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Streszczenie

	 	 Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE) jest powszechnie stosowaną metodą rozdziału białek bada-
nego proteomu umożliwiającą ich wykrywanie w szerokim zakresie stężeń. Przygotowanie prób 
do ogniskowania izoelektrycznego i elektroforezy SDS-PAGE, wizualizacja plam białkowych de-
cydują o jakości uzyskiwanych map białkowych. Komputerowa analiza map proteomu pozwala na 
porównanie i wykrycie różnic w badanych profilach białkowych, a w połączeniu ze spektrome-
trią masową (MS) umożliwia identyfikację pojedynczych białek. Za potencjalne źródło nowych 
biomarkerów diagnostycznych uważa się przede wszystkim niskocząsteczkowe frakcje białkowe 
fizjologicznych płynów ustrojowych. Frakcje te uzyskuje się z wykorzystaniem technik chroma-
tografii powinowactwa, immunopowinowactwa i metodą ultrafiltracji. Połączenie metod analizy 
proteomicznej i metabonomicznej dostarcza zbioru nowych markerów przydatnych w nowocze-
snej diagnostyce medycznej.

	 	 Połączenie techniki 2-DE i spektroskopii 1H rezonansu magnetycznego umożliwiły monitorowa-
nie rozwoju łagodnego zaburzenia poznawczego (MCI) w pełnoobjawową chorobę Alzheimera 
(AD). Analiza proteomu wątroby i krwinek czerwonych pacjentów ze zdiagnozowaną schizofrenią 
wskazuje na przydatność tkanek narządów obwodowych, a nie tylko płynu mózgowo-rdzeniowego, 
w diagnozowaniu tej choroby. Techniki proteomiczne umożliwiają identyfikację nowych biomar-
kerów chorób reumatycznych w osoczu, płynie stawowym i tkankach stawowych. Nowe białko-
we markery (osocza, surowicy, soku trzustkowego, moczu) chorób nowotworowych umożliwiają 
wcześniejszą diagnozę i monitorowanie przebiegu choroby. Analiza proteomu matczynej suro-
wicy i płynów owodniowych wskazuje na możliwość wykorzystania w badaniach prenatalnych 
białkowych markerów w rozpoznaniu zespołu Downa. Badania proteomiczne umożliwiły ocenę 
wpływu skażenia środowiska na układ odpornościowy.

	 Słowa kluczowe:	 elektroforeza dwuwymiarowa • mapa białek • 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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Termin proteomika, czyli analiza proteomu, został wprowa-
dzony przez Marca R. Wilkinsona na konferencji w Sienie 
w 1994 r. Nazwa proteom pochodzi od angielskiego określe-
nia PROTein complement of the genOME (składnik białko-
wy kodowany przez genom) [22,67,70,99]. Celem proteomiki 
jest poznanie i charakterystyka wszystkich białek, które po-
wstają w wyniku ekspresji ludzkiego genomu. W 2001 r. po-
wołano Organizację Proteomu Ludzkiego – HUPO (Human 
Proteome Organisation), której założeniem jest koordynacja 
badań proteomicznych w skali międzynarodowej. Jednym 
z podstawowych założeń HUPO jest badanie zmian ekspre-
sji białek w procesie rozwoju, zrozumieniu złożonego sys-
temu jaki tworzą białka oraz poznaniu ich roli w procesach 
patologicznych organizmów żywych [7,22,106].

Sposób badania proteomu znacząco różni się od kla-
sycznych technik biochemicznych stosowanych w  iden-
tyfikacji, badaniu własności i funkcji pojedynczych bia-
łek. Proteomika wykorzystuje wiele technik służących do 

jednoczesnej analizy setek lub tysięcy białek. Białka są 
trudnym obiektem badań ze względu na ich przestrzenną 
strukturę i występowanie w wielkocząsteczkowych kom-
pleksach. Badanie proteomu nie ogranicza się do otrzy-
mania listy białek znajdujących się w określonej komórce/
tkance. Na bardzo dynamiczny obraz proteomu składają się 
m.in. zmiany w pojedynczej komórce związane z jej cyklem 
życiowym, rozmieszczeniem białek w obrębie struktur ko-
mórki, czy wzajemne oddziaływania komórek tworzących 
tkanki. Proteomika zmierza do poznania wszystkich bia-
łek pojawiających się w danym organizmie w ciągu całe-
go życia [3,16,33,35,70,110].

Liczba białek proteomu jest znacznie większa niż liczba ko-
dujących je genów. Dzięki Projektowi Poznania Ludzkiego 
Genomu – HGP (Human Genome Project) ustalono, że 
ludzki genom zawiera w przybliżeniu 30–50 tysięcy ge-
nów kodujących białka. Liczba białek ludzkiego proteomu 
poznanych do tej pory to około 500 tysięcy, co oznacza, że 

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 1H 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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AD – choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease); Ab – b-amyloid (b-amyloid); CSF – płyn mózgowo-
rdzeniowy (cerebrospinal fluid); 2D-DIGE – fluorescencyjna elektroforeza różnicowa (two-dimensional 
fluorescenc difference gel electrophoresis); 2-DE – elektroforeza dwuwymiarowa (two-dimensional gel 
electrophoresis); HCC – rak wątrobowokomórkowy (hepatocellular carcinoma);
1H NMR – protonowy rezonans magnetyczny (proton nuclear magnetic resonance);
IEF – ogniskowanie izoelektryczne (isoelectric focusing); MCI – łagodne zaburzenia poznawcze 
(mild cognitive impairment); mI – mioinozytol (myo-inositol); MS – spektrometria masowa (mass 
spectrometry); NAA – N-acetyloasparaginian (N-acetylaspartate); OA – choroba zwyrodnieniowa 
stawów (osteoarthritis); RA – reumatoidalne zapalenie stawów (rheumatoid arthritis);
SDS-PAGE – elektroforeza w żelu poliakrylamidowym z siarczanem dodecylu (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis); TNF-a – czynnik martwicy nowotworów a (tumor necrosis factor a).
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na jeden gen przypada prawie 10 różnych wariantów bia-
łek. Przyczyną tej dysproporcji są procesy molekularnego 
składania podczas translacji i powstawania informacyjne-
go kwasu rybonukleinowego oraz procesy potranslacyjnej 
modyfikacji, takie jak fosforylacja czy glikozylacja, któ-
re wpływają na ostateczną strukturę białka. Pełna anali-
za białek zawartych w materiale biologicznym może być 
źródłem wielu nowych informacji o zdrowiu potencjalne-
go pacjenta [22].

Wybrane metody analizy proteomu

W ciągu ostatnich lat opracowano wiele metod umożliwia-
jących całościową analizę proteomu. W wykrywaniu mar-
kerów biologicznych stosowane są techniki pozwalające na 
porównywanie złożonych mieszanin białkowych i ilościową 
ocenę ich poszczególnych składników. Metody te umożli-
wiają określenie zmian ekspresji białka, modyfikacji po-
translacyjnych, interakcji między białkami i ich rozmiesz-
czenia w komórkach. W proteomice klinicznej, dla której 
podstawowym celem jest poszukiwanie różnic w profilach 
białkowych osób zdrowych i chorych, stosowane są głów-
nie elektroforeza dwuwymiarowa i spektrometria masowa 
[70,84,91,94,96,106,110]. Obie metody umożliwiają identy-
fikację pojedynczych białek – potencjalnych markerów dia-
gnostycznych. Analiza statystyczna wielu zmiennych, cha-
rakteryzujących profile białkowe, pozwala na identyfikację 
grup białek, dla których zmiany ekspresji mają znaczenie 
diagnostyczne lub prognostyczne [29,111]. Schemat prze-
biegu analizy proteomicznej przedstawia ryc.1.

Elektroforeza dwuwymiarowa

Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE) jest obecnie po-
wszechnie stosowaną metodą rozdziału, pozwalającą na 

jednoczesną separację tysięcy białek. Umożliwia detekcję 
białek w szerokim zakresie stężeń, z wysoką rozdzielczo-
ścią. Elektroforeza dwuwymiarowa jest źródłem informa-
cji dotyczących zmian ekspresji pojedynczych białek ba-
danych proteomów oraz ich modyfikacji [6,42,70]. Składa 
się z dwóch etapów. Pierwszym etapem jest ogniskowa-
nie izoelektryczne (IEF), w którym białka są rozdzielane 
w gradiencie pH w zależności od punktu izoelektryczne-
go (pI), czyli wartości pH, przy której ładunek wypadkowy 
białka jest równy zero. W ogniskowaniu izoelektrycznym 
stosowane są paski żeli IPG z immobilizowanym gradien-
tem pH (immobilizinng PH gradient) gwarantującym wy-
soką rozdzielczość i powtarzalność wyników [85,90,112]. 
Do rozdziału białek w IEF można stosować również ka-
pilary z żelem poliakryloamidowym z określonym gra-
dientem pH [26].

W drugim etapie elektroforezy białka są rozdzielane 
zgodnie z  ich masą cząsteczkową metodą SDS-PAGE 
[6,12,30,42,44,70]. Dobierając w drugim etapie elektro-
forezy odpowiednie stężenia akrylamidu lub stosując gra-
dient stężenia akrylamidu można uzyskiwać rozdziały 
białek o podobnych masach cząsteczkowych. Precyzyjne 
zaplanowanie obu etapów 2-DE umożliwia uzyskanie ob-
razu nawet kilku tysięcy białek. Możliwe jest wykrycie 
białek występujących w badanej próbie w ilościach fem-
tomolowych [12]. Opracowane metody detekcji umożli-
wiają otrzymanie map białkowych badanych proteomów 
[18,33,57,60,62,64,81,86,92,93,114].

Frakcjonowanie białek badanego proteomu

W badaniach proteomicznych poszukuje się głównie mar-
kerów zmian patologicznych w płynach ustrojowych, ta-
kich jak: surowica, osocze, ślina, płyn mózgowo-rdzeniowy 

Ryc. 1. �Schemat przebiegu analizy proteomicznej z za-
stosowaniem elektroforezy dwuwymiarowej 
w połączeniu z Western blottingiem i spektro-
metrią mas (opracowano na podstawie [104 
i 105] – zmodyfikowano)
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(CSF), płyn owodniowy, płyn stawowy oraz mocz [16,37, 
40,50,53,60,97,98,102,104,108,112,114]. Odrębny kieru-
nek badań stanowi analiza proteomu tkanek i komórek 
[16,50,60,76]. Największy nacisk kładzie się na poszuki-
wanie białkowych markerów zmian chorobowych w ma-
teriale biologicznym, uzyskanym w nieinwazyjny sposób. 
Znalezienie i identyfikacja swoistych białkowych marke-
rów może wspomóc kliniczną diagnozę, monitorowanie 
przebiegu choroby oraz prowadzenie terapii.

W ludzkiej surowicy występuje wiele tysięcy białek/pepty-
dów o stężeniu w zakresie 35–50×109 pg/ml do 0–5 pg/ml. 
Dobrze poznano 22 białka, stanowiące 99% surowiczego pro-
teomu, co przedstawia ryc. 2. Pozostały 1% białek/peptydów, 
nazywany peptydomem, ma masy cząsteczkowe mniejsze niż 
10 000 Da. Większość z tych małych białek/peptydów jest 
trudnych do zidentyfikowania i wykonania analizy ilościo-
wej, nie tylko z powodu ich małej ilości w surowicy, ale tak-
że ze względu na ich tendencję przyłączania się do białek 
transportujących, takich jak albumina. Niskocząsteczkowa 
frakcja surowiczego proteomu zawiera m.in.: hormony, cy-
tokiny, czynniki wzrostu i proteolityczne fragmenty wyso-
kocząsteczkowych białek. Białka te odgrywają znaczącą rolę 
w procesach biologicznych i dlatego mogą się stać warto-
ściowymi biomarkerami diagnostycznymi [31,55,105,115].

Hu i wsp. [36] w pracy przeglądowej poświęconej analizie 
proteomu ludzkich płynów fizjologicznych cytują 10 prac, 
w których usuwano z osocza/surowicy: albuminy, immuno-
globuliny IgG, a1-antytrypsynę, fibrynogen i haptoglobi-
nę przed wykonaniem analizy proteomu. Usunięcie z ba-
danego materiału białek występujących w największych 
ilościach umożliwia analizę ekspresji białek, których stę-
żenie jest niewielkie [11,21,25,31,42,55,87,100,115,116].

Metody usuwania białek występujących w dużych ilo-
ściach w badanym materiale opierają się m.in. na techni-
ce chromatografii powinowactwa [2,11], w  tym głównie 
chromatografii immunopowinowactwa z wykorzystaniem 
przeciwciał [11,42] czy separacji białek w zależności od 
masy cząsteczkowej z użyciem odpowiednich membran 
[30,55,115,116].

Do najczęściej usuwanych białek z surowiczego proteomu 
należą albuminy i immunoglobuliny klasy G. Millioni i wsp. 
[61] rekomendują zestaw HSA/IgG Removal Kit do szyb-
kiego usuwania albumin i IgG. Akgo i wsp. [4] opraco-
wali syntetyczne polimeryczne złoże, na bazie polietylenu, 

charakteryzujące się pseudoswoistym powinowactwem do 
albumin i IgG. Polimeryczne złoże umożliwia usunięcie 
tych białek z ludzkiej surowicy. Złożem najczęściej sto-
sowanym do usuwania albumin z surowiczego proteomu 
jest Cibracon Blue (wielopierścieniowy anionowy ligand). 
W zestawie ProteoPrep Blue firmy SIGMA stosowany 
jest barwnik Cibracon Blue immobilizowany do agarozy. 
Barwnik ten wiąże nie tylko albuminy, ale również białka 
związane z albuminami. Oznacza to pewne straty w bada-
nym proteomie [21,25]. W zestawie ProteoPrep Blue firmy 
SIGMA zastosowano również białko G immobilizowane 
do agarozy, wiążące się z fragmentem Fc immunoglobu-
lin klasy G. Inne klasy immunoglobulin pozostają w ma-
teriale badanym [25,42].

Do usuwania białek występujących w surowicy w naj-
większych ilościach stosowane są również przeciwciała 
poliklonalne. Umożliwiają one wiązanie znacznych ilości 
określonych białek, przy jednoczesnej minimalizacji utra-
ty pozostałych składników surowicy [42]. Chromatografia 
immunopowinowactwa z zastosowaniem kurzych przeciw-
ciał IgY pozwala na usunięcie z ludzkiego osocza albumin, 
IgG, IgA, IgM, fibrynogenu, transferryny, haptoglobiny, a2-
makroglobuliny, a1-kwaśnej glikoproteiny, a1-antytrypsyny, 
apolipoproteiny A-I HDL, apolipoproteiny A-II HDL, czyn-
nik dopełniacza C3 oraz apolipoproteiny B [87].

Coraz częściej stosowaną metodą usuwania białek wy-
sokocząsteczkowych z badanych proteomów jest filtracja 
płynów fizjologicznych przez membrany. W procesie ul-
trafiltracji zawieszone ciała stałe i substancje rozpuszczo-
ne o dużej masie cząsteczkowej są zatrzymywane, a nisko-
cząsteczkowe białka/peptydy przechodzą przez membranę 
[55]. Membrany umożliwiają otrzymywanie frakcji biał-
kowych o masach do 10 kDa [7,115], do 30 kDa [100,116] 
i do 50 kDa [30,66]. Warunki prowadzenia ultrafiltracji de-
cydują o końcowym składzie filtratu [30]. Udowodniono, 
że dodanie acetonitrylu do rozcieńczonej surowicy lub 
osocza do końcowej objętości 20 lub 25% (v/v) korzyst-
nie wpływa na ilość uzyskiwanych niskocząsteczkowych 
białek/peptydów. Acetonitryl jest czynnikiem denaturują-
cym białka i ma wpływ na interakcję białko–białko/pep-
tyd. Powoduje to uwolnienie niskocząsteczkowych białek, 
związanych z albuminami lub innymi wysokocząsteczkowy-
mi białkami. Tłumaczy to 15% wzrost ilości białek, prze-
chodzących przez membranę w stosunku do ultrafiltracji 
badanego materiału bez użycia acetonitrylu [55]. Wyniki 
prac wielu badaczy wskazują, że warunki ultrafiltracji, 

Ryc. 2. �Diagram kołowy białkowego składu ludzkie-
go osocza. Dwadzieścia dwa białka stanowią 
99% proteomu osocza (opracowano na pod-
stawie rysunku z prezentacji zamieszczonej na 
stronie internetowej: http: //www.plasmapro-
teome.org/)
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zastosowanie rozcieńczonej surowicy lub osocza i odpo-
wiedni dobór stężenia acetonitrylu decydują o wzbogace-
niu niskocząsteczkowej frakcji białek przeznaczonych do 
analizy proteomicznej [30,55,115,116]. Metoda ultrafiltra-
cji umożliwiła identyfikację niskocząsteczkowych biomar-
kerów, m.in. raka płuc [34], raka jajnika [9], raka wątro-
bowokomórkowego [69].

Przygotowanie prób do IEF i SDS-PAGE

Obraz mapy badanego proteomu zależy od warunków roz-
działu białek w gradiencie pH i elektroforezy SDS-PAGE. 
Decydujące znaczenie ma skład buforów stosowanych 
w obu wymiarach.

Podstawowym składnikiem roztworów stosowanych w ogni-
skowaniu izoelektrycznym w warunkach denaturujących 
jest mocznik. Jest on neutralnym chaotropem denaturują-
cym białka przez rozerwanie wiązań niekowalencyjnych 
i jonowych. Roztwory, w których rozpuszczane są próby 
białek zawierają mocznik w stężeniu 5,0–9,8 M/L. Mocznik 
wchodzi również w skład buforów równoważących żele 
z białkami rozdzielonymi w gradiencie pH przed elek-
troforezą SDS-PAGE [33,42,85]. Zapobiegając tworzeniu 
się agregatów białkowych dodaje się do roztworów dena-
turujących tiomocznik. Dla poprawienia rozpuszczalności 
białek hydrofobowych stosuje się roztwór mocznika i tio-
mocznika w stężeniach odpowiednio 5–7 i 2 M/L [2,40,68].

Przed elektroforezą SDS-PAGE, prowadzoną w warunkach 
denaturujących i redukujących, żele z białkami rozdzielo-
nymi w gradiencie pH, równoważy się w odpowiednim bu-
forze. Bufor o pH 8,8 zawiera m.in. czynnik redukujący 
1,4-ditiotreitol (DTT) oraz jodoacetamid. Ditiotreitol sto-
sowany w stężeniach 20–100 mM/L redukuje mostki di-
siarczkowe [33,42,85]. Jodoacetamid (stosowany w stężeniu 
2–4%) alkiluje grupy sulfhydrylowe cysteiny uniemożli-
wiając ich reoksydację w trakcie elektroforezy SDS-PAGE 
[40,85,112]. W buforze równoważącym o pH 8,8 jodoace-
tamid może reagować z tiomocznikiem. Obniża to wydaj-
ność reakcji alkilowania grup –SH cysteiny, co może prowa-
dzić do odtwarzania mostków disiarczkowych. Dodatkowo 
stwierdzono, że tiomocznik utrudnia opłaszczanie białek 
przez SDS [42,85]. Konsekwencją obecności tiomocznika 
mogą być „fałszywe” plamy białkowe, smugi i ciemniej-
sze tło na mapie badanego proteomu [42].

Dodanie amfolin do roztworu, w którym białka ulegają 
ogniskowaniu izoelektrycznemu, minimalizuje agregację 
białek i poprawia przewodnictwo elektryczne w całym za-
kresie pH [42]. Amfoliny są niskocząsteczkowymi, am-
foterycznymi związkami o dużej pojemności buforowej.

W skład roztworu, w którym białka są rozdzielane w gra-
diencie pH, wchodzą również detergenty znacząco wpływa-
jące na rozpuszczalność białek. Dla warunków niedenatu-
rujących ogniskowania izoelektrycznego rekomendowane 
są detergenty niejonowe: Nonidet NP-40 i Triton X-100 sto-
sowane w stężeniach 0,4–4% [33,85].

Detergentem stosowanym w IEF i dodawanym do buforu 
równoważącego przed SDS-PAGE jest CHAPS (3-[(3-cho-
lamidopropylo)dimetyloamonio]-1-propanosulfonian) za-
wierający czwartorzędową grupę amoniową o  ładunku 

dodatnim i grupę sulfonową o ładunku ujemnym. CHAPS 
(zwitterionic detergent), stosowany w stężeniu 4%, jest de-
tergentem rekomendowanym do rozpuszczania białek bło-
nowych, głównie roślinnych. W praktyce CHAPS stosu-
je się rutynowo w elektroforezie 2-D [33, 40,85,90,112].

W elektroforezie 2-D znaczącą rolę odgrywa jonowy de-
tergent – SDS (siarczan dodecylu VI). SDS jest detergen-
tem denaturującym białko. Stosowany w stężeniu 0,1–2% 
dodawany jest do buforu równoważącego przed elektrofo-
rezą SDS-PAGE. Siarczan dodecylu opłaszczając cząstecz-
ki białek nadaje im ładunek ujemny [17,40,85]. Stosowanie 
SDS w roztworach do IEF jest kontrowersyjne [90,112]. 
Siarczan dodecylu znakomicie poprawia rozpuszczalność 
rozdzielanych w gradiencie pH białek, ale interferuje z ich 
natywnym ładunkiem. Uważa się, że dopuszczalne stęże-
nie SDS w roztworze do ogniskowania izoelektrycznego 
białek nie powinno być wyższe niż 0,25% [42,85].

Wizualizacja map białkowych

Wybarwianie białek jest etapem kończącym elektroforezę 
2-D. Najczęściej stosowane barwniki to: błękit Coomassie 
Brillant Blue R-250, srebro koloidalne oraz znaczniki flu-
orescencyjne. Barwienie błękitem Coomassie jest rutynowo 
stosowane w detekcji białek rozdzielonych w SDS-PAGE. 
Metoda ta jest szybka, łatwa, odtwarzalna, ale stosun-
kowo mało czuła, wykrywa białka w zakresie 10–40 ng 
[33,64,81,104].

Stosowanie soli srebra w celu wizualizacji rozdzielonych 
białek, jest jedną z popularniejszych metod barwienia. 
Wynika to z wysokiej czułości (0,3–10 ng), łatwości wy-
konania i niskiego kosztu odczynników. Mapy białkowe 
wybarwia się odczynnikami srebrowymi, jeśli w analizie 
badanego proteomu planowana jest spektrometria maso-
wa [18,33,86,104].

W proteomice klinicznej coraz częściej stosuje się zna-
kowanie białek fluorescencyjnymi barwnikami cyjanino-
wymi (Cy3 – zielony, Cy5 – czerwony, Cy2 – niebieski) 
[62]. Barwniki cyjaninowe znacznie zwiększają czułość de-
tekcji białek. Wykrywają 0,025–1 ng białka [57,110,114]. 
Znaczniki Cy stosowane są w dwuwymiarowej fluorescen-
cyjnej elektroforezie różnicowej 2D-DIGE (two-dimensio-
nal fluorescence difference gel electrophoresis). Technika 
ta umożliwia ilościową analizę różnicową ekspresji bia-
łek w badanym materiale [21,30,33,57,106]. Próby białek 
znakowane są w technice 2D-DIGE przed elektroforezą. 
Zastosowanie trzech barwników: Cy2, Cy3 i Cy5 umożli-
wia rozdział białek w tym samym żelu, np. dwóch bada-
nych surowic i białkowych standardów mas cząsteczkowych 
i punktów izoelektrycznych. Podstawowym celem tej tech-
niki jest wykrycie białek wykazujących statystycznie istot-
ne różnice w ekspresji w badanym proteomie. Stwarza to 
możliwość identyfikacji potencjalnych biomarkerów, któ-
re mogą być wykorzystywane we wczesnej diagnostyce 
[21,28,30,57,76,106].

W analizie proteomicznej znajdują zastosowanie rów-
nież inne znaczniki fluorescencyjne, np. SYPRO Orange, 
SYPRO Red lub SYPRO Ruby. Barwniki te, podobnie jak 
błękit Coomassie Brilant Blue i srebro koloidalne, są stoso-
wane do znakowania białek po elektroforezie 2-D. Techniki 
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wykorzystujące barwniki fluorescencyjne są bardzo czu-
łe, a intensywność wybarwienia plam białkowych korelu-
je z ilością białka [33,60,92,93].

Spektrometria masowa

Spektrometria masowa (MS – mass spectrometry) jest tech-
niką umożliwiającą analizę próbek o wysokiej złożoności. 
Metoda ta była początkowo stosowana tylko do identyfika-
cji białek. Obecnie wykorzystywana jest także do ilościo-
wej oceny ich ekspresji [22,37,72,96].

Spektrometria masowa znajduje zastosowanie w badaniach 
proteomicznych m.in. oddziaływań między białkami, po-
translacyjnych modyfikacji, mapowaniu przestrzeni komór-
kowych. Białka badanego proteomu, rozdzielone techniką 
2-DE, są ekstrahowane z żelu, poddawane enzymatyczne-
mu trawieniu z użyciem swoistych proteaz oraz identyfi-
kowane za pomocą MS. Czułość tej metody umożliwia 
rozpoznanie białka z pojedynczej plamy w żelu w ilości 
poniżej 1 ng [6,16,30,43,96,106].

W analizie proteomu najczęściej są wykorzystywane dwie 
techniki, MALDI (matrix assisted laser desorption/ioniza-
tion) oraz tandemowa spektrometria mas (MS/MS-tandem 
mass spectrometry). MALDI oraz MS/MS stosowane są 
w połączeniu z elektroforezą dwuwymiarową lub stano-
wią samodzielną metodę identyfikacji białek badanych 
proteomów [6,15,30,33,49,71,72,94,96,106,114]. Często 
stosowana jest również technika „shotgun”, umożliwiają-
ca określenie częściowej sekwencji i identyfikację białek 
[58,59]. Uzyskane widma masowe map peptydowych mogą 
być porównywane z widmami z baz danych, np. Mascot, 
SEQUEST [6,15,49,54,76,94,96,105].

Bioinformatyka w proteomice

Bioinformatyka wykorzystuje programy komputerowe do 
rozwiązywania problemów badawczych i udostępniania no-
wych informacji. Bioinformatyka proteomiczna to nowa, 
bardzo wąsko wyspecjalizowana dziedzina. Koncentruje 
się na opracowywaniu algorytmów i programów służących 
do gromadzenia i analizy wyników eksperymentów prote-
omicznych. Znajomość tych metod jest niezbędna do pra-
widłowej interpretacji otrzymanych wyników.

Analizę porównawczą profili białkowych prowadzi się na 
próbach pochodzących od pojedynczych pacjentów lub – 
znacznie częściej – na puli materiału pochodzącego od nie-
wielkiej grupy pacjentów klinicznie zdiagnozowanych. Jeśli 
planuje się analizę proteomu kilkusetosobowej grupy pa-
cjentów wraz z liczną grupą kontrolną należy zaplanować 
analizę przesiewową na bazie wyników klinicznych obu 
grup. Ma to na celu wybranie prób najbardziej reprezenta-
tywnych dla badanych grup. Najkorzystniejsze jest wyko-
nanie analiz z zastosowaniem wielu algorytmów. Analiza 
korelacji macierzy oraz analiza głównych komponentów 
może zdecydować o wyborze próbek przeznaczonych do 
analizy. Analiza klasterowa grupująca obiekty o podobnych 
cechach (przy zastosowaniu różnych algorytmów i metryk 
klasyfikujących) może pozwolić na pulowanie prób gru-
py badanej i kontrolnej. Zmniejsza to zdecydowanie licz-
bę koniecznych analiz do porównania profili białkowych 
grupy badanej i kontrolnej. Można stosować również inne 

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

Metodą stosowaną powszechnie w proteomice jest elektro-
foreza dwuwymiarowa. Ze względu na złożoność obrazów 
żeli 2-DE najłatwiejsza jest analiza z pomocą komputera 
wyposażonego w odpowiednie oprogramowanie. Istnieje 
kilka komercyjnie dostępnych oprogramowań 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 pozwalają na porów-
nanie i identyfikację różnic w profilach białkowych – obec-
ność lub brak białka na żelach, zmiany w poziomie ekspre-
sji (na podstawie intensywności wybarwienia), przesunięcie 
pozycji występowania białka wynikające np. z  jego mo-
dyfikacji. Programy dostosowują plamki do modeli gaus-
sowskich, które rozdzielają obszary plamek zachodzących 
na siebie (na podstawie różnic gęstości), usuwają smuże-
nie i poprawiają dokładność wyznaczania gęstości plamek 
[12]. Programy przeprowadzając normalizację, tzn. usuwa-
nie parametrów zmiennych związanych z niedoskonałością 
obrazów, pozwalają na ujednolicenie intensywności plam 
tych białek, których ekspresja na pewno nie zmieniła się 
w trakcie wykonywania eksperymentu [103].

Serie kroków do właściwej oceny żeli można podsumo-
wać w następujący sposób: skanowanie, filtrowanie ob-
razów, automatyczne wykrywanie plam, łączenie profili 
białkowych, normalizacja, analiza różnicowa, analiza sta-
tystyczna. W końcowym efekcie każdy żel przedstawiony 
jest w  trzech wersjach: oryginalny, niezmieniony obraz; 
przefiltrowany obraz, który jest przefiltrowaną i przetwo-
rzoną kopią oryginalnego obrazu oraz gaussowski obraz, 
który jest syntetycznym obrazem, zawierającym gaussow-
skie modele plam. Programy tego typu pozwalają też na 
stworzenie syntetycznego żelu – żelu idealnego (Master 
Gel), zawierającego gaussowskie modele wszystkich zi-
dentyfikowanych plam w całym zbiorze żeli. Żel idealny 
jest niezbędny w badaniu różnic w ekspresji białek między 
żelami. Wartości punktów izoelektrycznych i mas cząstecz-
kowych wszystkich plam na żelach mogą być oszacowa-
ne przez przypisanie znanych wartości kilku zidentyfiko-
wanych białek. Analiza statystyczna pozwala na wybranie 
tych plam, które znacząco różnicują porównywane żele lub 
grupy żeli. W zaawansowanych wersjach programów kom-
puterowych możliwe jest również porównanie wyników 
otrzymanych z kilku odrębnych eksperymentów [33,56].

Proteomika kliniczna

Istotą proteomiki klinicznej jest poszukiwanie różnic w pro-
filach białkowych osób zdrowych i chorych. Uzyskane 
wyniki mogą umożliwić weryfikację diagnozy lekarskiej, 
stwarzają nadzieję na opracowanie metod umożliwiają-
cych szybszą diagnozę, wykrycie zmian chorobowych na 
poziomie komórki przed wystąpieniem zmian klinicznych, 
monitorowanie przebiegu leczenia choroby oraz opraco-
wywanie leków dla pojedynczych pacjentów. Bardzo czę-
sto zmiany w ekspresji, wywołane procesem chorobowym, 
dotyczą białek, które występują w materiale biologicznym 
w znikomych ilościach [30,36,100,115].

Porównywanie proteomów osób chorych i zdrowych stwarza 
możliwość poznania przyczyn, mechanizmów i przebiegu 

Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 549-563

554



schorzeń [30,62,70,96,106]. Przydatność zidentyfikowa-
nych białek w diagnostyce poszczególnych jednostek cho-
robowych potwierdza się testami immunoenzymatyczny-
mi i/lub Western blottingiem [15,37,41,43,60,63,80,97].

Intensywnie rozwijana jest proteomika chorób 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 
markerów zespołu Downa technikami proteomicznymi 
stwarza nadzieję na udoskonalenie badań prenatalnych 
[62,74,102,117]. Rozwijane są badania nad nowymi bio-
markerami przedklinicznych zmian i schorzeń u osób prze-
wlekle narażonych na zanieczyszczenia środowiska, w tym 
metale ciężkie [40,51,79].

W ostatnich kilku latach powstały prace łączące analizę pro-
teomiczną, wykonywaną techniką elektroforezy 2-D i ana-
lizę metabonomiczną z zastosowaniem głównie 1H NMR. 
Metabonomika to nowa dziedzina nauki, zajmująca się jako-
ściowym pomiarem dynamicznej odpowiedzi organizmów 
żywych na bodźce zewnętrzne lub modyfikacje genetyczne 
[65]. Głównymi technikami wykorzystywanymi w metabo-
nomice są: spektroskopia rezonansu magnetycznego i spek-
trometria masowa [5]. Do niedawna proteomika i metabono-
mika były metodami stosowanymi osobno do poszukiwania 
nowych markerów zmian chorobowych. Połączenie obu tych 
metod uważa się dziś za wysoce synergiczne. Wyniki uzy-
skane z zastosowania obu metod jednocześnie mogą dostar-
czyć zbioru nowych biomarkerów, charakteryzujących się 
większą swoistością i czułością. Analiza statystyczna da-
nych prometabonomicznych łączy złożone zbiory danych, 
pochodzących z równolegle stosowanych technik 2-DE 
i 1H NMR. Jednym ze sposobów przedstawiania wyników 
jest wizualizacja relacji metabolit-białko w postaci map ko-
relacyjnych, obrazujących stopień zależności między tymi 
dwoma zbiorami [107].

Krótka charakterystyka aktualnych metod diagnostycznych 
wybranych jednostek chorobowych, w zestawieniu z wyni-
kami badań proteomicznych, wskazuje na udział proteomiki 
klinicznej w rozwoju nowoczesnej diagnostyki medycznej.

Proteomika w badaniach choroby Alzheimera 
i schizofrenii

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera, 
Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne reprezentują jed-
ną z najważniejszych grup chorób w starzejącej się ludz-
kiej populacji [16]. Patogeneza tych schorzeń jest niepew-
na, a diagnoza, oparta głównie na klinicznej obserwacji, 
nie jest wystarczająca. Odkrycie swoistych białkowych 
markerów może umożliwić badanie przebiegu choroby 
i ustalenie efektywnej terapii [16]. Heterogenność popu-
lacji pacjentów ze schizofrenią jest jednym z czynników, 
odpowiedzialnych za niewielką ilość biomarkerów, cha-
rakteryzujących tę chorobę [84].

Jedną z głównych przyczyn starzenia się organizmu czło-
wieka i licznych chorób neurodegeneracyjnych jest stres 
oksydacyjny. Wolne rodniki powstałe podczas przemian me-
tabolicznych organizmu atakują różne składniki komórek. 
W trakcie starzenia się organizmu stwierdza się postępują-
ce gromadzenie uszkodzeń DNA w komórkach większości 

tkanek. Zmiany degeneracyjne, wywołane wolnymi rodni-
kami, objawiają się klinicznie, gdy dysfunkcja neuronów 
przewyższa zdolność kompensacyjną mózgu [15,77,80].

Coraz częściej diagnoza chorób neurodegeneracyjnych uzu-
pełniana jest o czynnościową analizę obrazowania [109]. 
Charakterystyka proteomu ludzkiego mózgu jest pierw-
szym krokiem w kierunku zrozumienia jego struktury 
i  funkcji. Większość chorób neurodegeneracyjnych jest 
swoista dla określonych regionów mózgu. Mózg nie jest 
łatwo dostępny do badań diagnostycznych. Próbki ludzkiej 
kory mózgowej są pobierane i badane dopiero pośmiert-
nie [16,71,114]. Spośród płynów fizjologicznych najbar-
dziej wiarygodnym źródłem biomarkerów dla diagnostyki 
chorób neurodegeneracyjnych i psychicznych jest prote-
om CSF. Płyn mózgowo-rdzeniowy najlepiej odzwiercie-
dla zmiany chorobowe ośrodkowego układu nerwowego, 
wywołane chorobami neurodegeneracyjnymi i psychicz-
nymi, ze względu na jego obecność w obrębie przestrze-
ni podpajęczynówkowej, komorach mózgu oraz w kana-
le rdzenia kręgowego. Markery zawarte w osoczu, moczu 
i ślinie w diagnozowaniu chorób ośrodkowego układu ner-
wowego są znacznie mniej swoiste [16,84].

Choroba Alzheimera

Chorobę Alzheimera (AD) charakteryzuje ubytek neuro-
nów głównie w hipokampie i regionach blisko z nim zwią-
zanych. Hipokamp i kora śródwęchowa ulegają uszkodze-
niu w AD w pierwszej kolejności. W późniejszych etapach 
rozwoju AD we wszystkich częściach kory mózgowej do-
chodzi, m.in. do gromadzenia się wewnątrzkomórkowych 
zwyrodnień włókienkowych typu Alzheimera (patologia 
białka tau), akumulacji zewnątrzkomórkowych blaszek amy-
loidowych (zaburzony metabolizm białka App) [16, 47].

Białko tau i b-amyloid (Ab – b-amyloid) są najlepiej scha-
rakteryzowanymi molekularnymi biomarkerami choroby 
Alzheimera. Stosunek ilościowy fosforylowanego białka 
tau i stężenia Ab w płynie mózgowo-rdzeniowym jest swo-
istym wskaźnikiem choroby Alzheimera, umożliwiającym 
przewidywanie rozwoju zaburzeń poznawczych od łagod-
nych (MCI) do pełnoobjawowej AD [13,46].

Obecnie uważa się, że w diagnozowaniu AD oraz łagod-
nych zaburzeń poznawczych (MCI), które z czasem mogą 
się rozwinąć w pełnoobjawową demencję typu Alzheimera, 
najbardziej przydatne są 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]. Inną zaawansowa-
ną metodą neuroobrazowania jest wykorzystanie specjal-
nego znacznika (Pittsburgh compound – B) w badaniu po-
zytronowej emisyjnej tomografii komputerowej. Badanie to 
swoiście oznacza depozyty b-amyloidu w mózgu [13,109].

Włączenie technik proteomicznych do badań diagnostycz-
nych choroby Alzheimera pozwala odkryć nowe poten-
cjalne markery AD. Praca przeglądowa Zellnera i wsp. 
[114], obejmująca badania z ostatnich kilkunastu lat, pod-
sumowuje dotychczasowe wyniki analizy proteomicznej 
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pacjentów ze zdiagnozowaną chorobą Alzheimera. W tkan-
kach różnych regionów mózgu zidentyfikowano dotąd 15 
potencjalnych białkowych biomarkerów AD. Należą do 
nich m.in.: a-enolaza (w hipokampie), b5-tubulina (w pła-
cie czołowym), mutaza 1 fosfoglicerolu (w hipokampie) 
i inne. W płynie mózgowo-rdzeniowym znaleziono 19 po-
tencjalnych markerów AD w tym m.in.: a1-antytrypsynę, 
apopoliproteinę E, b-fibrynogen, transferrytynę. W oso-
czu pacjentów z AD zidentyfikowano do tej pory tylko 
dwa potencjalne markery białkowe [37,114]. Hye i wsp. 
[37] w analizie porównawczej proteomu osocza pacjentów 
z chorobą Alzheimera i osób wiekowo dobranych z grupy 
kontrolnej wykazali obecność 15 białek, których ekspre-
sja znacząco odróżniała pacjentów z AD od osób z grupy 
kontrolnej. Stosując technikę Western blottingu wytypo-
wali z tej grupy białek dwa potencjalne biomarkery AD: 
a2-makroglobulinę (A2M – a2-macroglobulin) i czynnik 
dopełniacza H (CFH – complement factor).

Thambisetty i wsp. [97], kontynuując badania poszukują-
ce w osoczu białkowych markerów choroby Alzheimera, 
połączyli wyniki analizy spektroskopowej 1H rezonan-
su magnetycznego hipokampa i pomiaru objętości hi-
pokampa opartego na MRI z analizą proteomiczną oso-
cza pacjentów z AD. Badania takie wykonano w grupie 
osób z wczesną chorobą Alzheimera oraz łagodnymi 
zaburzeniami poznawczymi (MCI – mild cognitive im-
pairment). Spektroskopia 1H rezonansu magnetycznego 
hipokampa umożliwiła oszacowanie wzajemnego sto-
sunku dwóch metabolitów: N-acetyloasparginianu do 
mioinozytolu (NAA/mI – N-acetylaspartate/mio-ino-
zytole). Rola N-acetyloasparaginianów (NAA) w mó-
zgu nie została dotąd ostatecznie wyjaśniona. Sugeruje 
się, że biorą one udział w procesie syntezy białek neu-
ronalnych, metabolizmie neuroprzekaźników oraz do-
starczają grup acetylowych podczas syntezy związków 
tłuszczowych, wchodzących w skład osłonki mielinowej. 
Inozytol (I) składa się z czterech substancji – fosfatydy-
loinozytolu, inozytolu polifosforowego, inozytolu mo-
nofosforowego, mioinozytolu (mI). Inozytol odpowiada 
za regulację osmozy i utrzymywanie prawidłowej obję-
tości komórkowej [109].

Ackla i wsp. [1] oznaczali stężenia mI, NAA i kreatyniny 
w substancji białej, szarej i hipokampie w grupie pacjen-
tów z AD, MCI oraz grupie kontrolnej. Tylko u pacjentów 
z AD stwierdzono znaczący wzrost mI/NAA w substancji 
szarej i białej w porównaniu z grupą MCI i grupą kontro-
lną. Rose i wsp. [82] zbadali korelację między NAA/mI 
a atrofią mózgu (jako pomiar składu CSF i substancji sza-
rej) u pacjentów z AD. Korelacja między NAA/mI a skła-
dem CSF była silnie ujemna, a zależność między NAA/mI 
a składem substancji szarej była silnie dodatnia.

Thambisetty i wsp. [97] stwierdzili, że stosunek NAA/mI 
był znacząco dodatnio skorelowany z ekspresją dwóch su-
rowiczych potencjalnych markerów AD i MCI: czynni-
ka H układu dopełniacza (CFH) oraz a2-makroglobuliny 
(A2M). Stosowane przez zespół badaczy metody neuro-
obrazowania potwierdziły przydatność diagnostyczną suro-
wiczych białkowych markerów AD i MCI, wytypowanych 
z użyciem techniki 2-DE. Badania te udowodniły znaczącą 
rolę analizy proteomicznej białek osocza w diagnozowa-
niu AD w połączeniu z technikami neuroobrazowania [97].

Schizofrenia

Schizofrenia to zaburzenie psychiczne zaliczane do grupy 
psychoz endogennych. Wyniki badań wskazują, że w pa-
togenezie tej choroby mają znaczenie czynniki genetycz-
ne, rozwojowe i środowiskowe. Molekularne mechanizmy 
schizofrenii pozostają w większości przypadków niezna-
ne [58,84].

Zastosowanie technik proteomicznych umożliwiło po-
równanie osoczowego proteomu pacjentów ze zdiagnozo-
waną schizofrenią i osób zdrowych. Ekspresja łańcucha 
a-haptoglobiny, a1-antytrypsyny, składnika P surowicze-
go amyloidu, b1-mikroglobuliny, antytrombiny III i biał-
ka wiążącego witaminę D były znacząco wyższe u pa-
cjentów ze schizofrenią w porównaniu z grupą kontrolną 
[22,110]. Jiang i wsp. [39], stosując te same techniki ba-
dawcze, udowodnili przydatność oznaczeń apolipoprote-
iny AIV w płynie mózgowo-rdzeniowym jako potencjal-
nego markera schizofrenii.

Bardzo interesującym kierunkiem badań, zmierzającym 
do identyfikacji nowych białkowych markerów schizofre-
nii, jest praca Prabakarana i wsp. [76]. Autorzy wykona-
li analizę proteomu wątroby i krwinek czerwonych (RBC 
– red blood cells) pobranych od pacjentów ze zdiagnozo-
waną schizofrenią i osób z grupy kontrolnej z wykorzysta-
niem techniki 2D-DIGE.

Analiza różnicowa proteomu wątroby pacjentów ze zdia-
gnozowaną schizofrenią i osób z grupy kontrolnej wy-
kazała obecność 14 potencjalnych białkowych markerów 
schizofrenii. Sześć z nich to białka związane ze stresem 
oksydacyjnym, w tym: dysmutaza ponadtlenkowa [Cu-Zn]
(SOD1) oraz białko wiążące selen (SBP1 – selenium-bin-
ding protein). Analiza porównawcza proteomów krwinek 
czerwonych pozwoliła na identyfikację ośmiu potencjalnych 
markerów schizofrenii, z czego cztery są białkami stresu 
oksydacyjnego: białko wiążące selen (SBP1), transferaza-
S-glutationowa (GSTA3 – glutathione-S-transferase), tio-
redoks w peroksydazie (PRDX5 – thioredoxin peroxidase) 
i białka szoku cieplnego (70 kDa). Wyniki te uzupełnia-
ją wcześniejsze badania zespołu Prabakarana i wsp. [75] 
dotyczące tkanki mózgowej badanej pośmiertnie. Autorzy 
pracy udowadniają, że zmiany metaboliczne prowadzące 
do stresu oksydacyjnego są związane z rozwojem schizo-
frenii. Proteom wątroby i krwinek czerwonych stanowi 
potencjalne źródło nowych białkowych markerów schizo-
frenii. Wskazuje to na przydatność oznaczania białek pro-
teomów tkanek obwodowych, a nie tylko płynu mózgowo-
rdzeniowego, w diagnozowaniu tej choroby [76].

Proteomika w prenatalnym rozpoznawaniu zespołu 
Downa

Zespół Downa jest zaburzeniem rozwojowym o podłożu 
genetycznym, należy do najczęstszych autosomalnych mu-
tacji genomowych. Objawia się licznymi zmianami dys-
morfotycznymi oraz różnym stopniem upośledzenia psy-
chicznego. U większości chorych występują wady serca, 
przewodu pokarmowego, zaburzenia odpowiedzi immu-
nologicznej. Nieprawidłowości te są spowodowane nad-
miarem materiału genetycznego, wynikającego z obecno-
ści dodatkowego, całego lub fragmentu chromosomu 21 
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(trisomia 21) [62,74,102,117]. Diagnostyka prenatalna ze-
społu Downa opiera się na ocenie kariotypu komórek pło-
du uzyskanych z bioptatu kosmówki lub amniopunkcji, ba-
daniu USG (ocena przezierności karkowej). Rozpoznanie 
zespołu Downa oparte jest również na pomiarze stężeń 
kombinacji matczynych markerów surowiczych, takich jak 
osoczowe białko ciążowe (PAPP-A – pregnancy-associated 
plasma protein A), a-fetoproteina (AFP – a-fetoprotein), 
gonadotropina kosmówkowa (hCG – human chorionic go-
nadotropin), niezwiązany estriol (uE3 – unconjugated es-
triol) oraz inhibina A [62,74]. Metody te wykazują znaczny 
odsetek fałszywie pozytywnych wyników. Dlatego istnie-
je potrzeba dalszego poszukiwania nieinwazyjnych testów 
prenatalnych, pozwalających rozpoznać zespół Downa [62].

Badania prowadzone przez Nagalla i wsp. [62] z zastoso-
waniem technik proteomicznych, pozwoliły na identyfika-
cję kilku potencjalnych, nowych surowiczych biomarkerów 
w pierwszym i drugim trymestrze ciąży. Większość z nich 
to glikoproteiny. Zidentyfikowane białka o zmienionej gli-
kozylacji to m.in. a1-kwaśna glikoproteina, a2-HS gliko-
proteina, globulina wiążąca kortyzol (transkortyna) oraz 
globulina wiążąca tyroksynę.

Tsangaris i wsp. [102] badali płyn owodniowy pochodzący 
od kobiet spodziewających się dziecka z zespołem Downa 
oraz z prawidłowej ciąży. W trisomii 21 stwierdzono pra-
wie czterokrotny wzrost ilości PGBM (basement mem-
brane-specyfic heparian sulfate proteoglycan core protein) 
w grupie badanej w porównaniu z grupą kontrolną. PGBM 
to proteoglikan – siarczan heparanu wydzielany do prze-
strzeni pozakomórkowej z błony podstawnej. Uczestniczy 
w procesie chondrogenezy i rozwoju kości. Autorzy pracy 
[102] stwierdzili również dwukrotny wzrost stężenia a1-
mikroglobuliny (AMBP – a1-microglobulin/bikunin pre-
cursor) w płynie owodniowym od pacjentek spodziewają-
cych się dziecka z zespołem Downa w porównaniu z grupą 
kontrolną. Białko to jest immunomodulatorem, uczestniczy 
w mechanizmie obrony płodu przed matczynym systemem 
odpornościowym [102]. W płynach owodniowych uzyska-
nych od przypadków z zespołem Downa zaobserwowali 
prawie 40% spadek stężenia prekursora insulinopodobne-
go czynnika wzrostu wiążącego białko (IBP-1 – insulin-li-
ke growth factor binding protein 1 precursor). Marker ten 
moduluje działanie insulinopodobnych czynników wzrostu 
I i II (IGF I – insulin-like growth factors I, IGF II – insulin-
like growth factors II) odgrywających istotną rolę w pro-
cesach wzrostu, rozwoju, metabolizmu i apoptozy [102].

Analiza proteomu matczynej surowicy i płynów owodnio-
wych bardzo wyraźnie wskazuje na potrzebę rozwoju badań 
proteomicznych, umożliwiających wdrożenie oznaczania zi-
dentyfikowanych białkowych markerów w surowicy ciężar-
nych do prenatalnego rozpoznania zespołu Downa [62,102].

Proteomika w badaniach chorób reumatycznych

Choroby reumatyczne charakteryzują się przewlekłymi 
zmianami zapalnymi w obrębie tkanki łącznej, spowodo-
wanymi najczęściej reakcją autoimmunologiczną. Są to 
m.in. reumatoidalne zapalenie stawów (RA – rheumatoid 
arthritis), chorobę zwyrodnieniową stawów (OA – osteoar-
thritis), łuszczycowe zapalenie stawów (AP – arthritis pso-
riatica), młodzieńcze idiopatyczne zapalenie stawów (JIA 

– juvenile idiopathic arthritis), sklerodermię. Przyczyny po-
wstania tych chorób są złożone. Pod uwagę bierze się pre-
dyspozycje genetyczne, wiek, płeć, a także czynniki śro-
dowiskowe, czy infekcje bakteryjne [20,118].

Rutynowa diagnostyka chorób reumatycznych opiera się 
na badaniach radiologicznych oraz badaniach laboratoryj-
nych, obejmujących oznaczanie stężenia białek ostrej fazy, 
m.in. CRP, a także ocenę składu pozostałych białek suro-
wicy krwi. W rozdziale elektroforetycznym stwierdza się 
zmniejszoną ilość albumin, a zwiększoną globulin a1 i a2 
w ostrych stanach zapalnych. W przewlekłych zapaleniach 
obserwuje się wzrost frakcji g-globulin [73,118].

Reumatoidalnemu zapaleniu stawów oraz innym układowym 
chorobom tkanki łącznej towarzyszą zaburzenia procesów od-
pornościowych. Prowadzi to do wytworzenia autoprzeciwciał 
przeciw wielu autoantygenom. Oznaczanie tych przeciwciał 
jest przydatne diagnostycznie ze względu na znaczenie pro-
gnostyczne i odzwierciedlenie aktywności procesu chorobo-
wego. Trzy z nich mają odpowiednią czułość i swoistość, aby 
mogły być stosowane w codziennej praktyce diagnostycznej 
RA: czynnik reumatoidalny (RF – rheumatoid factor), prze-
ciwciała przeciw białku wiążącemu immunoglobulinę oraz 
przeciwciała przeciw cytrulinowanym białkom/peptydom 
aCCP (anti-cyclic citrullinated peptide) [35,60].

Przeciwciała przeciw cyklicznym cytrulinowanym pepty-
dom (aCCP) są wytwarzane w jamie stawowej w proce-
sach patologicznych. Ich stężenie w płynie stawowym jest 
wyższe niż w surowicy [60]. Obecność przeciwciał prze-
ciw cyklicznym cytrulinowanym peptydom ma znaczenie 
prognostyczne i predykcyjne. Przeciwciała aCCP są bardzo 
swoistym (>95%) i czułym (65%) markerem RA. Rzadko 
są obserwowane w innych chorobach tkanki łącznej.

Ekspresja przeciwciał aCCP może wyprzedzać objawy cho-
robowe o kilka lat. Umożliwia odróżnienie RA z innymi 
chorobami reumatycznymi, a także koreluje z agresywniej-
szym przebiegiem RA ze znaczną destrukcją stawów [118].

Wciąż jeszcze niewiele wiadomo na temat cytrulinacji bia-
łek tkanek stawowych i  ich autoantygenowości. Matsuo 
i wsp. [60], stosując technikę 2-DE, wykryli w homoge-
nacie błony maziowej pacjentki ze zdiagnozowanym RA 
51 cytrulinowanych białek reagujących z przeciwciałami 
anty-CCP. Cytrulinowane białka stanowiły 5,2% wszyst-
kich białek badanego proteomu. W spulowanej surowicy 
pacjentów z RA autorzy wykryli 30 cytrulinowanych bia-
łek reagujących z przeciwciałami anty-CCP, a tylko kilka 
cytrulinowanych białek zidentyfikowali w spulowanej su-
rowicy osób zdrowych. Niektóre z białek proteomu błony 
maziowej zidentyfikowano dzięki zastosowaniu spektro-
metrii masowej. Należą do nich.: fibrynogen g, prekur-
sor asporyny, mutant b-aktyny, podjednostka a1 F-aktyny 
(CapZa-1) i inne. Zastosowanie testu ELISA umożliwiło 
ocenę związku cytrulinacji CapZa-1 z jego autoantygeno-
wością. Autorzy pracy uważają, że cytrulinacja i autoanty-
genowość badanego białka są ze sobą związane, ale obie 
postaci CapZa-1 (cytrulinowana i niecytrulinowana) peł-
nią różne role w przebiegu RA [60].

Stosowanie technik proteomicznych w immunodiagnostyce 
chorób reumatycznych umożliwia jednoczesne oznaczenie 
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autoprzeciwciał przeciw wielu antygenom pochodzenia 
jądrowego i cytoplazmatycznego. Pozwala to na określe-
nie pełnego profilu nieprawidłowości immunologicznych. 
Umożliwi to w przyszłości zdiagnozowanie choroby reu-
matycznej przed wystąpieniem objawów klinicznych lub 
we wczesnym stadium jej rozwoju. Nowe markery białko-
we mogą również umożliwić różnicowanie schorzeń reu-
matycznych lub monitorowanie etapów rozwoju choroby 
i procesu leczenia [24,36,60,73,112].

Tilleman i wsp. [99], stosując techniki proteomiczne, ziden-
tyfikowali w surowicy i płynie stawowym pacjentów z reu-
matoidalnym zapaleniem stawów (RA) białko amyloidowe 
(SAA – serum amyloid A). Białko amyloidowe nie jest wy-
krywane u pacjentów z chorobą zwyrodnieniową stawów 
(OA). Osoczowe białko amyloidowe należy do białek ostrej 
fazy, działa chemotaktycznie na neutrofile, stymuluje ich 
fagocytozę i degranulację, a w następstwie tych procesów 
uwolnienie wewnątrzkomórkowych cytokin. Analiza pro-
teomiczna surowicy osób z RA umożliwiła również wy-
krycie autoprzeciwciał przeciw białkom glikolitycznym: 
izomerazie glukozo-6-fosfatazy i aldolazie A [99]. U osób 
z rozpoznaną chorobą zwyrodnieniową stawów Tilleman 
i wsp. [99] stwierdzili w płynie stawowym i surowicy wy-
sokie miano autoprzeciwciał rozpoznających izomerazę 
fosfotriozową (TPI – triose phosphate isomerase).

Yamagiwa i wsp. [112] zastosowali technikę 2-DE w analizie 
profili białkowych płynów stawowych pacjentów ze zdiagno-
zowaną chorobą zwyrodnieniową stawów. Powtarzalność wy-
ników, uzyskanych w analizach densytometrycznych otrzy-
manych map białkowych, potwierdziła znacząco dodatnia 
korelacja między trzema mapami białkowymi wykonanymi 
dla pojedynczego pacjenta. Analiza różnicowa map białko-
wych płynów stawowych czterech pacjentów ze zdiagnozo-
waną chorobą zwyrodnieniową stawów wskazała na zna-
czącą dodatnią zależność między mapami białkowymi tych 
pacjentów. Znaczące różnice w ekspresji kilkunastu białek 
badanych proteomów tych czterech pacjentów ze zdiagno-
zowanym OA wskazują, zdaniem autorów, na możliwość 
wykorzystania analizy proteomu płynu stawowego m.in. 
do oceny stopnia zaawansowania choroby, oceny destrukcji 
stawów i monitorowania odpowiedzi organizmu na terapię.

Jednym z rodzajów terapii stosowanych w leczeniu RA 
oraz innych chorobach stawów jest podawanie prepara-
tów blokujących czynnik martwicy nowotworów a (TNF 
– tumor necrosis factor-a) [24]. Drynda i wsp. [24] stosu-
jąc technikę 2-DE i spektrometrię masową zidentyfikowa-
li nowy białkowy marker S100A9 (MRP14) potencjalnie 
umożliwiający monitorowanie terapii anty-TNF-a. Stężenie 
tego białka maleje w czasie terapii. Analiza profili białko-
wych pacjentów ze zdiagnozowanym RA i OA oraz spek-
trometria masowa pozwoliły na identyfikację tego biał-
ka oraz jego kompleksu S100A8/A9 w badanych płynach 
stawowych i osoczach. Znana jest prozapalna aktywność 
S100A9. Białko to i  jego kompleks indukują chemotak-
sję neutrofilów [83]. Badania ekspresji tego białka i jego 
kompleksu z wykorzystaniem technik immunoenzyma-
tycznych wykazały, że jego stężenie w płynie stawowym 
koreluje z jego stężeniem w osoczu. Dodatkowo umożli-
wia odróżnienie pacjentów z RA od OA i grupy kontrol-
nej. Poziom S100A9 jest znacznie wyższy w płynie sta-
wowym i osoczu pacjentów ze zdiagnozowanym RA niż 

u pacjentów z OA oraz w grupie kontrolnej. Wydaje się, 
że białko S100A9 jest potencjalnie bardzo dobrym mar-
kerem diagnozowania i terapii RA [24].

Białkowe markery chorób nowotworowych

Do zdiagnozowania chorób nowotworowych i terapii prze-
ciwnowotworowej istotne jest badanie zmian ekspresji 
białek w czasie progresji nowotworu. Zastosowanie pro-
teomiki w diagnostyce nowotworów umożliwia rozwój 
wiedzy na temat molekularnego podłoża 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 wątroby. Antygen CD20 na ko-
mórkach nowotworowych chłoniaków B jest celem w im-
munoterapii chłoniaków nieziarniczych [96].

Rozpoznanie raka wątrobowokomórkowego (HCC – hepa-
tocellular carcinoma) we wczesnym stadium jest trudne, 
mimo że znane są czynniki ryzyka, do których zalicza się 
m.in.: przewlekłe wirusowe zapalenie wątroby typu B i C, 
czy alkoholizm. Wpływ mają również wiek, płeć i skłon-
ności genetyczne. Proteomiczna analiza różnicowa Steela 
i wsp. [92] białek surowiczych pacjentów z HCC pozwo-
liła na identyfikację dwóch białek z obniżającą się eks-
presją wraz z rozwojem choroby. Różnice między grupą 
kontrolną a pacjentami z HCC były istotne statystycznie. 
Zidentyfikowane białka to fragment czynnika C3 dopeł-
niacza oraz izoforma apolipoproteiny A1 (ApoA1 – apo-
lipoprotein A1) [92, 96]. Badania nad HCC prowadzone 
przez Kennedy’ego [41] pozwoliły na zidentyfikowanie 
w surowicy osób chorych kilku białek, które mogą kore-
lować z masą guza i rutynowo oznaczaną a-fetoproteiną. 
Są to cztery składniki układu dopełniacza, hemoglobina 
1 i 2 oraz dwa nowe białka, które są badane.

Analiza surowiczego proteomu osób zarażonych wirusem 
żółtaczki typu B (HBV – hepatitis B virus) oraz osób ze 
zdiagnozowanym nowotworem wątroby (HCC) pozwoli-
ła na znalezienie dwóch potencjalnych markerów umożli-
wiających monitorowanie procesu nowotworzenia u osób 
z HBV. Stężenia dwóch zidentyfikowanych białek: białka 
C3 oraz izoformy apolipoproteiny AI maleją wraz z ko-
lejnymi etapami rozwoju choroby nowotworowej (HCC) 
u chorych z HBV [96].

Analiza surowiczych profili białkowych pacjentów z rakiem 
jelita grubego i osób ze zdiagnozowanym gruczolakiem 
wykazała istnienie siedmiu biomarkerów, różnicujących 
obie grupy pacjentów z czułością rzędu 89% i swoisto-
ścią 83%. Z grupy tych biomarkerów zidentyfikowano 3 
białka: apolipoproteinę A1, apolipoproteinę C1 i fragment 
łańcucha albuminy [32].

Elektroforeza dwuwymiarowa w połączeniu z Western blot-
tingiem pozwoliła na identyfikację surowiczego, poten-
cjalnego markera gruczolakoraka okrężnicy: a-defensyny. 
Stwierdzono znacznie zwiększony poziom tego peptydu 
w surowicach osób ze zdiagnozowanym gruczolakorakiem 
okrężnicy w porównaniu do osób zdrowych. Oznaczanie tego 
markera stwarza, zdaniem autorów pracy, możliwość wcze-
śniejszego diagnozowania gruczolakoraka okrężnicy [63].
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Technikę 2D-DIGE zastosowano w badaniach proteomu 
wycinków tkankowych pobranych od pacjentów z rakiem 
przełyku. Analiza różnicowa umożliwiła wykrycie w puli 
ponad 1000 białek badanego proteomu 58 białek o trzykrot-
nie większej ekspresji w komórkach stransformowanych 
nowotworowo w porównaniu z grupą kontrolną. Jednym 
ze zidentyfikowanych białek jest glikoproteina 96, należąca 
do białek szoku cieplnego. Glikoproteina 96 chroni struk-
tury i funkcje innych białek, uczestniczy w ich wewnątrz-
komórkowym transporcie [96].

Zastosowanie techniki 2D-DIGE w analizie porównawczej 
linii komórkowych od kobiet zdrowych i od kobiet z rozpo-
znaną transformacją nowotworową gruczołu piersiowego 
umożliwiło wykrycie zmian w komórkach objętych pro-
cesem karcynogenezy. Stwierdzono w nich nadekspresję 
L-plastyny (białka wiążącego aktynę), białka 14-3-3b (od-
powiedzialnego za rozwój neuronalny, kontrolę wzrostu 
i cyklu komórkowego), a także enzymów metabolicznych: 
glutaminazy C, syntetazy karbamoilofosforanowej (CAD 
– carbamoyl phosphate synthetase-aspartate transcarba-
moylase-dihydroorotase) oraz reduktazy aldehydowej [27].

Techniki proteomiczne pozwoliły na wykrycie nowych su-
rowiczych markerów raka jajników: transterytryny (biał-
ka transportowego tyroksyny i retinolu), a-hemoglobiny, 
apolipoproteiny AI i transferryny. W połączeniu z rutyno-
wo oznaczanym antygenem CA 125, mają one znaczenie 
prognostyczne w rozpoznawaniu wczesnych postaci nowo-
tworów o granicznej złośliwości i złośliwych. Badania pro-
teomiczne moczu, pochodzącego od kobiet zdrowych, z ła-
godnymi zmianami w przydatkach oraz z rakiem jajnika 
wykazały obecność neurotoksyny eozynofilowej o aktyw-
ności RNA-zy i osteopontyny – markera progresywności 
procesu nowotworowego. Oba białka wykazują nadekspre-
sję w raku jajnika [67,101,108,113].

Rak jasnokomórkowy nerek (RCC – renal cell carcinoma) 
stanowi prawie 2% wszystkich nowotworów tego narządu. 
Charakteryzuje go wysoka śmiertelność spowodowana póź-
nym rozpoznaniem. Wykorzystanie techniki 2-DE w ana-
lizie proteomu komórek pochodzących z usuniętych nerek 
chorych z rozpoznanym RCC, pozwoliło na wykazanie ob-
niżonej ekspresji enylo-CoA hydratazy, a-dehydrogenazy 
aldehydowej I oraz aminoacylazy I [70].

W badaniach moczu pacjentów ze zdiagnozowanym RCC 
stwierdzono nadekspresję białka wiążącego retinol, anhy-
drazy węglanowej I oraz b2-mikroglobuliny. Obniżoną eks-
presję, w porównaniu z białkami występującymi w moczu 
osób zdrowych, stwierdzono dla lektyny wiążącej manno-
zę proteazy serynowej 2 (MASP-2 – mannan-binding lec-
tin serine peptidase 2) i kininogenu (składnika wewnątrz-
pochodnego toru krzepnięcia). Lektyna wiążąca mannozę 
proteazy serynowej 2 spełnia ważną rolę w nieswoistej od-
powiedzi immunologicznej i aktywacji dopełniacza na dro-
dze lektynowej [70].

Wykorzystując techniki proteomiczne w badaniach surowi-
cy osób ze zdiagnozowanym nowotworem płuc, stwierdzo-
no wzrost ekspresji apolipoproteiny J (Apo J – apolipopro-
tein J) oraz zmniejszenie ekspresji gelsoliny u pacjentów 
z rakiem płuc w porównaniu do osób zdrowych. Apo J jest 
związana głównie z lipoproteinami HDL. Zahamowanie 

ekspresji gelsoliny (białka przyłączającego się do akty-
ny) wpływa na wzrost ruchliwości komórek, powoduje 
zaburzenia architektury cytoszkieletu komórki, co sprzy-
ja przerzutowaniu nowotworu. Analiza surowiczego prote-
omu wykazała również wysoką czułość i swoistość białka 
wiążącego retinol oraz a1 kwaśnej glikoproteiny w wykry-
waniu raka płuc [68].

Techniki proteomiczne znalazły także zastosowanie przy 
identyfikacji nowych biomarkerów przewodowego gruczo-
lakoraka trzustki (PDAC – pancreatic ductal adenocarci-
noma), charakteryzującego się najgorszym rokowaniem ze 
wszystkich nowotworów przewodu pokarmowego. W soku 
trzustkowym zidentyfikowano 170 białek. Potwierdzono 
przydatność oceny ekspresji białek związanych ze stanem 
zapalnym trzustki (PAP – pancreatitis-associated protein) 
w soku trzustkowym, jako nowych markerów PDAC. Białka 
PAP, zaliczane do lektyn, stymulują aktywność makrofa-
gów. W badaniach z użyciem techniki 2D-DIGE soku trzust-
kowego osób z PDAC wykazano również wzrost ekspre-
sji onkogenu DJ-1, metaloproteinazy 9 macierzy (MMP-9 
– matrix metallopeptidase 9), prekursora a1-glikoproteiny 
(a1-AGP – a1-acid glycoprotein) [98].

Analiza proteomu osób narażonych środowiskowo

Ważnym kierunkiem badań jest wykrywanie zmian w pro-
teomie osób narażonych na kontakt ze szkodliwymi związ-
kami chemicznymi [40,52,79], w tym również oceny za-
grożenia zdrowia osób przewlekle narażonych na metale 
ciężkie [51].

Zastosowanie technik proteomicznych w badaniach in vitro 
przez Raveendrana i wsp. [79] umożliwiło ocenę zmian 
ekspresji białek komórek śródbłonka aorty po 4 godzi-
nach kontaktu z wodnym ekstraktem dymu papierosowe-
go. Komórki śródbłonka aorty stanowią pierwszą linię 
obrony ściany naczynia przed uszkodzeniami, indukowa-
nymi dymem papierosowym, który jest uznanym czynni-
kiem miażdżycorodnym. Stwierdzono zmienioną ekspre-
sję 389 białek. Białka, których stężenie znacząco wzrastało 
w narażeniu na dym papierosowy to: białka szoku ciepl-
nego (HSP-70, HSP-27, glikoproteina 96), aneksyna 6 i 2, 
a-aktynina, meozyna, białko wiążące lamininę. Wyraźne 
zmniejszenie ekspresji w kontakcie z substancjami zawarty-
mi w dymie papierosowym stwierdzono dla: lekkiego łań-
cucha miozyny, propylo-4-hydroksylazy, eukariotycznego 
czynnika inicjacji transkrypcji 4A, a-enolaz i a-tubulin. 
Autorzy pracy [79] uważają, że zastosowanie proteomiki 
przybliża badaczy do poznania molekularnych mechani-
zmów patologicznych zmian w ludzkim organizmie, wy-
wołanych narażeniem na dym papierosowy.

Na stały kontakt z niewielkimi ilościami par benzenu na-
rażonych jest wiele osób. Benzen jest składnikiem dymu 
papierosowego, benzyny, spalin silników samochodowych. 
Długotrwałe działanie par benzenu w małych stężeniach 
wpływa na układ krwiotwórczy, prowadząc do rozwo-
ju niedokrwistości aplastycznej, leukopenii lub trombo-
cytopenii. W zaawansowanych przypadkach dochodzi do 
znacznego zmniejszenia liczby wszystkich elementów mor-
fotycznych-pancytopenii, często poprzedzającej występo-
wanie białaczki. W monitorowaniu ekspozycji na benzen 
oznacza się jego stężenie w moczu i krwi oraz poziom 
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metabolitów benzenu: kwasu S-fenylomerkapturowego 
(S-PMA – S-phenylmercapturic acid) i  kwasu trans, 
transmukonowego (t, t-MA – trans, trans-muconic acid) 
w moczu [40,52].

Stosując techniki proteomiczne w badaniu osocza osób pra-
cujących w narażeniu na benzen zidentyfikowano 18 białek 
o zwiększonej ekspresji w porównaniu z grupą osób nie-
narażonych. Sześć spośród tych białek ma istotny wpływ 
na funkcje układu odpornościowego. Największą różni-
cę stężeń w osoczu, między grupą narażoną i kontrolną, 
stwierdzono dla receptora b limfocytów T (TCR b – T cell 
receptor chain). Zwiększona ekspozycja na benzen powo-
duje zahamowanie proliferacji limfocytów T i zwiększe-
nie ilości receptora TCR b. Białkiem, którego ekspresja 
w osoczu wzrasta w kontakcie człowieka z benzenem jest 
immunofolina FKBP51. Izoforma tego białka – FKB23 to 
białko regionu zmiennego łańcucha lekkiego immunoglo-
bulin. Immunofolina FKBP51, wiążąc substancje immuno-
supresyjne, indukuje odpowiedź immunologiczną [40,45].

Jednym z głównych czynników skażenia środowiska są 
metale ciężkie: ołów, kadm i arsen. Są one szeroko roz-
powszechnione w środowisku człowieka – w powietrzu 
atmosferycznym, wodzie, pożywieniu czy glebie i mogą 
pochodzić zarówno ze źródeł naturalnych, jak i antropo-
genicznych, zwłaszcza z przemysłu. Należy podkreślić 
znaczenie ekspozycji czynnej i biernej na dym tytonio-
wy, jako istotnego źródła narażenia ludzi na metale cięż-
kie, głównie kadm [19].

Arsen i kadm są czynnikami karcynogennymi, a związ-
ki ołowiu potencjalnymi czynnikami karcynogennymi. 
Rozwój nowotworów wywołanych ekspozycją na arsen 
dotyczy przede wszystkim tkanki płucnej i skóry, obser-
wowane są także nowotwory pęcherza, wątroby i nerek. 
Długotrwała ekspozycja na ołów powoduje zmiany hemato-
logiczne, neurologiczne i nefrologiczne. Epidemiologiczne 
dane o potencjalnej karcynogenności związków ołowiu są 
stosunkowo nowe. Rakotwórczość kadmu jest do pewne-
go stopnia pochodną jego toksyczności. Dla rozwoju no-
wotworu znaczący jest długotrwały kontakt tkanek z kad-
mem, nawet w dawkach nietoksycznych [95].

Lantz i wsp. [51] zastosowali techniki proteomiczne w bada-
niach popłuczyn pęcherzykowo-oskrzelowych myszy (BALF 
– bronchoalveolar lavage fluid) przewlekle eksponowanych 
na małe dawki arsenu. Za potencjalne biomarkery narażenia 
na arsen uznano: receptory końcowych produktów zaawan-
sowanej glikacji RAGE (receptor for advanced glycation 
end products), transferazę S glutationu (GST – glutathio-
ne-S-transferase) oraz apolipoproteinę A-1. Ekspresja tych 
białek jest zmniejszona przy ekspozycji na arsen w porów-
naniu z grupą kontrolną. Poziom ekspresji enolazy 1 i pe-
roxiredoxinu-6 jest wyższy w grupie narażonej.

Zmniejszenie poziomu RAGE zaobserwowano także 
w plwocinie ludzi narażonych środowiskowo na arsen 
w porównaniu z osobami nienarażonymi [51]. Receptory 
końcowych produktów zaawansowanej glikacji znajdują 
się na powierzchni komórek śródbłonka, komórek mię-
śni gładkich i makrofagów. Łączą się z zaawansowanymi 
końcowymi produktami glikacji, tworząc kompleksy od-
powiedzialne za zaburzenia funkcji komórek śródbłon-
ka naczyniowego, zwiększenie przepuszczalności naczyń 
krwionośnych oraz inicjację procesów zapalnych [23,51]. 
Znaczenie pozostałych białek różniących się ekspresją 
u myszy narażonych na arsen i nieeksponowanych nie zo-
stało jeszcze udowodnione u  ludzi. Trwają badania nad 
zidentyfikowaniem panelu białek, umożliwiającego wy-
krycie zmian molekularnych związanych ze środowisko-
wym narażeniem na niskie dawki arsenu, ingerujących już 
w przemiany metaboliczne organizmu, ale niewywołują-
cych jeszcze objawów klinicznych [51].

W zespole Small Area Health Statistics Unit (SAHSU) 
w Imperial College London prowadzone są badania nad 
toksycznymi skutkami przewlekłego narażenia na kadm. 
Ich celem jest zintegrowanie badań ekspozycyjnych i kla-
sycznych biomarkerów z metodami metabonomicznymi. 
Dotychczas udało się połączyć potwierdzone markery ne-
fropatii, w  tym N-acetylo-b-D-glukozoaminidazę (NAG 
– N-acetyl b-D glucosaminidase), z profilami metabono-
micznymi moczu. Zaobserwowano znacząco ujemną ko-
relację między 3-hydroksyizowalerianianem i nieznanym 
metabolitem (rezonans w regionie dimetyloglicyny) a stę-
żeniem kadmu w moczu. Znacząco dodatnia korelacja zo-
stała zanotowana między widmem 1H NMR moczu a NAG. 
Badania te pozwolą ocenić wpływ środowiskowego ska-
żenia kadmem na ludzkie zdrowie (publikacja w przygo-
towaniu) [38,89].

Podsumowanie

Zastosowanie techniki elektroforezy dwuwymiarowej w po-
łączeniu ze spektrometrią mas stwarza możliwość precyzyj-
nej analizy profili białkowych w różnych stanach patolo-
gicznych ludzkiego organizmu dostarczając potencjalnych 
biomarkerów wielu jednostek chorobowych. Porównanie 
stosowanych dotychczas metod, markerów wykorzystywa-
nych obecnie w diagnostyce medycznej, z wynikami ana-
liz proteomicznych wskazuje na znaczący udział nowych, 
białkowych markerów w rozwoju nowoczesnej diagnostyki 
medycznej. Połączenie technik proteomicznych i metabono-
micznych może dostarczyć zbioru nowych markerów, cha-
rakteryzujących się większą swoistością i czułością w po-
równaniu z markerami białkowymi. Można je przedstawić 
w postaci matematycznego profilu, różnicującego osoby zdro-
we i chore, umożliwiając również wykrywanie w ludzkim or-
ganizmie zmian patologicznych, ujawniających się na pozio-
mie komórkowym, przed wystąpieniem zmian klinicznych.
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