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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

Komórki organizmu człowieka, w zależności od ich typu, produkują od 30 000 do 
120 000 rodzajów białek, obecnych w różnych ilościach, od kilku do wielu milionów 
kopii w pojedynczej komórce. Większość z nich to białka konstytutywne, występujące 
w ponad 10 000 kopii w różnych typach komórek, ale każda z nich zawiera też od kil­
kudziesięciu do kilkuset rodzajów białek swoistych dla danego rodzaju komórki lub 
tkanki. Proteomika jest dziedziną biologii zajmująca się analizą proteomu, czyli kom­
pletnego zestawu białek występujących w danej komórce, tkance lub całym organiz­
mie. Badania nad proteomem ukierunkowane są na jakościowy oraz ilościowy opis 
wszystkich białek występujących w analizowanych komórkach lub tkance. W przeci­
wieństwie do genomiki, w której zakres wchodzą badania relatywnie stabilnego geno­
mu, analiza proteomu dotyczy układu dynamicznego, zmieniającego się w trakcie cy­
klu komórkowego oraz w wyniku oddziaływań z innymi komórkami bądź środowi­
skiem (1). Badania proteomiczne stwarzają możliwości poznania wszystkich białek 
znajdujących się w komórce, ich struktury, modyfikacji, funkcji oraz wzajemnych rela­
cji między nimi. Powinno to umożliwić wyjaśnienie mechanizmów przebiegu szlaków 
przekazywania sygnałów, zrozumienie molekularnych przyczyn chorób oraz projekto­
wanie nowych leków, a w efekcie planowanie terapii „spersonalizowanych”.

Czynniki biologiczne (na przykład białka), których stan (modyfikacje potransla- 
cyjne) i/lub ilość odzwierciedla ryzyko, występowanie lub stopień zaawansowania 
choroby, oraz efekty terapii nazywamy znacznikami lub biomarkerami. W badaniach 
onkologicznych odpowiednio dobrane zestawy markerów mogą dostarczyć infor­
macji o czynnikach kancerogennych, na które eksponowany był dany organizm. Po­
zwalają też wykryć wczesne zmiany o charakterze przed nowotworowym (hiperpla- 
zja, dysplazja) poprzedzające wystąpienie jawnej postaci raka, czy też umożliwiają 
monitorowanie przebiegu leczenia. Proteomika kliniczna jest działem proteomiki, 
którego przedmiotem jest analiza zmian proteomu w czasie rozwoju choroby, a tak­
że w trakcie postępów terapii, jej głównym zadaniem jest identyfikacja i scharakte­
ryzowanie biomarkerów białkowych użytecznych w molekularnej diagnostyce cho­
roby. W onkologii głównym celem badań proteomicznych jest znalezienie biomar­
kerów, których pomiar pozwoli na wykrycie choroby nowotworowej we wczesnym 
stadium, a także zmian związanych z procesem leczenia oraz skutecznością zasto­
sowanej terapii (czasem przeżycia, remisji). W proteomice klinicznej zakres zainte­
resowań obejmuje nie tylko białka wewnątrzkomórkowe, ale również białka lub ich 
fragmenty obecne w płynach ustrojowych takich jak mocz czy krew (2,3).

2. Tradycyjne nowotworowe markery białkowe

Białkowe markery nowotworowe są wykorzystywane m.in. w klasycznej patolo­
gii, w której techniki immunohistochemiczne są standardem pozwalającym na wy­
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krycie i zdiagnozowanie nowotworu. Diagnostyczne biomarkery nowotworowe moż­
na podzielić na prognostyczne i predykcyjne (4). Markery prognostyczne pozwalają 
na określenie rokowania niezależnie od sposobu leczenia. Klasycznymi czynnikami 
prognostycznymi w przypadku wielu nowotworów są wielkość guza pierwotnego, 
typ histologiczny raka, stopień złośliwości oraz stan węzłów chłonnych określony 
w badaniu mikroskopowym (5). W wyniku rozwoju biologii molekularnej lista czyn­
ników prognostycznych uległa znacznemu rozszerzeniu i znalazły się na niej między 
innymi; receptory hormonów, markery angiogenezy czy proliferacji (6). Do tej grupy 
należy receptor dla naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. Epidermal Growth 
Factor Receptor). Zwiększoną ekspresję EGFR stwierdzono w komórkach różnych no­
wotworów, w tym w 50-80% niedrobnokomórkowych raków płuca. Przekazywanie 
sygnału komórkowego poprzez EGFR pobudza podziały komórek guza, hamuje apo- 
ptozę oraz nasila angiogenezę i zdolność do tworzenia przerzutów. Nadmierna eks­
presja receptorowych kinaz tyrozynowych rodziny ErbB {HER) jest związana ze złą 
prognozą w przypadku wielu rodzajów nowotworów (6,7). Onkogen c-erbB2 
(Fłer2/neu) koduje transbłonową glikoproteinę pl85 o funkcji receptora kinazy tyro- 
zynowej. W literaturze wskazuje się, że podwyższona ekspresja onkogenu c-erbB2 
może być związana z występowaniem raka piersi. Czynnikami prognostycznymi są 
także markery proliferacji. Do tej grupy zalicza się odsetek komórek w fazie S, oce­
niany na podstawie zawartości DNA w komórkach - aneuploidalne komórki guza 
wykazują większą oporność na leczenie. Czynnikiem prognostycznym jest również 
ekspresja genu TP53. Mutacje i nadmierna ekspresja tego genu związana jest z ryzy­
kiem rozwoju na przykład raka płuca - w grupie chorych z dyspłazją nabłonkową 
III stopnia i zwiększoną ekspresją tego genu ryzyko to wynosiło 91%. Obecność mu­
tacji w genie TP53 związana jest m.in. z krótszym czasem przeżycia chorych na raka 
płuc. Wpływ na przebieg choroby nowotworowej mają również proteazy związane 
ze zdolnością do przerzutowania. W tej grupie znajdują się aktywator plazminoge- 
nu typu urokinazy (uPAl) oraz inhibitor tego aktywatora (7,8).

Natomiast czynniki, które określają prawdopodobieństwo uzyskania remisji 
w przypadku zastosowania określonej metody leczenia są czynnikami predykcyjny- 
mi. Wiedza dotycząca czynników predykcyjnych jest uboższa. Obecnie poszukuje 
się biomarkerów, które umożliwiłyby określenie grup chorych mających możliwie 
największe szanse wyleczenia przy zastosowaniu określonego sposobu leczenia.

Białkowe markery nowotworowe można badać w płynach ustrojowych. Mogą 
być one produkowane przez komórki nowotworowe lub prawidłowe w odpowiedzi 
na pojawienie się zmian nowotworowych, czy też być produktem rozpadu tych ko­
mórek w trakcie zastosowanego leczenia. Cennym źródłem biomarkerów są płyny 
ustrojowe szczególnie w tzw. badaniach przesiewowych. Badania przesiewowe po­
legają na poszukiwaniu markerów choroby u osób, u których nie występują klinicz­
ne objawy choroby. Markery wczesnego wykrywania to takie elementy (składowe) 
biologii nowotworu, które pozwalają identyfikować rozwój choroby nowotworo­
wej, w chwili kiedy jest mniejsze ryzyko rozprzestrzenienia się choroby i może ona
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dobrze odpowiadać na zastosowane leczenie. Najbardziej znanym markerem nowo­
tworowym jest obecny we krwi swoisty dla prostaty antygen PSA (ang. Prostate-Speci- 
fic Antygen), który jest używany (samodzielnie lub z badaniem doodbytniczym) w ba­
daniach przesiewowych do wczesnego wykrywania raka prostaty. Niestety wynik ba­
dania nie zawsze odzwierciedla zmiany chorobowe, w związku z tym nie u wszyst­
kich mężczyzn to badanie przynosi oczekiwane rezultaty (9). Podobnie jak PSA, wie­
le wykorzystywanych markerów nowotworowych może występować także w pra­
widłowych komórkach, a w trakcie rozwoju choroby nowotworowej zmianie ulega 
ich poziom. Zdarza się też, że inne niż nowotworowe zmiany chorobowe (stany za­
palne, przerosty tkanki) mogą podnosić poziom markera nowotworowego powyżej 
normy. Dlatego też czasem informacja o poziomie markera nie jest wystarczająca 
do postawienia diagnozy czy wprowadzenia zmian w schemacie leczenia, ale powin­
na być traktowana jako uzupełnienie badań klinicznych i obrazowych.

Pomimo zastrzeżeń, markery mogą być przydatne w monitorowaniu przebiegu le­
czenia lub w diagnozowaniu nowotworów w stadium rozsiewu oraz gdy źródło jego 
powstania jest nieznane. Przykładem markera znajdującego zastosowanie w monito­
rowaniu leczenia jest antygen karcynoembrionalny - CEA. Jest to glikoproteina 
związana z powierzchnią błon komórek embrionalnych oraz nowotworowych poprzez 
glikofosfatydyloinozytol, i w związku z tym łatwo uwalniana do krwiobiegu (10). CEA 
ulega ekspresji we wszystkich gruczolakorakach i jest znajdowany zarówno wewnątrz- 
jak i pozakomórkowo (10,11). Na podstawie dotychczasowych badań wykazano, że 
wysoki poziom CEA w surowicy krwi oceniany przedoperacyjnie jest niekorzystnym 
czynnikiem prognostycznym u chorych na raka okrężnicy (12). Wzrost poziomu CEA 
po resekcji nowotworu jest często obserwowany w przypadku wystąpienia przerzu­
tów, zwłaszcza w wątrobie (11). Podwyższone stężenie tego markera w III stopniu za­
awansowania klinicznego wykrywane po operacji wiąże się z wyższym lyzykiem wzno- 
wy i przerzutów, a także znaczącym statystycznie niższym przeżyciem 5-letnim (12,13). 
W tabeli przedstawiono białkowe markery oznaczane w surowicy krwi obwodowej 
i stosowane w ocenie skuteczności leczenia różnych typów nowotworów.

Tabela
Markery nowotworowe stosowane obecnie w praktyce lekarskiej

Marker nowotworowy Typ nowotworu
Obecne zastosowanie w praktyce lekar­

skiej
Literatura

1 2 3 4

AFP {alpha-feto protein) wątroba, komórki macierzyste 
nowotworu jajnika oraz jąder

ocena stadium zaawansowania choroby, 
monitorowanie przebiegu leczenia oraz 
nawrotu choroby

05,16)

B2M {beta-2 microglobulin) szpiczak mnogi oraz chloniaki prognozowanie przebiegu leczenia, obec­
ny w przypadku innych chorób (choroba 
Crohna, zapalenie wątroby)

(17-19)
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1 2 3 4

CA 15-3 {cancer antigen 15-3) rak piersi, pluc oraz jajnika ocena stadium zaawansowania choroby, 
monitorowanie przebiegu leczenia oraz 
nawrotu choroby

(20,21)

CA 19-9 {cancer antigen 19-9) rak trzustki, rak jelita grubego ocena stopnia zaawansowania, monito­
rowanie przebiegu leczenia oraz nawrotu 
choroby, podwyższony poziom obserwuje 
się też w przypadku zapalenia trzustki 
oraz stanu zapalnego jelit

(22-24)

CA 72-4 {cancer antigen 72-4) rak jajnika, rak jelita grubego używany w kombinacji z CA-125 nie ma prze­
słanek co do samodzielnego zastosowania; 
w raku jelita grubego w kombinacji z CEA

(25,26)

CA-125 {cancer antigen 125) rak jajnika ocena stadium zaawansowania choroby, 
monitorowanie przebiegu leczenia oraz 
nawrotu choroby, podwyższony poziom 
obserwuje się w przypadku gruczolistno- 
ści śródmacicznej (endometriozy)

(27-29)

Calcitonin rak rdzeniasty tarczycy ocena stadium zaawansowania choroby, 
monitorowanie przebiegu leczenia oraz 
nawrotu choroby, podwyższony poziom 
obserwuje się w przypadku anemii złośli­
wej oraz zapalenia tarczycy

(30,31)

CEA {carciono-embryonic 
antigen)

rak jelita, płuc, piersi, tarczy­
cy, trzustki, wątroby, szyjki 
macicy oraz pęcherza moczo­
wego

monitorowanie leczenia oraz nawrotu 
choroby, podniesiony poziom obserwuje 
się w przypadku zapalenia wątroby, okrę- 
żnicy lub trzustki oraz u osób palących

(11-14,
20-22)

hCG {human chorionic 
gonadotropin)

rak jąder pomocny w diagnozowaniu, monitorowa­
niu leczenia oraz nawrotu choroby, po­
ziom podniesiony w przypadku ciąży oraz 
niewydolności jąder

(32,33)

immunoglobuliny monoklonalne 
{monoclonal immunoglobulins)

szpiczak mnogi oraz Makro- 
globulinemia Waldenstroma

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

(34)

NSE {neuron-specific enolase) neuroblastoma, drobnoko- 
mórkowy rak płuc

monitorowanie leczenia, w przypadku 
tego typu raka płuc ocena tego markera 
daje lepszy efekt niż ocena CEA

(35)

PSA {prostate specific antigen) 
całkowity oraz niezwiązany

rak prostaty w badaniach przesiewowych oraz diagno­
zowaniu raka prostaty, monitorowaniu 
leczenia oraz nawrotu choroby, podnie­
siony poziom tego markera obserwuje 
się w początkowych stadiach przerostu 
prostaty (hipertrofia) zapaleniu prostaty, 
może też być związany z wiekiem

(9,39)

Prostate-specific membrane 
antigen (PSMA)

rak prostaty pomoc w diagnozowaniu, nie jest używa­
ny rutynowo ze względu na wzrost jego 
poziomu z wiekiem

(36)
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I 2 3 4

Prostatic acid phosphatase 
(PAP)

przerzutujący rak prostaty, 
szpiczak, rak ptuc

pomoc w diagnozowaniu, nie jest używa­
ny rutynowo ponieważ podwyższony po­
ziom markera obserwuje się w przypad­
ku sianu zapalnego prostaty

(37-39)

S-100 przerzutujący czerniak pomoc w diagnozowaniu (40-42)

TA-90 przerzutujący czerniak pomoc w diagnozowaniu (41)

Thyroglobulin rak tarczycy monitorowanie nawrotu choroby, używa­
ny po usunięciu tarczycy do oceny postę­
pów leczenia

(43,44)

3. Wykorzystanie metod proteomiki w poszukiwaniu markerów 
nowotworowych

Każdego roku dzięki rozwojowi metod badawczych odkrywa się wiele nowych 
potencjalnych markerów nowotworowych. Trudno jednak na podstawie obecności 
lub pomiaru poziomu jednego czynnika otrzymać użyteczną klinicznie informację. 
Dlatego też obecnie, wykorzystując nowoczesne techniki biologii molekularnej, 
próbuje się ustalić wzór (profil) genów lub białek swoistych dla choroby nowotwo­
rowej. Uważa się, że dopiero zestaw genów, transkryptów czy białek mógłby być 
wiarygodnym markerem nowotworowym. W poszukiwaniu markera „idealnego” 
bierze się pod uwagę jego czułość, swoistość, koszty oznaczania, powtarzalność 
wyników i możliwość zastosowania u pacjentów na różnym stadium rozwoju choro­
by, np. przy guzach o różnym stopniu zaawansowania. W badaniach wykorzystuje 
się bardzo różnorodny material: tkanki, osocze, surowicę, mocz czy płyn mózgo­
wo-rdzeniowy. W badaniach proteomów badacze dysponują szeregiem nieustannie 
unowocześnianych technik, których użycie umożliwia poszukiwanie markerów no­
wotworowych. W artykule tym zostaną omówione najważniejsze z tych technik, 
które potencjalnie będzie można wykorzystać w diagnostyce.

4. Test ELISA

Metody analizy markerów, aby mogły być stosowane w praktyce klinicznej, po­
winny charakteryzować się wysoką czułością, swoistością i powtarzalnością, krót­
kim czasem wykonywania oraz możliwością przeprowadzania przynajmniej półiloś- 
ciowego pomiaru. Testem stosowanym rutynowo do ilościowych oznaczeń białko­
wych markerów procesów nowotworowych są testy immunoenzymatyczne. Ich za­
letą jest prostota i niska cena. Płytkowy test immunoenzymatyczny fazy stałej - 
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) został wprowadzony do praktyki la­
boratoryjnej w roku 1966 (45), i jest obecnie stosowany do: 1) wykrywania i ozna­
czeń ilościowych przeciwciał i antygenów, 2) charakterystyki strukturalnej antyge-
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RODZAJE TESTU ELISA

TESTY KONKURENCYJNE

^ WYŁAPYWANIEM 
ANTYGENU"
(ANTIGEN CAPTURE)

TEST Z .WYŁAPYWANIEM 
PRZECIWCIAŁA" 
(ANTIBODY CAPTURE)

Enzym

TEST Z „WYŁAPYWANIEM 
PRZECIWCIAŁA"
(ANTIBODY CAPTURE)

TEST KANAPKOWY
(SANDWICH ELISA)

Enzym

PŁYTKA (laza stała) PŁYTKA (faza stała)

Enzym

PŁYTKA (laza stała) PŁYTKA (faza stała)

Rys. 1. Schemat ilustrujący rodzaje testu ELISA. Przedstawiamy schematycznie reakcje enzymatycz­
ne zachodzące w poszczególnych odmianach tego testu - podział wynika z rodzaju reagenta umiesz­
czonego na fazie stałej.

nów, oraz 3) określania swoistości przeciwciał. Jest to najpowszechniej stosowany 
test w badaniach biomedycznych (naukowych oraz diagnostycznych). Służy on do 
wykrycia określonych białek w badanym materiale z użyciem przeciwciał poliklonal- 
nych lub monoklonalnych połączonych z odpowiednim enzymem. Zasada działania 
testu polega na tym, że przeciwciało związane z określonym enzymem może specy­
ficznie rozpoznawać dane białko (antygen zawarty w materiale biologicznym), które 
wcześniej zostało unieruchomione na podłożu. Po dodaniu przeciwciał następuje 
utworzenie kompleksu z antygenem, zatem przeciwciało także zostaje unierucho­
mione. Po wypłukaniu nie związanego przeciwciała i dodaniu substratu dla enzymu 
związanego z przeciwciałem zachodzi reakcja enzymatyczna. Obecność produktu 
reakcji enzymatycznej (może to być np. produkt barwny powstający z bezbarwnego 
substratu) świadczy o obecności danego białka w badanym materiale, a pomiar ma 
charakter ilościowy. Metodą ELISA. podobnie jak innymi metodami immunologicz­
nymi, można badać zidentyfikowane białka o znanej strukturze, dla których dostęp­
ne są wysoce swoiste przeciwciała. W zależności od komponentów reakcji enzyma­
tycznej umieszczonych na płytce (fazie stałej) wyróżnia się kilka odmian tego testu 
(rys. 1).

Niezależnie od rodzaju przeprowadzanego badania, każdy test immunoenzyma- 
tyczny wymaga wykorzystania fazy stałej opłaszczonej przeciwciałem lub antyge­
nem. Jako fazy stałej używa się zwykle płytek polistyrenowych lub pleksiglasowych 
ze studzienkami (dołkami), do których można dodawać niewielkie ilości roztworów. 
Każdy dołek pełni funkcję mikroprobówki, przy czym w testach ELISA używa się 
zwykłe płytek 96-dołkowych. Opłaszczanie z reguły przeprowadza się przez doda­
nie do studzienki roztworu przeciwciała lub antygenu, i inkubację przez określony 
czas w odpowiedniej temperaturze. Po przeprowadzeniu opłaszczenia należy jesz­
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cze zablokować miejsca niezajęte przez przeciwciało lub antygen. Dokonuje się 
tego za pomocą czynników blokujących, np. roztworu owoalbuminy lub odtłuszczo­
nego mleka, co zapobiega niespecyficznemu przyłączaniu się białek do fazy stałej 
podczas następnych etapów testu.

Technikami ELISA rutynowo oznacza się we krwi tradycyjne markery nowotwo­
rowe. Dzięki komercyjnie dostępnym zestawom można oznaczyć, np. białko HER-2 
(c-erbB-2), będące markerem związanym m.in. z odpowiedzią na zastosowane łecze- 
nie (chemioterapia u pacjentek z rakiem piersi). W strukturze białka HER-2 wyróżnia 
się trzy domeny, a komercyjne zestawy do jego wykrywania zawierają przeciwciała 
swoiste dla domeny pozakomórkowej, co umożłiwia jego oznaczanie w surowicy 
krwi. W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano występowanie zwięk­
szonej ekspresji genu kodującego białko HER-2 lub występowanie zmutowanej for­
my tego białka u osób z rakiem piersi i płuc. Innym powszechnie badanym progno­
stycznym markerem nowotworowym jest białko p53. Okres połowicznego rozpadu 
prawidłowego białka p53 wynosi 6-20 minut, co powoduje, że białko to nie jest wy­
krywane w surowicy krwi. Natomiast forma zmutowana białka p53 (o okresie poło­
wicznego rozpadu 6-12 godzin), może być wykrywana w płynach pozakomórko- 
wych, w tym również w surowicy krwi. Testem ELISA można oznaczać także poziom 
przeciwciał anty-p53. Poziom przeciwciał anty-p53 badany był we krwi pacjentek 
z rakiem piersi leczonych dwoma różnymi schematami chemioterapii. Na podstawie 
analizy wykazano obniżony poziom przeciwciał anty-p53 u pacjentek leczonych tak- 
sanami. Negatywny status przeciwciała anty-p53 może prognozować dobrą odpo­
wiedź również na leczenie oparte na antracyklinach (20,46). Test ELISA, jako meto­
da mająca ugruntowaną pozycję w diagnostyce klinicznej, wykorzystywany jest czę­
sto do weryfikacji wyników innych badań oraz jako nieinwazyjna metoda diagnozo­
wania pacjentów z rozpoznaniem nowotworowym. U pacjentek z rakiem piersi zwe­
ryfikowano w ten sposób przydatność analizy nektyny-4 jako markera histologiczne­
go oraz serologicznego (47).

5. Elektroforeza białek w żelu poliakrylamidowym

Płyny ustrojowe zawierają wiele białek tworzących kompłeksy i wymagających 
rozdzielenia przed ich dalszą analizą. Rozdział elektroforetyczny białek jest naj­
starszą i najczęściej wykorzystywaną techniką proteomiczną. W badaniach wykorzy­
stuje się zazwyczaj dwukierunkową elektroforezę w żelu poliakrylamidowym. Anali­
za ta jest dwuetapowa (rys. 2). W pierwszym etapie białka są rozdzielane w żelu 
w zależności od punktu izoelektrycznego (pl), czyli wartości pH przy której wypad­
kowy ładunek elektryczny białka jest równy zeru. W drugim etapie białka o podob­
nym punkcie izoełektrycznym są rozdziełane w załeżności od ich wielkości w żelu 
zawierającym czynnik denaturujący oraz nadający rozdzielanym białkom ładunek 
ujemny - dodecylosiarczan sodu (SDS). Po zakończeniu ełektroforezy białka w żelu
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Rys. 2. Schemat przedstawiający etapy dwukierunkowej elektroforezy w żelu poliakrylamidowym. 
W kierunku pierwszym białka rozdzielane są pod względem wartości pl (punktu izoelektrycznego), na­
tomiast w drugim w zależności od wielkości białka.

są wizualizowane poprzez barwienie solami srebra, barwnikiem Coomassie Blue 
R-250 lub barwnikami fluorescencyjnymi. Widoczne na żelu plamki są wycinane, 
a następnie identyfikowane metodami spektrometrii mas. Technika ta Jest wykorzy­
stywana na przykład do badań różnic w proteomach osób zdrowych oraz chorych. 
Specjalne programy służą do identyfikacji plamek różnicujących rozdziały elektrofo- 
retyczne. W połączeniu z identyfikacją białek metodami spektrometrii mas elektro­
foreza dwukierunkowa została z sukcesem wykorzystana do identyfikacji wielu no­
wych markerów nowotworowych. W wyniku takiej analizy preparatów surowicy 
krwi stwierdzono, że kwaśna alfa-l-glikoproteina i klusteryna ulega niższej ekspre­
sji w przypadku raka piersi, natomiast poziom transtyreiny specyficznie się obniża 
w przypadku raka jajnika. Poziom innego białka surowicy - haptoglobiny jest wyż­
szy w przypadku kilku innych nowotworów (48).

W związku z faktem, że w surowicy dużą cześć stanowią znane białka takie jak: 
albumina, immunoglobuliny, transferyna, haptoglobina oraz antytrypsyna często sto­
suje się kombinację odmiany dwukierunkowej elektroforezy w żelu poliakrylamido­
wym DIGE (ang. Differential In-Gel Electrophoresis). Warunkiem koniecznym przed wy­
konaniem elektroforezy metodą DIGE jest wcześniejsze usunięcie białek za pomocą 
wymienionych technik wyso kos prawnej chromatografii cieczowej lub/oraz immuno- 
powinowactwa. Po oddzieleniu głównych białek surowicy u chorych z rakiem trzust­
ki stwierdzono, że poziom apolipoproteiny E, alfa-l-antychymotrypsyny oraz inhibi­
tora inter-alfa-trypsyny jest wyższy niż u osób zdrowych (49). Podobną techniką 
(elektroforeza 2-D-DlGE) usuwając z próbek surowicy przed analizą albuminę oraz 
immunoglobuliny ustalono, że białkami (potencjalnymi markerami) różnicującymi 
preparaty pacjentek z rakiem piersi od osób zdrowych są: proapolipoproteina A-l,
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transferyna, i hemoglobina (wyższy poziom białka w przypadku surowicy osób cho­
rych) oraz apolipoproteina A-I, apolipoproteina C-lll i alfa-2-haptoglobina (wyższy 
poziom białka w surowicy osób zdrowych). Potencjalne biomarkery raka piersi były 
oceniane również standardowymi technikami immunologicznymi {Western biot, ELI­
SA). Poziom transferyny korelował z wynikami elektroforezy, ale haptoglobiny i apo- 
lipoproteiny A-I nie wykryto rutynowym testem diagnostycznym, co sugeruje wyż­
szą czułość zastosowanej metody (50).

Podsumowując, analiza surowicy lub osocza techniką elektroforezy dwukierun­
kowej w połączeniu z identyfikacją białek technikami spektrometrii mas jest, jak się 
wydaje, doskonałym narzędziem w ustalaniu różnic pomiędzy stanem prawidłowym 
a zmianami patologicznymi - nie tylko w przypadku chorób nowotworowych.

6. Spektrometria mas

Uniwersalną metodą badania białek jest spektrometria mas, stosuje się wiele 
różnorodnych metod wzbudzania analitu oraz analizy powstających jonów. Pod­
stawą tej techniki jest pomiar stosunku masy (m) do ładunku elektrycznego (z) jo­
nów powstających w wyniku jonizacji cząsteczek analizowanych związków chemicz­
nych (białek) wzbudzanych przy wykorzystaniu odpowiednich źródeł. Typowy spek­
trometr mas składa się z komory jonizacyjnej, analizatora i detektora, sprzężonych 
z komputerowym systemem kontroli oraz rejestracji i analizy danych (rys. 3). W ba­
daniach proteomów najczęściej wykorzystywaną konfiguracją jest połączenie źródła 
jonów wykorzystujących do jonizacji cząsteczek analitu wykrystalizowane w odpo­
wiedniej matrycy laser (MALDI, ang. Matrix Assisted Laser Desorption) z analizatorem 
czasu przelotu (ToF, ang. Time of Flight). Podstawową zaletą techniki MALDl-ToF jest 
możliwość bezpośredniej identyfikacji białek znajdujących się w mieszaninie. Ta 
metoda instrumentalna charakteryzuje się wysoką czułością, w sprzyjających warun­
kach możliwe jest wykrycie nawet attomolowych ilości białka. Technika ta stała się 
konkurencyjna w stosunku do innych metod powszechnie stosowanych w proteomi- 
ce głównie ze względu na możliwość analizy białek obecnych w bardzo małych stę­
żeniach, nawet w skomplikowanych mieszaninach takich jak płyny ustrojowe. Anali­
zowaną substancję jonizuje się po jej zmieszaniu z roztworem matrycy. W tego typu 
spektrometrze (MALDI ToF) analizowana substancja ulega jonizacji poprzez przyłą­
czenie pojedynczego protonu [M + H] + , ze względu na niewielki nadmiar energii 
protonowane cząsteczki w bardzo niewielkim stopniu ulegają fragmentacji, ponad­
to powstawanie jonów wielokrotnie naładowanych [M + nH]"+ zachodzi w niewiel­
kim stopniu (51). Drugim powszechnie stosowanym podejściem analitycznym jest 
wykorzystanie sprzężenia chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas ze 
źródłem jonizacji poprzez elektrorozpraszanie oraz analizator przystosowany do 
analizy widm powstających w wyniku kolizyjnie indukowanej jonizacji 
(LC/ESI/CI D/M S/MS, ang. Liquid Chromatography Electrospray Mass Spectrometry with
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Rys. 3. Schemat ilustrujący etapy procesu poszukiwania biomarkerów metodą analizy surowicy/oso­
cza w spektrometrze ze źródłem jonów MALDl (A) oraz ich selekcji dzięki technikom obliczeniowym (B).

Collision Induced Dissociation). Ciągle doskonalone metody spektrometrii mas znaj­
dują bardzo szerokie zastosowanie w badaniach proteomicznych. Dzięki wykorzy­
staniu różnych technik spektrometrii mas możliwe jest odczytanie mas cząsteczko­
wych peptydów oraz białek o masie powyżej 500 kDa, w próbkach zawierających je­
dynie pikomolowe ilości analizowanych cząsteczek. Dokładność pomiaru mas cząs­
teczkowych na podstawie widm masowych często osiąga 0,01^, podczas gdy 
w przypadku technik elektroforetycznych wartość ta oscyluje pomiędzy 5 a 10%.

Różne odmiany techniki MALDl-ToF, lub zbliżonej do niej SELDl-ToF, (ang. Surfa­
ce-Enhanced Laser Desorption/Ionization) są wykorzystywane do poszukiwania różnic 
pomiędzy proteomem osób zdrowych, a osób z rozpoznaniem choroby nowotworo­
wej. Dotychczas dzięki technikom spektrometrii dokonano odkrycia kilku obiecu­
jących markerów wczesnego wykrywania raka jajnika (52), prostaty (53) czy raka 
piersi (54). Poszukuje się tymi technikami również markerów skuteczności terapii 
przeciwnowotworowej - chemio- czy radioterapii (55). Analiza niskocząsteczko- 
wych białek krwi związanych z albuminą surowicy została wykonana w przypadku 
krwi pacjentek z rakiem jajnika. Zidentyfikowano w ten sposób we frakcji surowicy 
swoiste fragmenty białek zaangażowanych w proces nowotworzenia, m.in. fragment 
białka BRCA2 (56). Obecnie rozwój technik spektrometrii mas umożliwia identyfika­
cję białek różnicujących osoby zdrowe od osób z rozpoznanym nowotworem 
(57-59). Dzięki zastosowaniu metod bioinformatyki, którymi analizować można duże 
ilości danych generowanych przez spektrometry mas oraz specjalnie opracowanych 
algorytmów klasyfikujących można w tej chwili identyfikować potencjalne znaczniki 
procesu nowotworowego (rys. 3B). Okazało się, że większość zidentyfikowanych 
w ten sposób markerów to białka (lub ich fragmenty) występujące fizjologiczne w su­
rowicy w wysokich stężeniach, m.in. amyloid A, apolipoproteina A, fibrynogen i fibry- 
nopeptydy, czy hemoglobiny (60). Na podstawie obserwacji, że wśród potencjalnych 
biomarkerów nowotworzenia znajdują się swoiste fragmenty „fizjologicznych” bia­
łek surowicy wskazano na konieczność systematycznego zbadania niskocząsteczko- 
wej frakcji peptydów surowicy (poniżej 3000 Da), tak zwanego „peptydomu” lub „de- 
gradomu”. Dokonano analizy i identyfikacji 61 peptydów surowicy różnicujących 
chorych z trzema typami nowotworów (rak gruczołu krokowego, pęcherza i piersi)
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i osoby zdrowe (61). Wśród różnicujących peptydów znalazły się m.in. swoiste frag­
menty fibrynopeptydu A, fibryny, apolipoproteiny A-I, A-IV, E i J, białek C3 i C4a, bra- 
dykininy i transtyretyny. Klasyfikator składający się z 61 peptydów nie tylko odróż­
nia! zdrowych od chorych, ale pozwalał zróżnicować chorych z różnymi typami no­
wotworów. Wskazywało to, że klasyfikator nie był znacznikiem nieswoistego proce­
su chorobowego (np. stanu zapalnego), ale był swoisty dla rodzaju nowotworu.

7. Macierze białkowe

Macierze białkowe służą do dokładnego określania typu i ilości białka w bada­
nym płynie ustrojowym lub tkance. Na cienkich płytkach umieszcza się miliony kopii 
różnych przeciwciał, z których każde łączy się ze ściśle określonym fragmentem 
białka (rys. 4A) (62). Za pomocą specjalnych macierzy białkowych można określić, 
które z istniejących w komórkach białek ze sobą oddziałują. Ponadto można zbadać 
oddziaływania białek z fosfolipidami oraz substraty kinaz białkowych. Obecnie 
w badaniach proteomicznych wykorzystuje się trzy typy macierzy białkowych: funk­
cjonalne, analityczne oraz fazy odwróconej (62,63). Najczęściej używane macierze 
analityczne służą do profiłowania mieszanin białkowych w celu określenia ich po­
ziomu ekspresji, specyficzności oraz siły powinowactwa. Najpopularniejszymi ma­
cierzami analitycznymi są takie, w których na fazie stałej umieszczonych jest wiele 
kopii różnych przeciwciał (biblioteka przeciwciał), z których każde wiąże się z okreś­
lonym fragmentem białka. Najczęściej wykorzystuje się tzw. metodę kanapkową 
(rys. 4A), polegającą na wykrywaniu białka przez dwa różne przeciwciała. Jedno
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Rys. 4. Schemat przedstawiający dwie najbardziej typowe reakcje zachodzące na macierzy białko­
wej (A) oraz przykładowy odczytAvynik takiej anałizy (B).
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wiąże się do cząsteczki białka, a drugie przyłącza do niej znacznik fluorescencyjny. 
Przykładowy wynik otrzymany z wykorzystaniem macierzy białkowej zaprezentowa­
no na rysunku 4B. Ten typ macierzy może być używany do monitorowania różnic 
w profilach ekspresji białek w diagnostyce klinicznej (64). Techniki macierzy białko­
wych uŻ3wane są w badaniach nowotworów jako uzupełnienie rutynowych testów 
diagnostycznych, takich jak ELISA. Z zastosowaniem tej techniki analizowano po­
ziom 169 białek w surowicy pacjentek z rakiem jajnika oraz osób zdrowych w wyni­
ku czego wyselekcjonowano cztery potencjalne markery: leptynę, prolaktynę, oste- 
opontynę oraz insulinopodobny czynnik wzrostu II (65,66).

8. Podsumowanie

Markery nowotworowe są czynnikami (zazwyczaj białkami lub peptydami), które 
występują w płynach ustrojowych (mocz, krew) osób chorych lub w guzie. Różne 
markery mogą być związane z różnymi typami nowotworów. W zależności od swo­
istości i czułości mogą one być użyteczne w diagnozowaniu oraz przewidywaniu od­
powiedzi nowotworu na zastosowaną terapię. Na obecnym etapie wiedzy o marke­
rach i ich przydatności w leczeniu nowotworów nie mogą one być wykorzystywane 
samodzielnie do diagnozowania choroby. Są one jednak wartościowym uzupełnie­
niem wyników uzyskanych z innych rodzajów badań (histopatologia, badania obra­
zowe). Można jednak mieć nadzieję, że w przyszłości, dzięki rozwojowi nowych, 
bardziej precyzyjnych i czułych technik badawczych, możliwe stanie się wykorzysta­
nie molekularnych markerów do kompletnego diagnozowania choroby oraz monito­
rowania terapii.

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