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Tumor markers studied with proteomic methods in blood and serum
plasma

Summary

Proteins are major components that directly determine phenotypes of cells
and organisms, in either normal or pathological conditions. Because of numer-
ous post-translational events that modify structure and function of proteins, the
knowledge of genomes is only at the beginning of understanding of the full
complexity of biological systems. “Proteomics” is the study of proteomes, which
addresses proteins’ 3D structure, function, and their inter- and intracellular
communication. Among primary goals of proteomics, there is discovery of biomarker
for various human disease conditions. Plasma and serum are considered to be
the source of choice in molecular diagnostics. The development of cancer in-
volves transformation and proliferation of altered cell types that produce
unique proteins and enzymes, which can significantly modify the pattern of se-
rum peptides and proteins. The serum protein/peptide profiles that could be
registered using different analytical methodologies appear to carry important
information with direct clinical applicability. Importantly, such peptide profiles
itself could become a new kind of potential tumor marker. These approaches
are promising, but the results obtained are still preliminary. For example, detec-
tion of disease markers in the blood proteome could be hampered by its ex-
tremely low concentrations and the presence of a few abundant components
(e.g., albumin and immunoglobulins), and thus development of more specific
and sensitive analytical methods is still required. Nevertheless, identification of
serum proteomic patterns or molecular signatures specific for different cancer
types, stages and responses to therapy is possible at this moment. This article
provides a comprehensive overview of current methodologies used for cancer
biomarkers detection in blood proteome.
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1. Wprowadzenie

Komorki organizmu cztowieka, w zaleznosci od ich typu, produkujg od 30 000 do
120 000 rodzajow biatek, obecnych w réznych ilosciach, od kilku do wielu milionéw
kopii w pojedynczej komdrce. Wiekszos¢ z nich to biatka konstytutywne, wystepujace
w ponad 10 000 kopii w roznych typach komérek, ale kazda z nich zawiera tez od kil-
kudziesieciu do kilkuset rodzajéw biatek swoistych dla danego rodzaju komérki lub
tkanki. Proteomika jest dziedzing biologii zajmujaca sie analizg proteomu, czyli kom-
pletnego zestawu biatek wystepujgcych w danej komorce, tkance lub catym organiz-
mie. Badania nad proteomem ukierunkowane sg na jakosSciowy oraz ilosciowy opis
wszystkich biatek wystepujacych w analizowanych komoérkach lub tkance. W przeci-
wienstwie do genomiki, w ktdrej zakres wchodzg badania relatywnie stabilnego geno-
mu, analiza proteomu dotyczy uktadu dynamicznego, zmieniajgcego sie w trakcie cy-
klu komérkowego oraz w wyniku oddziatywan z innymi komoérkami badz srodowi-
skiem (1). Badania proteomiczne stwarzajag mozliwosci poznania wszystkich biatek
znajdujacych sie w komorce, ich struktury, modyfikacji, funkcji oraz wzajemnych rela-
¢ji miedzy nimi. Powinno to umozliwi¢ wyjasnienie mechanizméw przebiegu szlakéw
przekazywania sygnatéw, zrozumienie molekularnych przyczyn choréb oraz projekto-
wanie nowych lekdw, a w efekcie planowanie terapii ,,spersonalizowanych”.

Czynniki biologiczne (na przykfad biatka), ktérych stan (modyfikacje potransla-
cyjne) i/lub ilos¢ odzwierciedla ryzyko, wystepowanie lub stopien zaawansowania
choroby, oraz efekty terapii nazywamy znacznikami lub biomarkerami. W badaniach
onkologicznych odpowiednio dobrane zestawy markerow mogg dostarczy¢ infor-
macji o czynnikach kancerogennych, na ktore eksponowany byt dany organizm. Po-
zwalajg tez wykry¢ wczesne zmiany o charakterze przed nowotworowym (hiperpla-
zja, dysplazja) poprzedzajace wystgpienie jawnej postaci raka, czy tez umozliwiajg
monitorowanie przebiegu leczenia. Proteomika kliniczna jest dziatem proteomiki,
ktérego przedmiotem jest analiza zmian proteomu w czasie rozwoju choroby, a tak-
ze w trakcie postepow terapii, jej gtéwnym zadaniem jest identyfikacja i scharakte-
ryzowanie biomarkeréw biatkowych uzytecznych w molekularnej diagnostyce cho-
roby. W onkologii gtdwnym celem badan proteomicznych jest znalezienie biomar-
keréw, ktérych pomiar pozwoli na wykrycie choroby nowotworowej we wczesnym
stadium, a takze zmian zwigzanych z procesem leczenia oraz skutecznoscig zasto-
sowanej terapii (czasem przezycia, remisji). W proteomice klinicznej zakres zainte-
resowan obejmuje nie tylko biatka wewnatrzkomorkowe, ale réwniez biatka lub ich
fragmenty obecne w plynach ustrojowych takich jak mocz czy krew (2,3).

2. Tradycyjne nowotworowe markery biatkowe

Biatkowe markery nowotworowe sg wykorzystywane m.in. w klasycznej patolo-
gii, w ktorej techniki immunohistochemiczne sg standardem pozwalajgcym na wy-
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krycie i zdiagnozowanie nowotworu. Diagnostyczne biomarkery nowotworowe moz-
na podzieli¢ na prognostyczne i predykcyjne (4). Markery prognostyczne pozwalaja
na okreslenie rokowania niezaleznie od sposobu leczenia. Klasycznymi czynnikami
prognostycznymi w przypadku wielu nowotwordw sg wielko$¢ guza pierwotnego,
typ histologiczny raka, stopier ztosliwosci oraz stan weztdéw chtonnych okreslony
w badaniu mikroskopowym (5). W wyniku rozwoju biologii molekularnej lista czyn-
nikdw prognostycznych ulegta znacznemu rozszerzeniu i znalazly sie na niej miedzy
innymi; receptory hormondw, markery angiogenezy czy proliferacji (6). Do tej grupy
nalezy receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. Epidermal Growth
Factor Receptor). Zwiekszong ekspresje EGFR stwierdzono w komorkach réznych no-
wotworéw, w tym w 50-80% niedrobnokomdrkowych rakéw ptuca. Przekazywanie
sygnalu komorkowego poprzez EGFR pobudza podziaty komérek guza, hamuje apo-
ptoze oraz nasila angiogeneze i zdolno$¢ do tworzenia przerzutéw. Nadmierna eks-
presja receptorowych kinaz tyrozynowych rodziny ErbB {HER) jest zwigzana ze zlg
prognoza w przypadku wielu rodzajéw nowotworéw (6,7). Onkogen c-erbB2
(Fter2/neu) koduje transbtonowa glikoproteine plI85 o funkcji receptora kinazy tyro-
zynowej. W literaturze wskazuje sig, ze podwyzszona ekspresja onkogenu c-erbB2
moze by¢ zwigzana z wystepowaniem raka piersi. Czynnikami prognostycznymi sg
takze markery proliferacji. Do tej grupy zalicza sie¢ odsetek komorek w fazie S, oce-
niany na podstawie zawartosci DNA w komorkach - aneuploidalne komorki guza
wykazuja wiekszg opornos$¢ na leczenie. Czynnikiem prognostycznym jest rowniez
ekspresja genu TP53. Mutacje i nadmierna ekspresja tego genu zwigzana jest z ryzy-
kiem rozwoju na przyklad raka ptuca - w grupie chorych z dysptazjg nabtonkowg
Il stopnia i zwiekszong ekspresja tego genu ryzyko to wynosito 91%. Obecnos¢ mu-
tacji w genie TP53 zwigzana jest m.in. z krotszym czasem przezycia chorych na raka
ptuc. Wptyw na przebieg choroby nowotworowej majg rowniez proteazy zwigzane
ze zdolnoscig do przerzutowania. W tej grupie znajdujg sie aktywator plazminoge-
nu typu urokinazy (uPAl) oraz inhibitor tego aktywatora (7,8).

Natomiast czynniki, ktore okreslajg prawdopodobienstwo uzyskania remisji
w przypadku zastosowania okreslonej metody leczenia sg czynnikami predykcyjny-
mi. Wiedza dotyczaca czynnikéw predykcyjnych jest ubozsza. Obecnie poszukuje
sie biomarkerow, ktore umozliwityby okreslenie grup chorych majgcych mozliwie
najwieksze szanse wyleczenia przy zastosowaniu okre$lonego sposobu leczenia.

Biatkowe markery nowotworowe mozna bada¢ w ptynach ustrojowych. Moga
byé one produkowane przez komorki nowotworowe lub prawidtowe w odpowiedzi
na pojawienie sie zmian nowotworowych, czy tez by¢ produktem rozpadu tych ko-
morek w trakcie zastosowanego leczenia. Cennym Zrodtem biomarkeréw sg plyny
ustrojowe szczegdélnie w tzw. badaniach przesiewowych. Badania przesiewowe po-
legajg na poszukiwaniu markeréw choroby u oséb, u ktérych nie wystepuja klinicz-
ne objawy choroby. Markery wczesnego wykrywania to takie elementy (skfadowe)
biologii nowotworu, ktére pozwalajg identyfikowa¢ rozwdj choroby nowotworo-
wej, w chwili kiedy jest mniejsze ryzyko rozprzestrzenienia sie choroby i moze ona
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dobrze odpowiada¢ na zastosowane leczenie. Najbardziej znanym markerem nowo-
tworowym jest obecny we krwi swoisty dla prostaty antygen PSA (ang. Prostate-Speci-
fic Antygen), ktory jest uzywany (samodzielnie lub z badaniem doodbytniczym) w ba-
daniach przesiewowych do wczesnego wykrywania raka prostaty. Niestety wynik ba-
dania nie zawsze odzwierciedla zmiany chorobowe, w zwigzku z tym nie u wszyst-
kich mezczyzn to badanie przynosi oczekiwane rezultaty (9). Podobnie jak PSA, wie-
le wykorzystywanych markerdw nowotworowych moze wystepowaé takze w pra-
widtowych komorkach, a w trakcie rozwoju choroby nowotworowej zmianie ulega
ich poziom. Zdarza sie tez, ze inne niz nowotworowe zmiany chorobowe (stany za-
palne, przerosty tkanki) moga podnosi¢ poziom markera nowotworowego powyzej
normy. Dlatego tez czasem informacja o poziomie markera nie jest wystarczajaca
do postawienia diagnozy czy wprowadzenia zmian w schemacie leczenia, ale powin-
na by¢ traktowana jako uzupetnienie badan klinicznych i obrazowych.

Pomimo zastrzezen, markery moga by¢ przydatne w monitorowaniu przebiegu le-
czenia lub w diagnozowaniu nowotworéw w stadium rozsiewu oraz gdy Zrddto jego
powstania jest nieznane. Przyktadem markera znajdujgcego zastosowanie w monito-
rowaniu leczenia jest antygen karcynoembrionalny - CEA. Jest to glikoproteina
zwigzana z powierzchnig bton komoérek embrionalnych oraz nowotworowych poprzez
glikofosfatydyloinozytol, i w zwigzku z tym tatwo uwalniana do krwiobiegu (10). CEA
ulega ekspresji we wszystkich gruczolakorakach i jest znajdowany zaréwno wewnatrz-
jak i pozakomérkowo (10,11). Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze
wysoki poziom CEA w surowicy krwi oceniany przedoperacyjnie jest niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym u chorych na raka okreznicy (12). Wzrost poziomu CEA
po resekcji nowotworu jest czesto obserwowany w przypadku wystapienia przerzu-
toéw, zwilaszcza w watrobie (11). Podwyzszone stezenie tego markera w Ill stopniu za-
awansowania klinicznego wykrywane po operacji wigze sie z wyzszym lyzykiem wzno-
wy i przerzutdw, a takze znaczacym statystycznie nizszym przezyciem 5-letnim (12,13).
W tabeli przedstawiono biatkowe markery oznaczane w surowicy krwi obwodowej
i stosowane w ocenie skutecznosci leczenia réznych typow nowotworow.

Tabela
Markery nowotworowe stosowane obecnie w praktyce lekarskiej
Obecne zastosowanie w praktyce lekar- .
Marker nowotworowy Typ nowotworu kiej Literatura
! 2 3 4
AFP {alpha-feto protein) watroba, komaorki macierzyste ocena stadium zaawansowania choroby, 05,16)

nowotworu jajnika oraz jader monitorowanie przebiegu leczenia oraz
nawrotu choroby

B2M {beta-2 microglobulin)  szpiczak mnogi oraz chloniaki prognozowanie przebiegu leczenia, obec- (17-19)
ny w przypadku innych choréb (choroba

Crohna, zapalenie watroby)
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1

CA 15-3 {cancer antigen 15-3)

CA 19-9 {cancer antigen 19-9)

CA 72-4 {cancer antigen 72-4)

CA-125 {cancer antigen 125)

Calcitonin

CEA {carciono-embryonic
antigen)

wego

hCG {human chorionic
gonadotropin)

rak jajnika

rak jader

rak piersi, pluc oraz jajnika

rak trzustki, rak jelita grubego

rak jajnika, rak jelita grubego

rak rdzeniasty tarczycy

rak jelita, ptuc, piersi, tarczy-
cy, trzustki, watroby, szyjki
macicy oraz pecherza moczo-

immunoglobuliny monoklonalne szpiczak mnogi oraz Makro-
{monoclonal immunoglobulins) globulinemia Waldenstroma

NSE {neuron-specific enolase)

PSA {prostate specific antigen)
catkowity oraz niezwiazany

Prostate-specific
antigen (PSMA)

BIOTECHNOLOGIA 2 (85) 39-53 2009

neuroblastoma,
moérkowy rak ptuc

rak prostaty

membrane rak prostaty

drobnoko-

3

ocena stadium zaawansowania choroby,
monitorowanie przebiegu leczenia oraz
nawrotu choroby

ocena stopnia zaawansowania, monito-
rowanie przebiegu leczenia oraz nawrotu
choroby, podwyzszony poziom obserwuje
sie tez w przypadku zapalenia trzustki
oraz stanu zapalnego jelit

uzywany w kombinacji z CA-125 nie ma prze-
stanek co do samodzielnego zastosowania;
w raku jelita grubego w kombinacji z CEA

ocena stadium zaawansowania choroby,
monitorowanie przebiegu leczenia oraz
nawrotu choroby, podwyzszony poziom
obserwuje sie w przypadku gruczolistno-
$ci $rédmacicznej (endometriozy)

ocena stadium zaawansowania choroby,
monitorowanie przebiegu leczenia oraz
nawrotu choroby, podwyzszony poziom
obserwuje sie w przypadku anemii ztosli-
wej oraz zapalenia tarczycy

monitorowanie leczenia oraz nawrotu
choroby, podniesiony poziom obserwuje
sie w przypadku zapalenia watroby, okre-
znicy lub trzustki oraz u oséb palacych

pomocny w diagnozowaniu, monitorowa-
niu leczenia oraz nawrotu choroby, po-
ziom podniesiony w przypadku ciazy oraz
niewydolnosci jader

ocena stadium zaawansowania choroby,
monitorowanie przebiegu leczenia oraz
nawrotu choroby, nadprodukcja immu-
noglobulin czy przeciwciat oceniana
elektroforetycznie

monitorowanie leczenia, w przypadku
tego typu raka ptuc ocena tego markera
daje lepszy efekt niz ocena CEA

w badaniach przesiewowych oraz diagno-
zowaniu raka prostaty, monitorowaniu
leczenia oraz nawrotu choroby, podnie-
siony poziom tego markera obserwuje
sie w poczatkowych stadiach przerostu
prostaty (hipertrofia) zapaleniu prostaty,
moze tez by¢ zwiazany z wiekiem
pomoc w diagnozowaniu, nie jest uzywa-
ny rutynowo ze wzgledu na wzrost jego
poziomu z wiekiem

4

(20,21)

(22-24)

(25,26)

(27-29)

(30,31)

(11-14,
20-22)

(32,33)

(34)

(39)

(9,39)

(36)
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I 2 3 4

Prostatic acid phosphatase przerzutujacy rak prostaty, pomoc w diagnozowaniu, nie jest uzywa- (37-39)
(PAP) szpiczak, rak ptuc ny rutynowo poniewaz podwyzszony po-

ziom markera obserwuje sie w przypad-

ku sianu zapalnego prostaty

S-100 przerzutujacy czerniak pomoc w diagnozowaniu (40-42)
TA-90 przerzutujacy czerniak pomoc w diagnozowaniu (41)
Thyroglobulin rak tarczycy monitorowanie nawrotu choroby, uzywa- (43,44)
ny po usunieciu tarczycy do oceny poste-
péw leczenia

3. Wykorzystanie metod proteomiki w poszukiwaniu markerow
nowotworowych

Kazdego roku dzieki rozwojowi metod badawczych odkrywa sie wiele nowych
potencjalnych markeréw nowotworowych. Trudno jednak na podstawie obecnosci
lub pomiaru poziomu jednego czynnika otrzymac uzyteczng klinicznie informacje.
Dlatego tez obecnie, wykorzystujagc nowoczesne techniki biologii molekularnej,
prébuje sie ustali¢ wzor (profil) gendw lub biatek swoistych dla choroby nowotwo-
rowej. Uwaza sie, ze dopiero zestaw gendw, transkryptoéw czy biatek mdgtby by¢
wiarygodnym markerem nowotworowym. W poszukiwaniu markera ,,idealnego”
bierze sie pod uwage jego czutos¢, swoistos¢, koszty oznaczania, powtarzalnosé
wynikéw i mozliwos¢ zastosowania u pacjentdéw na réznym stadium rozwoju choro-
by, np. przy guzach o réznym stopniu zaawansowania. W badaniach wykorzystuje
sie bardzo réznorodny material: tkanki, osocze, surowice, mocz czy ptyn moézgo-
wo-rdzeniowy. W badaniach proteoméw badacze dysponuja szeregiem nieustannie
unowoczesnianych technik, ktérych uzycie umozliwia poszukiwanie markeréw no-
wotworowych. W artykule tym zostang omoéwione najwazniejsze z tych technik,
ktére potencjalnie bedzie mozna wykorzysta¢ w diagnostyce.

4. Test ELISA

Metody analizy markeréw, aby mogty by¢ stosowane w praktyce klinicznej, po-
winny charakteryzowac sie wysoka czuto$cig, swoistoscig i powtarzalnoscig, krot-
kim czasem wykonywania oraz mozliwoscig przeprowadzania przynajmniej potilos-
ciowego pomiaru. Testem stosowanym rutynowo do iloSciowych oznaczen biatko-
wych markeréw proceséw nowotworowych sg testy immunoenzymatyczne. Ich za-
letg jest prostota i niska cena. Plytkowy test immunoenzymatyczny fazy statej -
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) zostat wprowadzony do praktyki la-
boratoryjnej w roku 1966 (45), i jest obecnie stosowany do: 1) wykrywania i ozna-
czen ilosciowych przeciwciat i antygendw, 2) charakterystyki strukturalnej antyge-
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RODZAJE TESTU ELISA

TESTY KONKURENCYJNE

~ WYLAPYWANIEM TEST Z WYLAPYWANIEM TEST Z ,WYLAPYWANIEM TEST KANAPKOWY
ANTYGENU" PRZECIWCIALA" PRZECIWCIALA" (SANDWICH ELISA)
(ANTIGEN CAPTURE) (ANTIBODY CAPTURE) (ANTIBODY CAPTURE)
Enzym
Enzym
Enzym
PLYTKA (laza stata) PLYTKA (faza stata) PLYTKA (laza stata) PLYTKA (faza stata)

Rys. 1. Schemat ilustrujacy rodzaje testu ELISA. Przedstawiamy schematycznie reakcje enzymatycz-
ne zachodzace w poszczegdlnych odmianach tego testu - podziat wynika z rodzaju reagenta umiesz-
czonego na fazie stalej.

now, oraz 3) okreslania swoistosci przeciwciat. Jest to najpowszechniej stosowany
test w badaniach biomedycznych (naukowych oraz diagnostycznych). Stuzy on do
wykrycia okres$lonych biatek w badanym materiale z uzyciem przeciwciat poliklonal-
nych lub monoklonalnych potgczonych z odpowiednim enzymem. Zasada dziatania
testu polega na tym, ze przeciwciato zwigzane z okreSlonym enzymem moze specy-
ficznie rozpoznawac dane biatko (antygen zawarty w materiale biologicznym), ktére
wczesniej zostato unieruchomione na podiozu. Po dodaniu przeciwciat nastepuje
utworzenie kompleksu z antygenem, zatem przeciwciato takze zostaje unierucho-
mione. Po wyptukaniu nie zwigzanego przeciwciata i dodaniu substratu dla enzymu
zwigzanego z przeciwciatem zachodzi reakcja enzymatyczna. Obecno$¢ produktu
reakcji enzymatycznej (moze to by¢ np. produkt barwny powstajacy z bezbarwnego
substratu) $wiadczy o obecnosci danego biatka w badanym materiale, a pomiar ma
charakter ilosciowy. Metoda ELISA. podobnie jak innymi metodami immunologicz-
nymi, mozna bada¢ zidentyfikowane biatka o znanej strukturze, dla ktérych dostep-
ne sg wysoce swoiste przeciwciata. W zaleznosci od komponentdw reakcji enzyma-
tycznej umieszczonych na plytce (fazie statej) wyrdznia sie kilka odmian tego testu
(rys. 1).

Niezaleznie od rodzaju przeprowadzanego badania, kazdy test immunoenzyma-
tyczny wymaga wykorzystania fazy statej optaszczonej przeciwciatlem lub antyge-
nem. Jako fazy statej uzywa sie zwykle ptytek polistyrenowych lub pleksiglasowych
ze studzienkami (dotkami), do ktérych mozna dodawacé niewielkie ilosci roztworéw.
Kazdy dotek petni funkcje mikroprobowki, przy czym w testach ELISA uzywa sie
zwykie ptytek 96-dotkowych. Optaszczanie z reguty przeprowadza sie przez doda-
nie do studzienki roztworu przeciwciata lub antygenu, i inkubacje przez okreslony
czas w odpowiedniej temperaturze. Po przeprowadzeniu opfaszczenia nalezy jesz-
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cze zablokowa¢ miejsca niezajete przez przeciwciato lub antygen. Dokonuje sie
tego za pomocg czynnikéw blokujacych, np. roztworu owoalbuminy lub odttuszczo-
nego mleka, co zapobiega niespecyficznemu przytgczaniu sie biatek do fazy stalej
podczas nastepnych etapow testu.

Technikami ELISA rutynowo oznacza sie we krwi tradycyjne markery nowotwo-
rowe. Dzieki komercyjnie dostepnym zestawom mozna oznaczy¢, np. biatko HER-2
(c-erbB-2), bedace markerem zwigzanym m.in. z odpowiedzig na zastosowane fecze-
nie (chemioterapia u pacjentek z rakiem piersi). W strukturze biatka HER-2 wyrdznia
sie trzy domeny, a komercyjne zestawy do jego wykrywania zawierajg przeciwciata
swoiste dla domeny pozakomoérkowej, co umoztiwia jego oznaczanie w surowicy
krwi. W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano wystepowanie zwiek-
szonej ekspresji genu kodujgcego biatko HER-2 lub wystepowanie zmutowanej for-
my tego biatka u 0s6b z rakiem piersi i ptuc. Innym powszechnie badanym progno-
stycznym markerem nowotworowym jest biatko p53. Okres potowicznego rozpadu
prawidtowego biatka p53 wynosi 6-20 minut, co powoduje, ze biatko to nie jest wy-
krywane w surowicy krwi. Natomiast forma zmutowana biatka p53 (o okresie poto-
wicznego rozpadu 6-12 godzin), moze by¢ wykrywana w ptynach pozakomorko-
wych, w tym réwniez w surowicy krwi. Testem ELISA mozna oznaczac takze poziom
przeciwciat anty-p53. Poziom przeciwciat anty-p53 badany byt we krwi pacjentek
z rakiem piersi leczonych dwoma r6znymi schematami chemioterapii. Na podstawie
analizy wykazano obnizony poziom przeciwciat anty-p53 u pacjentek leczonych tak-
sanami. Negatywny status przeciwciata anty-p53 moze prognozowac¢ dobrg odpo-
wiedz réwniez na leczenie oparte na antracyklinach (20,46). Test ELISA, jako meto-
da majgca ugruntowang pozycje w diagnostyce klinicznej, wykorzystywany jest cze-
sto do weryfikacji wynikéw innych badan oraz jako nieinwazyjna metoda diagnozo-
wania pacjentow z rozpoznaniem nowotworowym. U pacjentek z rakiem piersi zwe-
ryfikowano w ten sposdb przydatno$¢ analizy nektyny-4 jako markera histologiczne-
go oraz serologicznego (47).

5. Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym

Ptyny ustrojowe zawierajg wiele biatek tworzacych kompieksy i wymagajacych
rozdzielenia przed ich dalsza analiza. Rozdziat elektroforetyczny bialek jest naj-
starszg i najczesciej wykorzystywang technika proteomiczng. W badaniach wykorzy-
stuje sie zazwyczaj dwukierunkowg elektroforeze w zelu poliakrylamidowym. Anali-
za ta jest dwuetapowa (rys. 2). W pierwszym etapie biatka sg rozdzielane w zelu
w zaleznosci od punktu izoelektrycznego (pl), czyli wartosci pH przy ktérej wypad-
kowy tadunek elektryczny biatka jest rowny zeru. W drugim etapie biatka o podob-
nym punkcie izoetektrycznym sa rozdzietane w zateznosci od ich wielkosci w zelu
zawierajgcym czynnik denaturujgcy oraz nadajacy rozdzielanym biatkom fadunek
ujemny - dodecylosiarczan sodu (SDS). Po zakonczeniu etektroforezy biatka w zelu
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Rys. 2. Schemat przedstawiajacy etapy dwukierunkowej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym.
W kierunku pierwszym biatka rozdzielane sa pod wzgledem wartosci pl (punktu izoelektrycznego), na-
tomiast w drugim w zaleznosci od wielkosci biatka.

sg wizualizowane poprzez barwienie solami srebra, barwnikiem Coomassie Blue
R-250 lub barwnikami fluorescencyjnymi. Widoczne na zelu plamki sg wycinane,
a nastepnie identyfikowane metodami spektrometrii mas. Technika ta Jest wykorzy-
stywana na przyktad do badan réznic w proteomach os6b zdrowych oraz chorych.
Specjalne programy stuzg do identyfikacji plamek réznicujacych rozdziaty elektrofo-
retyczne. W potaczeniu z identyfikacjg biatek metodami spektrometrii mas elektro-
foreza dwukierunkowa zostata z sukcesem wykorzystana do identyfikacji wielu no-
wych markeréw nowotworowych. W wyniku takiej analizy preparatéw surowicy
krwi stwierdzono, ze kwasna alfa-l-glikoproteina i klusteryna ulega nizszej ekspre-
sji w przypadku raka piersi, natomiast poziom transtyreiny specyficznie sie obniza
w przypadku raka jajnika. Poziom innego biatka surowicy - haptoglobiny jest wyz-
szy w przypadku kilku innych nowotworéw (48).

W zwigzku z faktem, ze w surowicy duzg cze$¢ stanowig znane biatka takie jak:
albumina, immunoglobuliny, transferyna, haptoglobina oraz antytrypsyna czesto sto-
suje sie kombinacje odmiany dwukierunkowej elektroforezy w zelu poliakrylamido-
wym DIGE (ang. Differential In-Gel Electrophoresis). Warunkiem koniecznym przed wy-
konaniem elektroforezy metoda DIGE jest wczesniejsze usuniecie biatek za pomocg
wymienionych technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej lub/oraz immuno-
powinowactwa. Po oddzieleniu gtdwnych biatek surowicy u chorych z rakiem trzust-
ki stwierdzono, ze poziom apolipoproteiny E, alfa-l-antychymotrypsyny oraz inhibi-
tora inter-alfa-trypsyny jest wyzszy niz u oséb zdrowych (49). Podobng technika
(elektroforeza 2-D-DIGE) usuwajgc z probek surowicy przed analizg albumine oraz
immunoglobuliny ustalono, ze biatkami (potencjalnymi markerami) roznicujacymi
preparaty pacjentek z rakiem piersi od os6b zdrowych sa: proapolipoproteina A-l,
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transferyna, i hemoglobina (wyzszy poziom biatka w przypadku surowicy os6b cho-
rych) oraz apolipoproteina A-l, apolipoproteina C-lll i alfa-2-haptoglobina (wyzszy
poziom biatka w surowicy 0s6b zdrowych). Potencjalne biomarkery raka piersi byty
oceniane réwniez standardowymi technikami immunologicznymi {Western biot, ELI-
SA). Poziom transferyny korelowat z wynikami elektroforezy, ale haptoglobiny i apo-
lipoproteiny A-l nie wykryto rutynowym testem diagnostycznym, co sugeruje wyz-
szg czutos¢ zastosowanej metody (50).

Podsumowujac, analiza surowicy lub osocza techniky elektroforezy dwukierun-
kowej w potgczeniu z identyfikacjg biatek technikami spektrometrii mas jest, jak sie
wydaje, doskonatym narzedziem w ustalaniu réznic pomiedzy stanem prawidtowym
a zmianami patologicznymi - nie tylko w przypadku chorob nowotworowych.

6. Spektrometria mas

Uniwersalng metodg badania biatek jest spektrometria mas, stosuje sie wiele
réznorodnych metod wzbudzania analitu oraz analizy powstajgcych jonéw. Pod-
stawg tej techniki jest pomiar stosunku masy (m) do fadunku elektrycznego (z) jo-
noéw powstajacych w wyniku jonizacji czasteczek analizowanych zwigzkéw chemicz-
nych (biatek) wzbudzanych przy wykorzystaniu odpowiednich Zrédet. Typowy spek-
trometr mas sktada sie z komory jonizacyjnej, analizatora i detektora, sprzezonych
z komputerowym systemem kontroli oraz rejestracji i analizy danych (rys. 3). W ba-
daniach proteomo6w najczesciej wykorzystywang konfiguracjg jest potaczenie Zrodia
jonéw wykorzystujacych do jonizacji czasteczek analitu wykrystalizowane w odpo-
wiedniej matrycy laser (MALDI, ang. Matrix Assisted Laser Desorption) z analizatorem
czasu przelotu (ToF, ang. Time ofFlight). Podstawowg zaletg techniki MALDI-ToF jest
mozliwo$¢ bezposredniej identyfikacji biatek znajdujacych sie w mieszaninie. Ta
metoda instrumentalna charakteryzuje sie wysoka czutoscia, w sprzyjajacych warun-
kach mozliwe jest wykrycie nawet attomolowych ilosci biatka. Technika ta stata sie
konkurencyjna w stosunku do innych metod powszechnie stosowanych w proteomi-
ce gtéwnie ze wzgledu na mozliwos$¢ analizy biatek obecnych w bardzo matych ste-
zeniach, nawet w skomplikowanych mieszaninach takich jak ptyny ustrojowe. Anali-
zowang substancje jonizuje sie po jej zmieszaniu z roztworem matrycy. W tego typu
spektrometrze (MALDI ToF) analizowana substancja ulega jonizacji poprzez przyts-
czenie pojedynczego protonu [M+H]+, ze wzgledu na niewielki nadmiar energii
protonowane czasteczki w bardzo niewielkim stopniu ulegajg fragmentacji, ponad-
to powstawanie jonéw wielokrotnie natadowanych [M+nH]"+ zachodzi w niewiel-
kim stopniu (51). Drugim powszechnie stosowanym podejsciem analitycznym jest
wykorzystanie sprzezenia chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas ze
Zrodtem jonizacji poprzez elektrorozpraszanie oraz analizator przystosowany do
analizy widm powstajgcych w wyniku kolizyjnie indukowanej jonizacji
(LC/ESI/ICID/IMSIMS, ang. Liquid Chromatography Electrospray Mass Spectrometry with
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Rys. 3. Schemat ilustrujacy etapy procesu poszukiwania biomarkeréw metoda analizy surowicy/oso-
cza w spektrometrze ze Zrédtem jonéw MALDI (A) oraz ich selekcji dzieki technikom obliczeniowym (B).

Collision Induced Dissociation). Ciggle doskonalone metody spektrometrii mas znaj-
dujg bardzo szerokie zastosowanie w badaniach proteomicznych. Dzieki wykorzy-
staniu roznych technik spektrometrii mas mozliwe jest odczytanie mas czgsteczko-
wych peptydow oraz biatek o masie powyzej 500 kDa, w prébkach zawierajgcych je-
dynie pikomolowe ilosci analizowanych czasteczek. Doktadno$é pomiaru mas czas-
teczkowych na podstawie widm masowych czesto osigga 0,01”, podczas gdy
w przypadku technik elektroforetycznych wartos¢ ta oscyluje pomiedzy 5 a 10%.

R&zne odmiany techniki MALDI-ToF, lub zblizonej do niej SELDI-ToF, (ang. Surfa-
ce-Enhanced Laser Desorption/lonization) sg wykorzystywane do poszukiwania réznic
pomiedzy proteomem os6b zdrowych, a 0s6b z rozpoznaniem choroby nowotworo-
wej. Dotychczas dzieki technikom spektrometrii dokonano odkrycia kilku obiecu-
jacych markeréw wczesnego wykrywania raka jajnika (52), prostaty (53) czy raka
piersi (54). Poszukuje sie tymi technikami réwniez markeréw skutecznosci terapii
przeciwnowotworowej - chemio- czy radioterapii (55). Analiza niskoczasteczko-
wych biatek krwi zwigzanych z albuming surowicy zostata wykonana w przypadku
krwi pacjentek z rakiem jajnika. Zidentyfikowano w ten sposéb we frakcji surowicy
swoiste fragmenty biatek zaangazowanych w proces nowotworzenia, m.in. fragment
biatka BRCA2 (56). Obecnie rozwdj technik spektrometrii mas umozliwia identyfika-
cje biatek roznicujacych osoby zdrowe od os6b z rozpoznanym nowotworem
(57-59). Dzieki zastosowaniu metod bioinformatyki, ktérymi analizowa¢ mozna duze
ilosci danych generowanych przez spektrometry mas oraz specjalnie opracowanych
algorytmoéw klasyfikujacych mozna w tej chwili identyfikowac potencjalne znaczniki
procesu nowotworowego (rys. 3B). Okazato sie, ze wiekszo$¢ zidentyfikowanych
w ten sposob markerdw to biatka (lub ich fragmenty) wystepujace fizjologiczne w su-
rowicy w wysokich stezeniach, m.in. amyloid A, apolipoproteina A, fibrynogen i fibry-
nopeptydy, czy hemoglobiny (60). Na podstawie obserwacji, ze wsrdd potencjalnych
biomarkeréw nowotworzenia znajduja sie swoiste fragmenty ,.fizjologicznych” bia-
tek surowicy wskazano na konieczno$¢ systematycznego zbadania niskoczasteczko-
wej frakcji peptydow surowicy (ponizej 3000 Da), tak zwanego ,,peptydomu” lub ,,de-
gradomu”. Dokonano analizy i identyfikacji 61 peptydéw surowicy réznicujgcych
chorych z trzema typami nowotwor6w (rak gruczotu krokowego, pecherza i piersi)
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i osoby zdrowe (61). Wérod rdznicujacych peptyddw znalazty sie m.in. swoiste frag-
menty fibrynopeptydu A, fibryny, apolipoproteiny A-l, A-1V, E iJ, biatek C3 i C4a, bra-
dykininy i transtyretyny. Klasyfikator sktadajgcy sie z 61 peptyddw nie tylko odroz-
nia! zdrowych od chorych, ale pozwalat zr6znicowaé chorych z réznymi typami no-
wotwordéw. Wskazywato to, ze klasyfikator nie byt znacznikiem nieswoistego proce-
su chorobowego (np. stanu zapalnego), ale byt swoisty dla rodzaju nowotworu.

7. Macierze biatkowe

Macierze biatkowe stuza do doktadnego okreslania typu i ilosci biatka w bada-
nym plynie ustrojowym lub tkance. Na cienkich ptytkach umieszcza sie miliony kopii
roznych przeciwciat, z ktorych kazde faczy sie ze Scisle okreslonym fragmentem
biatka (rys. 4A) (62). Za pomoca specjalnych macierzy biatkowych mozna okreslic,
ktdre z istniejacych w komorkach biatek ze sobg oddziatujg. Ponadto mozna zbada¢
oddziatywania biatek z fosfolipidami oraz substraty kinaz biatkowych. Obecnie
w badaniach proteomicznych wykorzystuje sie trzy typy macierzy biatkowych: funk-
cjonalne, analityczne oraz fazy odwrdconej (62,63). Najczesciej uzywane macierze
analityczne stuzg do profitowania mieszanin biatkowych w celu okreslenia ich po-
ziomu ekspresji, specyficznosci oraz sity powinowactwa. Najpopularniejszymi ma-
cierzami analitycznymi sg takie, w ktorych na fazie statej umieszczonych jest wiele
kopii roznych przeciwciat (biblioteka przeciwcial), z ktorych kazde wigze sie z okres-
lonym fragmentem biatka. Najczesciej wykorzystuje sie tzw. metode kanapkowg
(rys. 4A), polegajacg na wykrywaniu biatka przez dwa rozne przeciwciata. Jedno

surowica
+ przaciwciala

Antygwi - praklwcMo

przacfwciala
Afitygsn = pnscNwiatp

Rys. 4. Schemat przedstawiajacy dwie najbardziej typowe reakcje zachodzace na macierzy biatko-
wej (A) oraz przyktadowy odczytAvynik takiej anatizy (B).
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wigze sie do czasteczki biatka, a drugie przytacza do niej znacznik fluorescencyjny.
Przyktadowy wynik otrzymany z wykorzystaniem macierzy biatkowej zaprezentowa-
no na rysunku 4B. Ten typ macierzy moze by¢ uzywany do monitorowania réznic
w profilach ekspresji biatek w diagnostyce Klinicznej (64). Techniki macierzy biatko-
wych uZ3wane sa w badaniach nowotworéw jako uzupetnienie rutynowych testow
diagnostycznych, takich jak ELISA. Z zastosowaniem tej techniki analizowano po-
ziom 169 biatek w surowicy pacjentek z rakiem jajnika oraz oséb zdrowych w wyni-
ku czego wyselekcjonowano cztery potencjalne markery: leptyne, prolaktyne, oste-
opontyne oraz insulinopodobny czynnik wzrostu Il (65,66).

8. Podsumowanie

Markery nowotworowe sg czynnikami (zazwyczaj biatkami lub peptydami), ktére
wystepujg w ptynach ustrojowych (mocz, krew) os6b chorych lub w guzie. R6zne
markery moga by¢ zwigzane z r6znymi typami nowotworéw. W zaleznosci od swo-
istosci i czutosci moga one by¢ uzyteczne w diagnozowaniu oraz przewidywaniu od-
powiedzi nowotworu na zastosowang terapie. Na obecnym etapie wiedzy o marke-
rach i ich przydatno$ci w leczeniu nowotworéw nie mogg one by¢ wykorzystywane
samodzielnie do diagnozowania choroby. Sg one jednak wartosciowym uzupetnie-
niem wynikéw uzyskanych z innych rodzajéw badan (histopatologia, badania obra-
zowe). Mozna jednak mieé¢ nadzieje, ze w przysztosci, dzieki rozwojowi nowych,
bardziej precyzyjnych i czutych technik badawczych, mozliwe stanie si¢ wykorzysta-
nie molekularnych markeréw do kompletnego diagnozowania choroby oraz monito-
rowania terapii.

Praca zrealizowana w ramach projektéw MNiSzW 2P05E06730 oraz 2P05B12630.
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