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ZASTOSOWANIE SPEKTROMETRII MAS W POSZUKIWANIACH BIOMARKEROW
CHOROB NOWOTWOROWYCH

WSTEP

Proteomika zajmuje sie globalna analiza
sktadu biatkowego komorki, tkanki lub orga-
nizmu. Jej wyzwaniem jest badanie proteomu
— struktury wysoce dynamicznej, ktorej cha-
rakter, cho¢ determinowany w duzej mierze
przez statyczny genom, zmienia si¢ w czasie
w zaleznoSci od warunkéw Srodowiska. Po-
trzeba bezposSredniej analizy proteomu wy-
nika przede wszystkim z tego, ze wiele jego
istotnych parametréw nie moze zostaC usta-
lonych z poziomu genomu lub transkrypto-
mu komorki ze wzgledu na istnienie proce-
sow takich jak zréznicowana szybkoSC synte-
zy i degradacji mRNA, splicing, zr6znicowana
szybkoS¢ syntezy i degradacji bialek, ich mo-
dyfikacje posttranslacyjne oraz kompartmen-
tyzacja (PHYZICKI i wspotaut. 2003).

Biatka sa glownym nosnikiem aktywno-
Sci biologicznej, totez ustalenie jakim ulega-
ja one zmianom pod wplywem okreSlonych
bodicow, moze da¢ nam wiele istotnych
informacji o molekularnych mechanizmach
roznorodnych wewnatrzkomorkowych pro-
cesow, w tym rowniez procesOw patogenezy.
Poniewaz choroby czlowieka sa czesto wyni-
kiem bardzo zlozonych zaleznoSci obejmu-
jacych zmiane¢ funkcjonowania licznych bia-
ek, badania tych makroczasteczek z pomoca
metod proteomicznych moga pomoc w zna-
lezieniu skutecznych sposobOw terapii i dia-
gnozy. Proteomika znalazla tu zastosowanie
przede wszystkim w poszukiwaniu nowych
biomarkeréw, ale roéwniez w poznawaniu
mechanizmoéw chorobotworczych, opracowy-

waniu lekOw i szczepionek oraz w badaniu
patogenow (HANASH 2003).

Na przestrzeni ostatnich lat zostalo wy-
nalezionych wiele technik umozliwiajacych
globalna analize¢ proteomu. W poszukiwa-
niach biomarkeré6w stosowane sa metody
umozliwiajace  porOwnywanie zlozonych
mieszanin bialkowych oraz identyfikacje
i ocene iloSciowa ich poszczegolnych sktad-
nikow. Wykorzystywane sa tu gtownie: elek-
troforeza dwukierunkowa (ang. 2-dimen-
sional electrophoresis, 2-DE) oraz spektro-
metria mas (ang. mass spectrometry, MS).
Ta ostatnia okazala si¢ byC niezastagpionym
narzedziem wykorzystywanym w biologii
molekularnej glownie dzieki temu, ze jest
to metoda wysoce czula, zdolna do analizo-
wania probek o wysokiej zlozonoSci. Pier-
wotnie sama MS byla wykorzystywana tylko
do identyfikacji biatek, ale ostatnio, dzicki
rozwojowi wielu technik wykorzystujacych
stabilne izotopy, mozliwe jest wykorzystanie
jej takze w ocenie iloSciowej. Jej gwattowny
rozwoj byl mozliwy przede wszystkim dzie-
ki opracowaniu baz sekwencji nukleotydo-
wych i aminokwasowych, jak réwniez dzie-
ki wynalezieniu nowych technologii, szcze-
golnie w sferze jonizacji peptydow (TYERS
i MANN 2003). W proteomice MS stosowana
jest w wykrywaniu interakcji biatkowych,
modyfikacji posttranslacyjnych biatlek, ma-
powaniu poszczegolnych kompartmentow
komoérkowych czy tez iloSciowej analizie ek-
presji genéw w réznych stanach fizjologicz-
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nych (YATES 1998, AEBERSOLD i MANN 2003,
STEEN i MANN 2004).

Analize proteomiczna mozna zasadniczo
podzieli¢ na: pobranie probki, jej wstepne

frakcjonowanie, wlasciwa analize skladu oraz
przetwarzanie uzyskanych danych.

IZOLACJA MATERIALU I WSTEPNE FRAKCJONOWANIE PROBKI

Sposob pobierania probki jest bardzo
istotny we wszelkich badaniach majacych na
celu charakterystyke proteomu, poniewaz na
stezenie bialek wplywa¢ moze bardzo wiele
czynnikow. Duza rol¢ odgrywa tutaj zarow-
no zmiennoS¢ osobnicza, jak i warunki izo-
lacji materialu, podczas ktorej biatka moga
ulega¢ przemianom, takim jak proteoliza,
agregacja czy tez utlenianie. Czynniki, ktore
powinny by¢ brane pod uwage, to np. czas
i warunki przetrzymywania badanego mate-
riatu. W przypadku poSmiertnego pobrania
tkanek nalezy rowniez uwzgledni¢ czas mie-
dzy zgonem a ich izolacja. Jezeli material jest
pozyskiwany z zywego organizmu, wpltyw na
sktad bialkowy probki ma nawet pora dnia,
w ktorej dokonano jej pobrania. Jesli do ja-
kosci probki nie przyklada si¢ nalezytej wagi,
zmiany wynikajace z czynnikOw zewngtrz-
nych moga zosta¢ zinterpretowane jako wy-
nik istotnych proceséw biologicznych.

Pewnym problemem podczas izolowania
materiatlu do badan jest znaczna heterogen-
nos¢ tkanek. Oznacza to, ze nieraz komorki,
w ktorych zachodza interesujace (np. cho-
robotworcze) procesy, stanowia niewielki
procent wszystkich komorek danej tkanki.
Z tego powodu ewentualne zmiany moga
by¢ maskowane, jezeli badaniom nie zosta-
na poddane jedynie SciSle okreSlone popula-
cje komorek. Dlatego czesto analizie prote-
omicznej poddawane sa komoérki hodowane
in vitro, co jednak nie gwarantuje, ze zaob-
serwowane zjawiska beda zachodzity takze
in vivo. Do izolowania z tkanek okreSlonych
typow komorek moga postuzy¢ przeciwciala,
lecz wykorzystanie tego typu technik row-
niez nie daje pewnoSci, ze w probce znajda
sic komorki reprezentatywne dla badanej po-
pulacji. Alternatywne metody izolacji SciSle
okreSlonych fragmentow tkanek opieraja si¢
na preparowaniu ich pod mikroskopem przy

wykorzystaniu lasera. NajczeSciej wspomina-
na w literaturze tego typu technika zwana
w skrocie LCM (ang. laser capture microdis-
section) znalazta juz wiele zastosowan jako
metoda pobierania probki do analizy (CRra-
VEN i BANKS 2001).

Komoérka moze zawiera¢ ponad 100000
roznych bialek, a réznice w ich iloSci moga
wahac sie w zakresie nawet 10 rzedow wiel-
koSci (STASYK i HUBER 2004). Oferowane
przez proteomike narzedzia, mimo impo-
nujacych mozliwosci, nie pozwalaja z zado-
walajaca specyficznoScia i czuloScia charak-
teryzowaé tak zlozone mieszaniny. Dlatego,
w niemalze kazdej globalnej analizie bialek
badacze skupiaja si¢ jedynie na okreSlonej
frakcji proteomu, co na ogoél czyni ich za-
danie o wiele latwiejszym i pozwala wysnuc
wiecej rzetelnych wnioskow. Tego typu po-
dejScie umozliwia przede wszystkim identy-
fikacje bialek o niewielkiej liczbie kopii, pel-
niacych nieraz istotne funkcje regulacyjne,
ktorych obecnosc jest normalnie maskowana
przez bialka wystepujace obficie. Poza tym,
sam charakter przeprowadzanych badan wy-
maga niejednokrotnie analizy jedynie okre-
Slonej frakcji biatek (np. bialek okreSlonego
kompartmentu komorki lub niosacych dana
modyfikacje), co automatycznie zezwala na
pominiecie znacznej cze¢Sci proteomu na sa-
mym poczatku eksperymentu.

W celu zmniejszenia zlozonoSci bada-
nej probki stosuje si¢ zatem wyodrebnianie
okreslonych przedzialow komorkowych lub
poszczegolnych organelli, izolowanie wybra-
nych kompleksow biatkowych, jak rOwniez
izolacje biatek niosacych okreSlone modyfika-
cje lub posiadajacych szczegolne wilaSciwosci
fizykochemiczne (masa czasteczkowa, punkt
izoelektryczny, hydrofobowos¢ itp.) (STASYK
i HUBER 2004).

SPEKTROMETRIA MAS W PROTEOMICE

Analiza proteomu przy zastosowaniu
MS jest przeprowadzana glownie z pomo-
ca dwoch podejs¢. Pierwsze opiera si¢ na

wykorzystaniu 2-DE jako metody rozdzia-
hu biatek i ich analizy iloSciowej, po ktorej
przeprowadzana jest ich ekstrakcja z zelu
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z jednoczesnym trawieniem specyficzna pro-
teaza i identyfikacja za poSrednictwem MS.
Wykorzystanie spektrometrii mas umozliwia
tu identyfikacje <lng materiatu pochodzace-
go z jednej plamy widocznej na zelu. W dru-
gim podejsciu, zwanym czasami proteomika
typu ,shotgun”, probka zostaje poddana tra-
wieniu jeszcze przed wlaSciwym rozdziatem,
przeprowadzanym za pomoca wielostopnio-
wej chromatografii cieczowej. Rozdzieleniu
ulegaja tu same peptydy, a dzieki sprzezeniu
kolumn chromatograficznych bezposrednio
ze zrédlem jonow spektrometru masowego,
mozliwa jest automatyzacja procesu i o0sia-
gniecie wysokiej przepustowosci. Podejscie
to, zwane technologia wielowymiarowej iden-
tyfikacji biatek (ang. multidimensional prote-
in identification technology, MudPIT) (WoL-
TERS i wspolaut. 2001), ma jednak rowniez
wady, polegajace na tym, ze pewne istotne
informacje o danym biatku s3 niemozliwe do
ustalenia. Wynika to z tego, ze nie wszystkie
peptydy danego biatka sa wykrywane przez
spektrometr masowy, przez co np. modyfi-
kacje posttranslacyjne obecne na tych pepty-
dach nie moga zosta¢ okreslone.

Oba wyzej wymienione podejScia nale-
z3 do tzw. typu ,bottom-up”, gdzie poznajac
stosunek masy do tadunku (m/z) fragmen-
tow danego biatka jesteSmy w stanie okre-
Sli¢ jego czeSciowa sekwencje i tozsamosSc.
Ostatnio coraz cz€Sciej stosowana jest analiza
typu ,top-down”, gdzie poczatkowo wyzna-
czany jest m/z catego biatka, a nastepnie jego
fragmentow. Analiza m/z fragmentOw bialtka
zezwala na ustalenie czeSci jego sekwencji
i identyfikacje. Porownanie danych ekspe-
rymentalnych o masie molekularnej biatka
(i wywodzacych sie z niego peptydow) z da-
nymi teoretycznymi pokazuje gdzie wystepu-
ja ewentualne réznice masy i pozwala na de-
terminacje miejsc modyfikacji posttranslacyj-
nych. W podejsSciu typu ,top-down” duza role
odgrywaja spektrometry FTICR (ang. Fourier
transform ion cyclotron resonance — zob.
dalej) ze wzgledu na wysoka rozdzielczos¢,
oraz nowe sposoby fragmentacji jonow, jak
ECD (ang. electron capture dissosiation),
pozwalajaca na efektywniejsza fragmentacje
jonow bez utraty modyfikacji posttranslacyj-
nych (KELLEHER 2004).

Analiza bialek przy uzyciu spektrometru
masowego dzieli sie zasadniczo na nastepu-
jace etapy: przygotowanie probki, trawienie
probki, jonizacja peptydow, analiza masy
oraz analiza danych. Trawienie biatek jest
wymagane z kilku powodow. Po pierwsze,

czulos¢ spektrometru masowego dla bialek
jest znacznie mniejsza niz dla peptydow. Po
drugie, masy calych bialek nie podaja tak
dokladnej informacji o ich tozsamoSci, jak
masy wywodzacych sie z nich peptydow.
Po trzecie, wiele bialek jest nierozpuszczal-
nych w formie natywnej. Dzieki proteolizie
przeprowadzana jest rowniez ekstrakcja pep-
tydow z zeli poliakryloamidowych w celu
identyfikacji zawartych w nich biatek.

Analize spektrometryczna peptydéw moz-
na podzieli¢ na trzy etapy: jonizacje¢, anali-
ze¢ masy, detekcje. OkreSlenie wartoSci m/z,
przy odpowiednio wysokiej rozdzielczoSci
analizatora masy umozliwiajacej ustalenie fa-
dunku czasteczek, pozwala na wyznaczenie
ich masy.

TECHNIKI JONIZACJI

Obecnie  najczeSciej  wykorzystywane
techniki jonizacji probki to ,wspomagana
przez matryce laserowa desorpcja/jonizacja”
(ang. matrix assisted laser desorption/ioni-
zation, MALDI) oraz jonizacja przez elektro-
rozpylanie (ang. electrospray ionization, ESI).
W MALDI material umieszczony na chemicz-
nie obojetnym podlozu poddaje sie¢ krystali-
zacji wraz ze zwiazkiem absorbujacym UV,
ktory, po nasSwietleniu laserem o odpowied-
niej dlugosSci fali, pomaga przeprowadzic¢
peptydy do fazy gazowej i zjonizowac (STEEN
i MANN 2004). Swego rodzaju modyfikacja tej
techniki jest ,powierzchniowo wzmocniona
laserowa desorpcja/jonizacja” (ang. surface
enhanced laser desorption/ionization, SEL-
DI), w ktorej badana probka jest wstepnie
frakcjonowana na specjalnie ku temu przy-
gotowanych podlozach, na zasadzie chroma-
tografii hydrofobowej, jonowymiennej, po-
winowactwa itp. Oczyszczona frakcja jest na-
stepnie na tym samym podlozu traktowana,
podobnie jak w MALDI, odpowiednim zwiaz-
kiem stanowiacym matryce i naswietlana la-
serem w celu jonizacji peptydow. Technika
ta znalazta juz wiele zastosowan w proteomi-
ce, rOwniez w poszukiwaniu biomarkerow,
poniewaz umozliwia znaczne usprawnienie
analizy porownawczej wielu probek (ISSAQ
i wspolaut. 2002). W przypadku ESI badana
probka ulega rozpyleniu przy ujSciu kolum-
ny chromatograficznej (STEEN i MANN 2004).
Dzieki istnieniu wysokiego potencjatu elek-
trycznego miedzy koncem kapilary a wej-
Sciem do spektrometru masowego wytwa-
rzane sa wysoko natadowane kropelki. Z po-
moca gazu lub ciepta rozpuszczalnik zostaje
odparowany i w rezultacie do spektrometru
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trafiaja same zjonizowane peptydy. Gléwna
zaleta ESI jest analiza peptydow wprost z roz-
tworu oraz brak interferencji od matrycy (co
stanowi problem w przypadku wykorzysta-
nia techniki MALDI). Zr6dto jonéw typu ESI
moze rOwniez zosta¢ bezposSrednio sprzezo-
ne z wczesSniejszymi etapami frakcjonowania
peptydow przy uzyciu kolumn chromatogra-
ficznych.

ANALIZA MAS

Analizator masy jest centralnym elemen-
tem technologii, a jego kluczowymi parame-
trami przy zastosowaniach w proteomice sa
czulo$¢, rozdzielczoS¢, precyzja pomiaru oraz
ewentualna mozliwos¢ tworzenia tandemo-
wego widma mas, o czym dokladniej bedzie
mowa poOzniej. Glownymi stosowanymi dzi-
siaj analizatorami sa: analizator kwadrupolo-
wy, analizator czasu przelotu (ang. time-of-
-flight, TOF), pulapki jonowe (ang. ion trap,
IT) oraz cyklotronowy rezonans jonowy
z transformacja Fouriera (YATES 1998, AEBER-
SOLD i MANN 2003). Poszczegolne Zrodla jo-
néw oraz analizatory mas moga by¢ laczone
w roznorodnych konfiguracjach, w celu wy-
korzystania zalet kazdego z urzadzen.

Tandemowa spektrometria mas (MS/
MS) (STEEN i MANN 2004) przeprowadzana
jest przy uzyciu spektrometrow masowych
umozliwiajacych poddanie okreSlonego jonu
fragmentacji. NajczeSciej uzywang technika
fragmentacji jest dysocjacja indukowana zde-
rzeniami (ang. collision-induced dissociation,
CID) (YATES 1998, STEEN i MANN 2004), kto-
ra polega na zrywaniu wiazan peptydowych
pod wplywem zderzefi zjonizowanego pepty-
du z gazem obojetnym, takim jak argon lub
hel. Na typowy eksperyment MS/MS skladaja
si¢ trzy etapy: selekcja okreSlonych pepty-
dow powstalych po trawieniu proteolitycz-
nym bialka, fragmentacja wyselekcjonowa-
nych peptydow oraz analiza mas powstatych
fragmentow. W duzym uproszczeniu, uzyska-
ny w ten sposob zestaw fragmentow stanowi
populacje peptydow o kolejnych masach, kto-
re roznia sic miedzy soba o mase odpowied-
niego aminokwasu obecnego w sekwencji
peptydu rodzicielskiego. Pozwala to na utwo-
rzenie tandemowego widma mas, w ktorym
zawarta jest informacja na temat sekwencji
analizowanych peptydow.

IDENTYFIKACJA BIALEK

Sposoby identyfikacji bialek mozna po-
dzieli¢ na: wykorzystujace bialkowe lub nu-
kleotydowe bazy danych oraz metody se-

kwencjonowania de novo. W przypadku me-
tod wspomaganych bazami danych mozliwe
jest wykorzystanie tzw. ,masowego odcisku
palca” biatka (ang. peptide-mass fingerprint)
lub danych uzyskanych w wyniku przepro-
wadzenia eksperymentu tandemowej spek-
trometrii mas (STEEN i MANN 2004). Sekwen-
cjonowanie de novo wymaga zastosowania
MS/MS, poniewaz eksperyment tego rodzaju
dostarcza informacji o sekwencji analizowa-
nych peptydow, w odrdznieniu od masowe-
go odcisku palca, ktéry nie niesie tego typu
informacgji.

Identyfikacja biatek przy uzyciu ,maso-
wego odcisku palca” opiera sie na uzyskaniu
widma mas peptydow powstalych po stra-
wieniu analizowanej mieszaniny specyficzna
proteaza (JENSEN i wspolaut. 1997). Te dane
porownuje sie z teoretycznymi widmami
mas, ktore powstalyby po strawieniu ta sama
proteaza kazdego biatka, ktorego sekwencja
jest obecna w przeszukiwanej bazie danych.
W tym celu wykorzystuje sie¢ programy takie
jak ProFound, Mascot czy MS-Fit. Metoda ta
znalazla zastosowanie przy ustalaniu bialko-
wego skladu plam w zelach po elektrofore-
zie dwukierunkowej. Jej gtéwna wada jest to,
ze nadaje si¢ jedynie do analizowania probek
o niskiej ztozonoSci. Poza tym, zbyt mata licz-
ba wykrytych peptydow lub zmiany ich mas
wynikajace z modyfikacji posttranslacyjnych
moga uniemozliwi¢ ustalenie tozsamoSci da-
nego bialka.

Dane wuzyskane podczas ekperymentu
MS/MS rowniez moga by¢ wykorzystane do
przeszukiwania baz danych z pomoca jedne-
go z dostepnych algorytmow, takich jak Ma-
scot, SEQUEST, czy PeptideSearch. Identyfi-
kacja biatlka przy ich uzyciu opiera si¢ badz
na probie interpretacji przynajmniej czeSci
widma MS/MS, w celu uzyskania czeSciowej
sekwencji i wykorzystania jej do poszukiwan
odpowiadajacej jej sekwencji w bazie danych
(PeptideSearch), badZ tez na poré6wnywaniu
widm eksperymentalnych z widmami prze-
widzianymi dla poszczegolnych sekwencji
z bazy (Mascot, SEQUEST).

Wiele informacji i porownan dostep-
nych programow stuzacych do identyfikacji
biatlek za poSrednictwem ich masowego od-
cisku palca lub tandemowej spektrometrii
mas mozna znalez¢ w nastepujacych pracach
przegladowych (CHAMRAD i wspoétaut. 2004,
SADYGOV i wspotaut. 2004).

Mimo wielkiej uzytecznoSci baz danych
przy identyfikowaniu bialek metodami spek-
trometrii mas, niekompletnos¢ lub brak se-
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kwencji genomowych wielu organizmow nie-
jednokrotnie zmusza badaczy do siegniecia
po metody sekwencjonowania de novo (STAN-
DIG 2003). Tutaj sekwencje peptydu probuje
si¢ ustali¢ jedynie na podstawie tandemowe-
go widma mas. Jak juz wczeSniej wspomnia-
no, r0znice mas miedzy kolejnymi fragmen-
tami peptydu odpowiadaja masom kolejnych
aminokwasow w jego sekwencji. W ten spo-
sob ustalane sa sekwencje peptydow wywo-
dzacych sie z trawienia bialek specyficznymi
proteazami. W interpretacji uzyskanych da-
nych pomaga jeden z opracowanych do tego
celu komputerowych algorytméw. Poniewaz
celne zinterpretowanie tandemowego widma
mas jest niejednokrotnie trudne ze wzgledu
na powstawanie w procesach jonizacji i frag-
mentacji réznych populacji jonow, stosowa-
ne sa metody chemicznej modyfikacji oraz
znakowania izotopami (REINDERS i wspotaut.
2004). Umozliwiaja one wzbogacenie lub
zubozenie widma w jony okreSlonej popula-
¢ji lub ich latwe rozroznienie. Utrudnieniem
w sekwencjonowaniu de novo sa rowniez
aminokwasy o podobnych lub wrecz takich
samych masach, jak to jest w przypadku izo-
leucyny i leucyny. Podobnie, pewne kombi-
nacje aminokwasOw moga stanowic¢ problem
przy interpretowaniu tandemowego widma
mas.

ANALIZA ILOSCIOWA BIALEK

Czesto, oprocz samej obecnoSci danego
biatka, obiektem zainteresowan jest roOwniez
jego ilos¢. Niestety, intensywnoS¢ sygnatu
pochodzacego od danego jonu nie korespon-
duje bezposrednio z iloScia odpowiadajacego
mu peptydu w probcee, ze wzgledu na takie
zjawiska jak zroznicowana rozpuszczalnosc
i efektywnoS¢ jonizacji réznych peptydow.
Parametry te sa jednak powtarzalne, wiec
wysokosci szczytow na widmie masowym dla
tych samych peptydow moga by¢ dobrym
wskaznikiem wzglednej iloSci danego bialka
w poszczegllnych eksperymentach.

Metody ustalania bezwzglednej iloSci bia-
tek opieraja si¢ przede wszystkim na ocenie
ich ilosci wzgledem dodawanych w znanym
stezeniu wewnetrznych standardow wyzna-
kowanych stabilnymi izotopami (BRONSTRUP
2004). Znaczna czeS¢ eksperymentOw prote-
omiczych polega jednak na poréwnywaniu
dwoch lub wiekszej liczby probek (np. pro-
teomu komorek w stanie chorobowym i w
normalnym stanie fizjologicznym). Jest to
tzw. proteomika réznicowa, ktora skupia sie
na ocenie wzglednej iloSci i jakoSci biatek.

Jak dotad tego rodzaju eksperymenty opie-
raly sie na porownywaniu probek z pomoca
metod zelowych (SDS-PAGE i 2D-PAGE) i na-
stepujacej identyfikacji za posrednictwem MS
bialek o réznym poziomie ekspresji (GORG
i wspotaut. 2004). Stopniowo wprowadza-
ne sa metody niewymagajace porownywania
ilosci biatek w zelu, wykorzystujace stabilne
izotopy. Opieraja si¢ one na zalozeniu, ze
peptydy wywodzace si¢ z réznych prob, wy-
znakowane roznymi izotopami, beda zacho-
wywaly sie podczas eksperymentu identycz-
nie. Dzi¢ki niewielkiej roznicy mas, mozliwa
bedzie za to ocena roéznicy w ich ilosci na
podstawie uzyskanego widma.

Obecnie rozwijanych jest kilka technik
wykorzystujacych stabilne izotopy w prote-
omice roznicowej. W eksperymentach, gdzie
material pobierany jest z hodowli komorko-
wych, mozna zastosowa¢ metode zwana zna-
kowaniem stabilnym izotopem w hodowli
komorkowej (ang. stable isotope labeling in
cell culture, SILAC) (ONG i wspotaut. 2002).
W jednej z prob okreSlony aminokwas w po-
Zywce zostaje zastapiony analogiem wyzna-
kowanym 2H, *C lub “N i w trakcie hodow-
li wbudowany do biatek. Nastepnie proba
odniesienia i wyznakowana zostaja ze soba
polaczone, a ich proteomy wspolnie pod-
dane analizie spektrometrycznej. Uzyskane
spektrum mas umozliwia okreSlenie ewentu-
alnych réznic. Zaleta tej metody jest wysoki
procent wyznakowania, przy odpowiednio
dlugiej inkubacji materialu w medium ze
zmodyfikowanym aminokwasem, jednak jej
uzycie jest oczywiScie ograniczone do ho-
dowli komoérkowych. To ograniczenie nie
wystepuje w przypadku metody wykorzystu-
jacej ICAT (ang. isotope-coded affinity tag)
(GYGI i wspotaut. 1999), gdzie biatka sa zna-
kowane dopiero po ich izolacji. Umozliwia
to znacznik zltozony z trzech modulow: (1)
grupy biotynowej. pozwalajacej na latwa izo-
lacje wyznakowanych biatek na kolumnach
ze streptawidyna, (2) lacznika zawierajacego
okreslony izotop, ktoéry umozliwia relatywna
ocene ilosci peptydu oraz (3) grupy umozli-
wiajacej wiazanie znacznika do cystein. Pro-
teomy wyizolowane z komoérek w okreslo-
nych stanach fizjologicznych sa traktowane
znacznikiem zawierajacym okreSlony izotop,
laczone ze soba i analizowane z pomoca
spektrometrii mas. Wada tej techniki jest to,
ze jedynie peptydy zawierajace cysteiny pod-
legaja kwantyfikacji. Problem ten nie istnie-
je w przypadku nastepnej metody. Peptydy
moga roéwniez zosta¢ wyznakowane '*0 po-
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chodzacym z wody zawierajacej ten izotop
tlenu, ktora jest Srodowiskiem reakcji prote-
olizy badanych bialek. W wyniku reakcji en-
zymatycznej na kazdym nowopowstajacym
C-koncu peptydu jeden lub dwa atomy tlenu
grupy karboksylowej ulegaja podstawieniu.
Nastepnie probki inkubowane z enzymem
w obecnosci H,'°O i H,'8O zostaja ze sobg
potaczone i poddane spektrometrii mas. Po-

niewaz kazde strawione biatko zostaje wyzna-
kowane, nie dochodzi tu do zawezenia ,0b-
szaru poszukiwan”, jak w przypadku metod
wykorzystujacych ICAT. Poza tym, nie jest tu
wymagane przeprowadzenie chromatografii
powinowactwa, co pozwala uniknaé¢ dodat-
kowych strat w analizowanej probce (SAKAI
wspotaut. 2005).

POSZUKIWANIE BIOMARKEROW BIALKOW YCH

Biomarkery sa wskaznikami procesow
biologicznych zachodzacych w komorce lub
calym organizmie. Moga nimi byC¢ rozma-
ite cechy fenotypowe i genotypowe, jak np.
okreslone allele gen6éw, male metabolity lub
biatka. Ich wykrywanie polega na analizie
porownawczej materialu pobranego z ko-
morek lub organizméw w roéznych stanach
fizjologicznych (np. komorki nowotworowe
i komorki niestransformowane pochodzace
Z tego samego rodzaju tkanki).

Poniewaz dla danego stanu chorobowe-
go powinien istnie¢ specyficzny zestaw bio-
markeréw, moga one znalezé zastosowanie
w roznorodnych obszarach medycyny, w tym
w badaniach przesiewowych, diagnozie, pro-
gnozowaniu postepu choroby, monitorowa-
niu odpowiedzi na terapi¢, czy tez jako cele
nowoopracowanych lekow. Poza tym, moga
postuzyC jako obiekt dalszych badan nauko-
wych majacych na celu ustalenie molekular-
nych mechanizmow patogenezy konkretnych
chorob.

Poniewaz w stanach patologicznych funk-
cjonalnoS¢ bialek jest czesto zaburzona, to
wlasnie w tej klasie zwiazkOw upatruje si¢
glowne zrodlo nowych biomarkeréw. Sku-
pienie poszukiwan w tym wtasnie obszarze
ma jeszcze jedno uzasadnienie — wi¢kszoS¢
stosowanych lekow jest skierowana przeciw-
ko biatkom, a jednoczesnie gama obecnie do-
stepnych celow jest zaskakujaco waska (RE-
I1Ss 2001). Dlatego wykrywanie biomarkerow
biatkowych powinno zaowocowal wprowa-
dzeniem na rynek wielu nowych medyka-
mentow.

W poszukiwaniach biomarkeréw bialtko-
wych szeroko wykorzystywane sa metody
rozdzialu oparte na chromatografii i elektro-
forezie w potaczeniu z identyfikacja z pomo-
ca MS. Takie podejScie umozliwia wykrycie
biomarkeré6w bez uprzedniego posiadania
o nich jakichkolwiek informacji. Wykorzysta-
nie metod proteomiki ma rowniez te zalete,

ze umozliwia jednoczesne wykrywanie wie-
Iu celow. Ma to istotne znaczenie, jeSli wez-
miemy pod uwage, iz mozliwosSci okreSlenia
stanu fizjologicznego organizmu za pomoca
zaledwie jednego biomarkera sa znacznie
ograniczone. Potrzebne jest wiec przypo-
rzadkowanie calych paneli biomarkeréw do
okresSlonych stanéw patologicznych, by ich
pOZniejsze zastosowanie bylo odpowiednio
czute i specyficzne (HALE i wspotaut. 2003,
BISCHOFF i LUIDER 2004).

Warto zaznaczyC, ze jednym z ciekaw-
szych obszaré6w poszukiwan biomarkerow
biatkowych sa plyny ustrojowe, takie jak
osocze, mocz, czy plyn mozgowo-rdzeniowy.
Jest to spowodowane tym, ze ptyny te moga
zosta¢ pobrane od pacjentow za ich zycia,
podczas wszystkich stadiow choroby, a bial-
ka i peptydy obecne sa w nich w formie
rozpuszczonej. Ponadto tego typu biomarke-
ry maja szanse¢ zosta¢ pozniej bezposrednio
wykorzystane w diagnozowaniu okreSlonych
schorzen.

W ogolnym zarysie, najcze¢Sciej stosowa-
na w poszukiwaniu biomarkerow jest analiza
porownawcza z wykorzystaniem 2-DE dwoch
(lub wiecej) wyizolowanych frakcji bialek
pochodzacych z komoérek lub organizméw
w roznych stanach fizjologicznych. Biatka
o zrOoznicowanej ekspresji sa nastepnie iden-
tyfikowane na drodze ekstrakcji z zelu i prze-
prowadzanej po tym MS. Stopniowo wpro-
wadzane sa roOwniez metody niewymagajace
uzycia zeli, oparte na wielowymiarowej chro-
matografi i MS (czesto w polaczeniu ze zna-
kowaniem jednej z prob stabilnymi izotopa-
mi). Prawie zawsze zroznicowana ekspresja
biatek potwierdzana jest w osobnych ekspe-
rymentach przy wykorzystaniu metod immu-
nologicznych, takich jak technika Western,
testy ELISA, czy tez immunocytochemia (gdy
zroznicowaniu ulega lokalizacja odpowied-
nich bialek). Szeroko stosowana w poszuki-
waniach biomarkerow raka jest ostatnio tak-
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ze metoda SELDI, z pomoca ktorej probuje
si¢ ustali¢ specyficzny wzor bialek i pepty-
dow (przede wszystkim w plynach ustrojo-
wych) ludzi cierpiacych na réznego typu no-
wWotwory.

CHOROBY NOWOTWOROWE

Mimo intensywnych badaf, choroby no-
wotworowe sa nadal jedna z gtdwnych przy-
czyn zgonOw w krajach rozwini¢tych. Pro-
teomika ma szanse zrewolucjonizowaé po-
dejScie do tej grupy schorzen, umozliwiajac
wczesniejsze wykrywanie raka, celniejsze dia-
gnozowanie choroby, opracowanie nowych
rodzajow terapii uwzgledniajacych zapotrze-
bowania danego pacjenta oraz modulowanie
leczenia w przypadku wystapienia opornosci
na dana chemioterapi¢. Proteomika pozwoli
rowniez lepiej zrozumie¢ sekwencje zdarzen
zachodzacych podczas nowotworzenia (SRI-
VNIVAS i wspolaut. 2002, MOCELLIN i wspol-
aut. 2004). Biomarkery biatkowe znalazty
juz konkretne zastosowania w onkologii,
np. antygen specyficzny dla prostaty (ang.
prostate specyfic antigen, PSA) jest wyko-
rzystywany w diagnozowaniu raka prostaty,
-fetoproteina (AFP) w diagnozowaniu raka
watroby, a CD20 jest celem immunoterapii
w przypadku chloniaka nieziarniczego (SHAU
i wspotaut. 2003). Poniewaz problem cho-
rob nowotworowych jest nadal nierozwiaza-
ny, aktualnie przeprowadzanych jest wiele
badan skupiajacych sie na poszukiwaniu no-
wych biomarkeré6w najrozniejszych odmian
raka (ALAIYA i wspoélaut. 2003, WULFKUHLE
i wspotaut. 2003).

Zastosowania elektroforezy
dwukierunkowej

Jak juz wspomniano, przewazajaca czeS¢
eksperymentéw majacych na celu wylonienie
kandydatow na biomarkery danej choroby
zostala przeprowadzona przy wykorzystaniu
2-DE. Poniewaz literatura w tym obszarze
jest wyjatkowo bogata, ze wzgledu na z gory
ograniczona dhlugos¢ tego artykutu oraz ched
przedstawienia alternatywnych metod poszu-
kiwania markerow biatkowych, autorzy ogra-
niczyli sie do przytoczenia ponizej zaledwie
kilku prac z ostatnich lat.

Duza cze$S¢ badan nad rakiem z wykorzy-
staniem 2-DE skupia si¢ na wyszukiwaniu
roznic zachodzacych w proteomie komorek
pod wplywem transformacji nowotworo-
wej. Ostatnio przeprowadzone zostaly ba-
dania nad komorkami glejaka izolowanymi
od pacjentow cierpiacych na tego typu no-

wotwor mozgu (CHUMBALKAR i wspolaut.
2005). Wyloniono w nich 72 biatka o bardzo
roznorodnych funkcjach, ktérych poziom
ekspresji, w zaleznoSci od stanu tkanki, ule-
gal zmianie. Warto przede wszystkim wspo-
mnie¢ o obnizonej w przypadku komorek
rakowych ekspresji prohibityny — supresora
nowotworow, Rho-GDI — inhibitora dyso-
cjacji Rho-GDP oraz bialek szoku cieplne-
go, jak rowniez o destabilizacji biatka GFAP
— gléwnego sktadnika filamentow glejowych.
Podobne badania przeprowadzono dla raka
trzustki pobierajac material od 12 pacjentow,
w ktorym wykryto zréznicowany poziom po-
nad 100 biatek (LU i wspoétaut. 2004). Do
wyroznionych w eksperymencie nalezaly,
wiazace jony wapnia, biatka z rodziny S100,
mate biatka wiazace GTP, biatka cytoszkieletu
(gelsolina, fascyna), czy tez anneksyny. Bada-
nia przeprowadzone nad rakiem okreznicy
z wykorzystaniem agarozowej 2-DE wykazaly
obecnos¢ specyficznych dla komorek rako-
wych izoform okreSlonych biatek (TOMONAGA
i wpotaut. 2004). Wykryte tutaj zmiany w ja-
kosci modyfikacji posttranslacyjnych miaty
charakter specyficznego wzoru ciecia prote-
olitycznego hydroksylazy proliny oraz jego
braku w przypadku anneksyny A2. Stwier-
dzono rowniez nadekspresj¢ jednej z dwoch
izoform eukariotycznego czynnika inicjacji
translacji 4H, pochodzacej z translacji dluz-
szego wariantu transkryptu genu.

Badania nad rakiem przetyku zostaly prze-
prowadzone na materiale pobranym od pa-
cjentow za posrednictwem LCM, analizowa-
nym nastepnie za pomoca roznicujacej elek-
troforezy w zelu (ZHOU i wspotaut. 2002).
Sposréd ponad 1000 wykrytych biatek, 58
okazato sie by¢ nadeksprymowanych w ko-
morkach rakowych, a 107 bylo w tych ko-
morkach obecne w duzo nizszym stezeniu.
Identyfikacja zawartoSci czeSci interesujacych
plam z zelu i eksperymenty przy wykorzysta-
niu techniki Western ostatecznie wskazaly
na biatko gp96 wystepujace w stransformo-
wanych komorkach w duzo wigkszej iloSci.
Roéznicujaca elektroforeze w zelu zastosowa-
no rowniez w badaniach nad rakiem piersi,
w ktorych badano material pobrany od czte-
rech pacjentek (SOMIARI i wspotaut. 2004).
Zidentyfikowano biatka z okoto 400 plamek
w zelach Swiadczacych o zréznicowaniu eks-
presji w tkankach objetych zmianami nowo-
tworowymi. Wsrdéd nich znalazly sie, wska-
zywane przez inne badania nad rakiem, win-
kulina, gelsolina, -l-antytrypsyna, czy biatka
szoku cieplnego. Jednak wsréd wszystkich



338

BARTOSZ TARKOWSKI, AGNIESZKA GIRSTUN

wylonionych w eksperymencie potencjalnych
biomarkeréw, jedynie hsp70 (nadekspresja)
oraz peroksyredoksyna (spadek ekspresji)
konsekwentnie utrzymywaly kierunek zmia-
ny stezenia we wszystkich czterech probach.

Biorac pod uwage, iz nowotworzenie jest
procesem wieloetapowym, z punktu widze-
nia diagnozy i terapii kluczowym wydaje si¢
ustalenie, w jaki sposob zmienia si¢ ekspre-
sja bialek w czasie progresji nowotworu. Ba-
dania nad tym zagadnieniem zostaly przepro-
wadzone na réznych liniach komoérkowych
wywodzacych si¢ z czerniaka w jego réznych
stadiach rozwoju (BERNARD i wspotaut. 2003).
W wyniku analizy poroOwnawczej wyloniono
osiem potencjalnych biomarkeréw. Wykorzy-
stujac technike Western potwierdzono zroz-
nicowana ekspresje czynnika wzrostu HDGF,
nukleofosminy/B23 i katepsyny D, oraz zmia-
ny w modyfikacjach posttranslacyjnych tych
biatek w zaleznoSci od linii komorkowe;j.

Jak juz wczesniej zaznaczono, czeS¢ po-
szukiwan biomarkerOw raka skupia si¢ na
ptynach ustrojowych czlowieka, poniewaz
moga one stanowi¢ dogodny material w poz-
niejszej diagnostyce nowotworow. Pewna za-
lezno$¢ stezenia okresSlonych markeréw we
krwi od stadium zaawansowania choroby wy-
kryto chociazby w przypadku raka watroby
(ang. hepatocellular carcinoma, HCC) (STEEL
i wspotaut. 2003). HCC jest jedna z najgroz-
niejszych choréb nowotworowych, najcze-
Sciej wywolywana przez zarazenie wirusem
zOttaczki typu B (ang. hepatitis B virus, HBV)
Iub C. Podczas eksperymentu wykorzystano
probki krwi pobrane od czterech grup pa-
cjentow, klasyfikowanych wzgledem wyste-
powania zakazenia HBV i zachorowania na
HCC. Dowiedziono, ze poziom polipeptydu
bedacego fragmentem biatka C3 oraz izofor-
my apolipoproteiny Al spadaja wraz z ko-
lejnymi stadiami prowadzacymi do rozwoju
HCC. Ostatnio przeprowadzona zostala in-
teresujaca proba identyfikacji biomarkerow
(rowniez HCC) wsrod glikoprotein osocza
(BLOCK i wspotaut. 2005). W badaniach tych
wykorzystano Swiszcza (Marmota monax)
jako organizm modelowy. Po ustaleniu, ze
w przypadku zwierzat chorych bialka glikozy-
lowane zawieraja wieksza ilos¢ reszt fukozy,
z obu grup zwierzat (chorych i zdrowych)
wyizolowano interesujace frakcje glikopro-
tein. Po porownaniu obu frakcji z pomoca
2-DE okazalo sie, ze jednym z nadeksprymo-
wanych w przypadkach HCC biatek bylo ho-
mologiem ludzkiego biatka aparatu Golgiego
73 (ang. Golgi protein 73, GP73). Po przepro-

wadzeniu analizy osocza pacjentow chorych
na HCC okazato sie, ze bialko to jest u nich
hiperfukozylowane i rOwniez wystepuje na
podwyzszonym poziomie. Ponadto, wstepne
badania kliniczne wykazaly, ze podwyzszony
poziom GP73 moze by¢ tak samo, lub nawet
bardziej skorelowany z wystepowaniem HCC,
niz dotychczasowo wykorzystywany marker
raka watroby — AFP.

Jak wida¢, 2-DE okazala sie by¢ przydat-
nym narzedziem w poszukiwaniu biomarke-
row chorob nowotworowych. Po dzi§ dzien
jest ona glowna metoda wykorzystywana
w globalnym porOéwnywaniu ekpresji genow
na poziomie bialek, gtéwnie dzieki wysokiej
zdolnoSci rozdzielczej, mozliwosci okreslenia
punktu izoelektrycznego i masy molekularne;j
biatka, jego obecnych izoform oraz modyfi-
kacji posttranslacyjnych (GORG i wspotaut.
2004). Jednak metoda ta ma wiele ograni-
czen: jest trudna do zautomatyzowania, bial-
ka o ekstremalnym punkcie izoelektrycznym
lub wysoce hydrofobowe sa czesto pomijane
w analizie, a powtarzalnos$¢ rozdzialobw pozo-
stawia wiele do zyczenia. Z tych powodow
wiele wysitku wklada sie w opracowanie
metod, ktore mogltyby zastapi¢ 2-DE w prote-
omice réznicowe;j.

Zastosowania stabilnych izotopow

W ostatnich latach opracowano metody
bazujace na wykorzystaniu stabilnych izo-
topow, ktore umozliwiaja ocene¢ iloSciowa
bialek z ominieciem rozdzialéw elektrofore-
tycznych i porOwnywania obrazéw uzyski-
wanych zeli. Ostatnio ukazato sie kilka prac
ukazujacych zastosowanie tych metod w po-
szukiwaniach biomarkerow raka.

Metoda  SILAC  zostala  zastosowana
w dwoch eksperymentach, ktérych celem
bylo poréwnanie proteoméw odpowiednich
linii komorkowych. W pierwszym z nich po-
rownano linie komoérkowe wywodzace sie
z raka prostaty: PC3M i PC3M-LN4, roznia-
ce sie zdolnoScia do tworzenia przerzutOw
(EVERLEY i wspolaut. 2005). Wyniki ukazuja
olbrzymi potencjal tej metody: zidentyfiko-
wano ponad 1000 biatek, z czego pod wzgle-
dem iloSciowym poréwnano ponad 400,
a wsrod 83 zaobserwowano znaczne (przy-
najmniej trojkrotne) réznice w stezeniu po-
miedzy badanymi liniami komérkowymi. War-
to tez zauwazy<¢, ze czeSC biatek, ktorych eks-
presja roznita sie pomiedzy komorkami linii
PC3M i PC3M-LN4, bierze udziat w regulacji
translacji. Zwiazek zaburzen tego procesu ze
wzrostem inwazyjnoSci komorek nowotwo-
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rowych byl wskazywany rowniez przez inne
grupy badawcze. Drugim przykladem zasto-
sowania metody SILAC w badaniach nad cho-
robami nowotworowymi jest eksperyment,
w ktorym poréwnywano biatka sekrecyjne li-
nii komoérkowych HPDE i Pancl (GR NBORG
i wspotaut. 2005). Pierwsza z nich wywodzi
sie ze zdrowych komoérek trzustki, a druga
z komorek, ktore ulegly transformacji nowo-
tworowej. Ograniczenie si¢ jedynie do bialek
wydzielanych na zewnatrz komorki mialo tu
istotny cel — zwickszenie prawdopodobien-
stwa wykrycia biomarkeré6w majacych szan-
s¢ zostaC pozniej zastosowane w diagnozie
opartej na badaniu plynéw pobieranych
od pacjentow. Zidentyfikowano 195 biatek,
z czego az 145 okreSlono jako ulegajace se-
krecji na zréznicowanym poziomie, jednak
nalezy nadmieni¢, ze za znaczaca uznano tu
juz pottorakrotna roéznice. Eksperyment ten
wyrOznil szereg biatek o roznorodnych funk-
cjach, a wsrod nich perlekan, antygen CD9,
apolipoproteina E, integryny czy tez cytoki-
ny, ktérych rola w rozwoju raka trzustki nie
byla do tej pory znana.

Technike wykorzystujaca ICAT zastoso-
wano do poréwnania proteomow hepatocy-
tow wyizolowanych za pomoca LCM z tkan-
ki zdrowej i zmienionej nowotworowo (LI
i wspotaut. 2004). Sposrod ponad 600 ziden-
tyfikowanych bialek, oszacowano wzgledne
ilosci 241, a dla 149 wykazano przynajmniej
dwukrotna roznice w poziome ekspresji. Na-
stepnie wyroznione biatka czeSciowo przy-
porzadkowano do jedenastu réznych grup,
wzgledem ich przewidywanej funkcji. Inna
grupa porownata z pomoca ICAT leukocy-
ty B wyizolowane od pacjentéw chorych na
biataczke (BARNIDGE i wspoétaut. 2005). Po-
rownywano tu komorki majace zmutowany
lub dziki allel genu zmiennego tancucha ciez-
kiego immunoglobuliny, poniewaz mutacja
w tym genie wigze si¢ z wickszym stopniem
agresywnosSci nowotworu. Osobno porowny-
wano bialka frakcji blonowej i cytozolowe;j
doprowadzajac do wyrdznienia 13 bialek
o przynajmniej trzykrotnej réznicy w pozio-
mie ekspresji, z czego na szczegélna uwage
zasluguja oksydaza cytochromu c oraz jadro-
wa fosfoproteina pp32 (najwieksze zroznico-
wanie).

Technika LCM postuzyla do pobrania
komorek pacjentek chorych na raka piersi
w badaniach wykorzystujacych znakowanie
'O do porOwnania frakcji biatkowej ko-
morek nowotworowych i zdrowych (ZANG
i wspotaut. 2004). Zidentyfikowano 76 bia-

tek, a iloSciowo udalo sie porownac¢ 12.
Wsréd nich wykryto zréznicowany poziom
dehydrogenazy izocytrynianowej, biatka 14-
-3-3 /, aldolazy bisfosforanu fruktozy, czy
tez czynnika elongacji translacji 1- 2, ktore
juz wczeSniej wigzane byly z rozwojem raka
piersi. Znakowanie '®0 zastosowano roéwniez
w badaniach nad opornoscia na chemiotera-
pie (BROWN i FENSELAU 2004). W badaniach
tych jako model postuzyly linie komorkowe
MCEF-7 (wrazliwa i oporna na doxorubicyn
— lek dzialajacy na topoizomeraze¢ II oraz wy-
wolujacy stres oksydacyjny w komorce) wy-
wodzace sie z nowotworu piersi. W komor-
kach bedacych opornymi na chemioterapi¢
wykryto podwyzszony poziom metalotione-
iny i tioredoksyny (biatka pelniace role anty-
oksydantow w komorce), co nie byto zasko-
czeniem, biorac pod uwage mechanizm dzia-
fania doxorubicynu. Stwierdzono rOwniez
podwyzszony poziom inhibitorow apoptozy
oraz ubikwityny i bialka podobnego do ubi-
kwityny — NEDDS8. Ten ostatni fakt wydaje
sie szczegllnie istotny, poniewaz nadmierna
aktywnos$¢ systemu proteolizy zaleznego od
ubikwityny zostala juz wykazana w komor-
kach opornych na chemioterapie. Mechanizm
tego zjawiska upatrywany jest w szybkiej de-
gradacji bialek uszkodzonych pod wplywem
dzialania stresu oksydacyjnego wywolanego
przez leki takie jak doxorubicyn.

Nalezy jeszcze zaznaczy¢ kilka intere-
sujacych faktow wspolnych dla wiekszoSci
wymienionych tu doSwiadczeit wykorzystu-
jacych stabilne izotopy. Po pierwsze, w wie-
Iu z tych eksperymentow zidentyfikowano
biatka o punkcie izoelektrycznym lub masie
molekularnej wykluczajacych analize takich
bialek z pomoca 2-DE. Po drugie, czestym
bylo wykrywanie zroznicowanej ekspresji
dotychczas znanych biomarkerow raka, co
moze posrednio Swiadczy¢ o przydatnosci
tych metod w poszukiwaniu nowych biomar-
kerow. Po trzecie, metody te pozwalaja na
okreslenie wzglednego poziomu i identyfika-
cje nawet kilkuset roznych bialek w jednym
eksperymencie, co przy wykorzystaniu elek-
troforezy dwukierunkowej jest wyjatkowo
zmudnym procesem.

Zastosowania SELDI

Technologia SELDI postuzyla do opra-
cowania paneli biomarker6w obecnych we
krwi wielu rodzajow raka, m.in. raka jajni-
kéw (PETRICOIN i wspdtaut. 2002, KOZAK
i wspotaut 2003, VLAHOU i wspotaut. 2003),
piersi (LARONGA i wspoétaut. 2003-2004), phluc
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(X1A0 i wspotprac. 2002-2003, YANG i wspot-
aut. 2005), prostaty (ADAM i wspotaut. 2002,
Qu i wspotaut. 2002), trzustki (KOOPMANN
i wspotaut. 2004), nerki (WON i wspotaut.
2003), jak rowniez nowotworow ptaskoko-
morkowych glowy i szyi (SOLTYS i wspoétaut
2004). W badaniach tych poréwnywano pro-
file peptydow i biatek obecnych we krwi
Iudzi chorych i zdrowych (oraz ewentualnie
w stadiach posrednich, z rozwinietymi nowo-
tworami nieztoSliwymi lub chorobami tych
samych narzadoéw o podtozu innym niz no-
wotworowe). Nalezy zaznaczy¢, ze skupiono
sie tu na ustaleniu, ktore ze szczytOw na uzy-
skanych widmach sa charakterystyczne dla
Iudzi chorych, a ktére dla ludzi zdrowych,
nie identyfikujac odpowiadajacych im pep-
tydow i biatek. Eksperymenty te opieraly sie¢
na wykorzystaniu duzej ilosci probek krwi
(czesto od kilkuset pacjentow). W pierw-
szym stadium, z pomoca odpowiednich al-
gorytmow, ustalano, ktore szczyty na wid-
mach mas najlepiej réznicuja ludzi chorych
od zdrowych. Nastepnie testowano opraco-
wane panele biomarkero6w na podobnej ilo-
Sci probek, co na ogol wykazywato ich wy-
soka czulos¢ i specyficznos$¢ diagnozowania
raka, czesto wyzsza niz wykorzystywanych
do tej pory metod diagnostycznych. Jednak
w przypadku badan nad rakiem ptaskoko-
morkowym glowy i szyi (SOLTYS i wspoélaut
2004) uzyskane panele biomarkeréw charak-
teryzowaly sie umiarkowanymi wskaznika-
mi specyficznosci i czutosci, rzedu 60-80%.
W tym przypadku zasugerowano, ze frakcje
surowicy krwi, w ktorych znajdowaly si¢ naj-
bardziej roznicujace czasteczki, mogty zostac
pominieta w analizie. Wynika to z charakteru
metody SELDI — analizowana jest z jej pomo-
ca jedynie okreSlona frakcja probki, zdolna
do wiazania si¢ do okreSlonych podtozy na
zasadzie chromatografii. Rozwigzaniem tego
problemu mogloby by¢ zastosowanie wie-
Iu podtozy o réznych wtasciwoSciach chro-
matograficznych oraz pdzniejsze polaczenie
danych widmowych uzyskanych z kazdego
z tych podlozy. W podobny spos6b wykorzy-
stano technologie SELDI w poszukiwaniach
biomarkeréw raka piersi w ptynie aspirowa-
nym z brodawki sutkowej (PAWELETZ i wspol-
prac. 2001) oraz biomarkerow raka pecherza
moczowego obecnych w moczu (VLAHOU
i wspotaut. 2001). Metoda SELDI zostala row-
niez zastosowana do zbadania lizatow komo-
rek nablonkowych prostaty wyizolowanych
z pomoca techniki LCM (CAZARES i wspolaut.
2002). Porownywano tu populacje komorek

w roznym stadium zaawansowania raka tego
narzadu. Co istotne, jest to jedna z niewielu
prac, w ktorej pokuszono si¢ o potwierdze-
nie zréznicowania ekspresji jednego z wcze-
$niej znanych markeréw raka prostaty, aby
uwiarygodni¢ SELDI jako metode poszukiwa-
nia nowych biomarkerow.

SELDI wykorzystano rowniez w bada-
niach, ktérych wynikiem bylo ustalenie toz-
samoSci okreSlonych biomarkeréw. W przy-
padku badan nad rakiem trzustki (ROSTY
i wspolprac 2002) poréwnywano widma
mas biatek soku trzustkowego ludzi chorych
na raka tego narzadu i cierpiacych na scho-
rzenia o innym podltozu. Nastepnie ustalono
mase molekularna biatka, od ktoérego pocho-
dzilty dwa szczyty na uzyskanych widmach
masowych, roéznicujace pacjentow dotknie-
tych choroba nowotworowa od pozostatych.
Dzieki przeszukaniu baz danych zidentyfiko-
wano bialko o odpowiedniej masie — HIP/
PAP-1, ktore bylo dotad wiazane z wystepo-
waniem chorob trzustki i watroby. Podwyz-
szony poziom tego biatka w soku trzustko-
wym, jak i we krwi ludzi chorych na raka
potwierdzono stosujac metody immunolo-
giczne. W podobny sposob przeprowadzono
identyfikacje biomarkerow we krwi dla raka
jajnikow (ZHANG i wspotaut 2004). Tu jednak
najbardziej roznicujace szczyty na widmach
masowych przyporzadkowano odpowiednim
biatkom dzi¢ki wielokrotnemu frakcjono-
waniu probek krwi wzgledem witaSciwosci
biochemicznych bialek. Kazda z tych frak-
cji sprawdzano z pomoca SELDI, czy zawie-
ra bialka odpowiedzialne za powstawanie
roznicujacych sygnatow. W koncu stosujac
metode ,masowego odcisku palca” ustalono
tozsamo$¢ sktadnikow odpowiednich frak-
cji. W ten sposob zidentyfikowano apolipo-
proteine Al, fragment transtyretyny (obec-
ne w nizszym stezeniu we krwi pacjentow)
i fragment ciezkiego tancucha H4 inhibitora
inter--trypsyny (obecny w wyzszym stezeniu
we krwi pacjentow). Na podobnej zasadzie
dowiedziono w ostatnim czasie, ze peptydy
HNP 1, 2 i 3 obecne we krwi, moga znalezé
zastosowanie jako biomarkery raka okreznicy
(ALBRETHSEN i wspoétaut. 2005).

Wyzej wymienione przyklady ukazuja, ze
technologia SELDI moze by¢ z powodzeniem
stosowana do wykrywania marker6w raka,
a moze réwniez jako narzedzie diagnostyki
medycznej. Wiarygodnos¢ biomarkerow wy-
krywanych z pomoca SELDI jest jednak przez
niektérych podwazana. Wskazuje si¢ na szereg
jej wihasciwosci, ktore dyskryminuja aplikacje
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tej metody w tego typu badaniach. Po pierw-
sze, jest to metoda czula przede wszystkim
w stosunku do peptydéw i biatek o wysokim
stezeniu. Tymczasem, najwazniejszymi, z punk-
tu widzenia wykrywania biomarkerow, sa te
czasteczki, ktore obecne sa we krwi w niskim
stezeniu. Po drugie, widma mas generowane
z pomoca SELDI nie daja informacji o iloSci
i tozsamosci tych markeréw, co uniemozliwia
potwierdzenie zaobserwowanych zjawisk in-

nymi metodami (np. immunologicznymi). Po
trzecie, wyniki uzyskiwane przez rozne labo-
ratoria dla tych samych chordb nie pokrywaja
sie (rOznicujace szczyty na widmach mas s3
inne), a ponadto od dawna stosowane klinicz-
nie biomarkery raka sporadycznie wykrywane
byly podczas prac wykorzystujacych te tech-
nologie. Taki brak pozytywnej kontroli SELDI
jeszcze bardziej podwaza jej uzytecznoSc (DIa-
MANDIS 2004).

PODSUMOWANIE

Zastosowanie metod proteomicznych, ta-
kich jak MS, budzi zainteresowanie nie tylko
ze wzgledu na mozliwos¢ ich wykorzystania
w badaniach nad podstawowymi zjawiska-
mi biologicznymi, ale przede wszystkim na
role, jaka moga spelni¢ w rozwoju medycy-
ny. Jednym z zastosowan MS w tej sferze
jest poszukiwanie biomarkerow, ktére moga
zosta¢ w przyszloSci wykorzystane zaroOwno

w diagnostyce chorob cztowieka jak i przy
opracowywaniu nowych terapii. Metody pro-
teomiczne okazaly sie dotychczas pomocne
w poszukiwaniu swoistych wskaznikow wie-
lu schorzen. Przedstawione w niniejszej pra-
cy przyklady badan nad biomarkerami cho-
rob nowotworowych pokazuja, ze otrzymane
wyniki maja duza szans¢ na praktyczne wy-
korzystanie.

APPLICATION OF MASS SPECTROMETRY FOR DISCOVERY OF CANCER BIOMARKERS

Summary

Recently, mainly thanks to the creation of ge-
nomic sequences’ databases of many organisms and
invention of new technologies, rapid development
of proteomics took place. Proteomics is the branch
of modern molecular biology that deals with global
analysis of proteins. A crucial part of this area of re-
search is mass spectrometry, which allows sensitive,
precise, fast and automated identification of single
components of highly complex protein mixtures.
Proteomic analysis is a multistage process that con-
sists of sample collection and preparation, protein

separation, their quantification and identification,
and analysis of the collected data. One of the aims
of proteomics is to identify biomarkers — specific
indicators of defined biological processes. The bio-
markers are extremely important from the medical
point of view, since they can be applied as diagnos-
tic parameters, or serve as aims of novel therapies.
As cancer is still an unsolved problem of healthcare,
many experiments have been conducted aiming at
identification of biomarkers of these incurable ill-
nesses.
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