benzenu w matych st¢zeniach
wplywa na uktad krwiotwdrczy, prowadzac do rozwo-
ju niedokrwistosci aplastycznej, leukopenii lub trombo-
cytopenii. W zaawansowanych przypadkach dochodzi do
znacznego zmniejszenia liczby wszystkich elementéw mor-
fotycznych-pancytopenii, czgsto poprzedzajacej wystgpo-
wanie biataczki. W monitorowaniu ekspozycji na benzen
oznacza si¢ jego stezenie w moczu i krwi oraz poziom
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metabolitow benzenu: kwasu S-fenylomerkapturowego
(S-PMA — S-phenylmercapturic acid) i kwasu trans,
transmukonowego (t, t-MA — trans, trans-muconic acid)
w moczu [40,52].

Stosujac techniki proteomiczne w badaniu osocza 0séb pra-
cujacych w narazeniu na benzen zidentyfikowano 18 biatek
o zwigkszonej ekspresji w poréwnaniu z grupa osob nie-
narazonych. Szes¢ sposrdd tych biatek ma istotny wptyw
na funkcje uktadu odpornosciowego. Najwigksza rézni-
ce¢ stezen w osoczu, miedzy grupa narazona i kontrolna,
stwierdzono dla receptora 3 limfocytéw T (TCR  — T cell
receptor chain). Zwigkszona ekspozycja na benzen powo-
duje zahamowanie proliferacji limfocytow T i zwigksze-
nie ilosci receptora TCR B. Biatkiem, ktérego ekspresja
w osoczu wzrasta w kontakcie cztowieka z benzenem jest
immunofolina FKBP51. Izoforma tego biatka — FKB23 to
biatko regionu zmiennego taricucha lekkiego immunoglo-
bulin. Immunofolina FKBP51, wiazac substancje immuno-
supresyjne, indukuje odpowiedZ immunologiczna [40,45].

Jednym z gtéwnych czynnikéw skazenia Srodowiska sa
metale ciezkie: oléw, kadm 1 arsen. Sa one szeroko roz-
powszechnione w §rodowisku cztowieka — w powietrzu
atmosferycznym, wodzie, pozywieniu czy glebie i moga
pochodzié¢ zaréwno ze Zrédet naturalnych, jak i antropo-
genicznych, zwlaszcza z przemystu. Nalezy podkresli¢
znaczenie ekspozycji czynnej i biernej na dym tytonio-
wy, jako istotnego Zrodta narazenia ludzi na metale cigz-
kie, gléwnie kadm [19].

Arsen i kadm sa czynnikami karcynogennymi, a zwiaz-
ki otowiu potencjalnymi czynnikami karcynogennymi.
Rozwdj nowotworéw wywotlanych ekspozycja na arsen
dotyczy przede wszystkim tkanki ptucnej i skory, obser-
wowane sa takze nowotwory pecherza, watroby i nerek.
Dtugotrwata ekspozycja na otéw powoduje zmiany hemato-
logiczne, neurologiczne i nefrologiczne. Epidemiologiczne
dane o potencjalnej karcynogennosci zwiazkéw otowiu sg
stosunkowo nowe. Rakotwdrczos¢ kadmu jest do pewne-
go stopnia pochodna jego toksycznosci. Dla rozwoju no-
wotworu znaczacy jest dlugotrwaty kontakt tkanek z kad-
mem, nawet w dawkach nietoksycznych [95].

Lantz i wsp. [51] zastosowali techniki proteomiczne w bada-
niach poptuczyn pecherzykowo-oskrzelowych myszy (BALF
— bronchoalveolar lavage fluid) przewlekle eksponowanych
na mate dawki arsenu. Za potencjalne biomarkery narazenia
na arsen uznano: receptory koncowych produktéw zaawan-
sowanej glikacji RAGE (receptor for advanced glycation
end products), transferaze S glutationu (GST — glutathio-
ne-S-transferase) oraz apolipoproteing A-1. Ekspresja tych
biatek jest zmniejszona przy ekspozycji na arsen w porow-
naniu z grupg kontrolna. Poziom ekspresji enolazy 1 i pe-
roxiredoxinu-6 jest wyzszy w grupie narazonej.

Zmniejszenie poziomu RAGE zaobserwowano takze
w plwocinie ludzi narazonych srodowiskowo na arsen
w poréwnaniu z osobami nienarazonymi [51]. Receptory
konicowych produktéow zaawansowanej glikacji znajduja
si¢ na powierzchni komérek srédbtonka, komérek mig-
$ni gtadkich i makrofagéw. Lacza si¢ z zaawansowanymi
koficowymi produktami glikacji, tworzac kompleksy od-
powiedzialne za zaburzenia funkcji komoérek $rédbton-
ka naczyniowego, zwigkszenie przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych oraz inicjacj¢ proceséw zapalnych [23,51].
Znaczenie pozostalych biatek rézniacych sie ekspresja
u myszy narazonych na arsen i nieeksponowanych nie zo-
stato jeszcze udowodnione u ludzi. Trwaja badania nad
zidentyfikowaniem panelu bialtek, umozliwiajacego wy-
krycie zmian molekularnych zwigzanych ze Srodowisko-
wym narazeniem na niskie dawki arsenu, ingerujacych juz
w przemiany metaboliczne organizmu, ale niewywotuja-
cych jeszcze objawéw klinicznych [51].

W zespole Small Area Health Statistics Unit (SAHSU)
w Imperial College London prowadzone sa badania nad
toksycznymi skutkami przewleklego narazenia na kadm.
Ich celem jest zintegrowanie badan ekspozycyjnych i kla-
sycznych biomarkeréw z metodami metabonomicznymi.
Dotychczas udato si¢ potaczy¢ potwierdzone markery ne-
fropatii, w tym N-acetylo-B-D-glukozoaminidazg (NAG
— N-acetyl B-D glucosaminidase), z profilami metabono-
micznymi moczu. Zaobserwowano znaczaco ujemng ko-
relacj¢ migdzy 3-hydroksyizowalerianianem i nieznanym
metabolitem (rezonans w regionie dimetyloglicyny) a ste-
zeniem kadmu w moczu. Znaczaco dodatnia korelacja zo-
stata zanotowana migdzy widmem '"H NMR moczu a NAG.
Badania te pozwola oceni¢ wptyw srodowiskowego ska-
zenia kadmem na ludzkie zdrowie (publikacja w przygo-
towaniu) [38,89].

PobpsumowaNIE

Zastosowanie techniki elektroforezy dwuwymiarowej w po-
taczeniu ze spektrometria mas stwarza mozliwos¢ precyzyj-
nej analizy profili biatkowych w réznych stanach patolo-
gicznych ludzkiego organizmu dostarczajac potencjalnych
biomarkeréw wielu jednostek chorobowych. Poréwnanie
stosowanych dotychczas metod, markeréw wykorzystywa-
nych obecnie w diagnostyce medycznej, z wynikami ana-
liz proteomicznych wskazuje na znaczacy udzial nowych,
biatkowych markeréw w rozwoju nowoczesnej diagnostyki
medycznej. Potaczenie technik proteomicznych i metabono-
micznych moze dostarczy¢ zbioru nowych markeréw, cha-
rakteryzujacych si¢ wigksza swoistoscia 1 czutoscia w po-
rownaniu z markerami biatkowymi. Mozna je przedstawic
W postaci matematycznego profilu, réznicujacego osoby zdro-
we i chore, umozliwiajac réwniez wykrywanie w ludzkim or-
ganizmie zmian patologicznych, ujawniajacych si¢ na pozio-
mie komérkowym, przed wystapieniem zmian klinicznych.
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