Journal of Transfusion Medicine

m 2013, tom 6, nr 2, 48-59
e Copyright © 2013 Via Medica

VIA MEDICA ARTYKUL POGLADOWY ISSN 1689-6017

Proteomika i jej zastosowanie
w wybranych jednostkach chorobowych

Proteomics and its application in selected diseases
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Streszczenie

Proteomika jest definiowana jako nauka zajmujgca sig proteomem, czyli komponentem bial-
kowym, kodowanym przez genom. Termin ,,proteomika’ zostal po raz pierwszy sformulowany
1 zastosowany przez Marca Wilkinsa w 1994 ». Glownym celem badan proteomicznych jest wy-
odrebnienie bialek wytwarzanych przez komorki i narzqdy, zarowno w stanach fizjologicznych,
jak 1 patologicznych, badanie ich wzajemnych zaleznosci oraz poznanie ich struktur trojwymia-
rowych. Badanie proteomiczne mozna podzielic na trzy glowne etapy: 1) pozyskanie materialu
1 jego wstepna obrobka, 2) wlasciwa analiza profilu bialek, 3) analiza otrzymanych danych.
Na kazdym z tych etapow wykorzystywane sq coraz nowsze i coraz doskonalsze technologie,
a zastosowanie metod proteomicznych w praktyce klinicznej daje realng szanse na identyfi-
kacje nowych biomarkerow i nowych celow terapeutycznych, ktore bedzie mozna wykorzystac
w diagnostyce 1 leczeniu chorob nowotworowych. Ponadto, mozliwa stanie si¢ wczesniejsza
diagnoza choroby, przewidywanie jej postepu 1 reakcyi pacjenta na leczenie. Podczas wykony-
wania eksperymentow proteomicznych badacze napotykajq na wiele trudnosci metodologicz-
nych, ktore niejednokrotnie uniemozliwiajq interpretacje wynikow i wyciggniecie wnioskow.
Zatem niezbedne okazuje sig przyjecie ogolnych norm pozwalajgcych na porownanie wynikow
pochodzqgcych z roznych laboratoriow, a takze kryteriow jakosciowych, ktore pozwolilyby oce-
niac poszczegolne etapy analizy. Badania nad biomarkerami roznych jednostek chorobowych
pokazujq, ze jezeli te warunki zostang spetnione, to wyniki otrzymywane w eksperymentach
proteomicznych majq duzq szanse na wykorzystanie w praktyce klinicznej. Celem niniejszej
pracy bylo przedstawienie dotychczasowych osiggniec w zakresie badan proteomicznych na
przykiadzie wybranych chorob nowotworowych i zespolu Downa.

Stowa kluczowe: proteomika, proteom, modyfikacje potranslacyjne, biomarkery,
techniki proteomiczne, bioinformatyka, proteomika kliniczna, choroby
nowotworowe, zesp6t Downa
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Summary

Proteomics is a branch of scientific research focused on the study of human proteome, i.e
a genome-encoded protein component. The term “proteome” was coined and first used by Marc R.
Wilkins in 1994. The principal aim of proteomic research is selection of cellular and organ-
-produced proteins, in both physiological and pathological conditions and study of their three-
dimension structures and complex interactions. There are three main phases to proteomic
studies : 1) collection and preliminary testing of biological material, 2) protein profile analysis

Adres do korespondencji: mgr Agata Plodzich, IHiT, ul. Gandhi 14, 02-776 Warszawa, tel.: 22 349 63 87, e-mail:
a.plodzich@ihit.waw.pl

418 www.fce.viamedica.pl



Agata Plodzich, Proteomika i jej zastosowanie w wybranych jednostkach chorobowych

3) final data analysis. Each phase relies on increasingly novel and advanced technologies
therefore application of proteomic techniques in clinical practice provides the opportunity of
dentifying new biomarkers and novel therapeutic targets for use in diagnostics and treatment
of oncological diseases. Furthermore, proteomic technologies applied in clinical practice allow
for earlier diagnosis of disease, prognosis for treatment and patient’s response to treatment.
Proteomic experiments involve several methodological challenges which may impede data
interpretation and conclusions. A uniform set of standards seems therefore indispensible as
it would allow the comparison of results from different laboratories whereas a uniform set of
quality criteria would enable comparison of results obtained at each stage of analysis. Research
on various biomarkers demonstrates that results of proteomic studies could then be successfully
applied in clinical practice. The aim of this paper was to present the current achievements of
proteomics on the examples of selected malignant tumors and the Down syndrome.

Key words: proteomics, proteome, posttranslational modifications, biomarkers,
proteomic techniques, bioinformatics, clinical proteomics, oncological disorders,

Down syndrome

Wstep

Rozwoj nowoczesnych technik laboratoryjnych
umozliwia nie tylko lepsza diagnostyke chorych,
ale takze prowadzenie badan profilaktycznych na
znacznie szersza skale. Coraz wiekszym zainte-
resowaniem, zarowno naukowcow, jak i lekarzy,
cieszg sie badania, ktore pozwalajg, poprzez jedno-
czesne oznaczanie wielu markeréw chorobowych,
monitorowac funkcje wybranego narzadu i catego
organizmu ludzkiego.

Jedna z dziedzin, ktéra umozliwia prowadzenia
takich badan jest proteomika — nauka zajmujaca
sie proteomem, czyli komponentem biatkowym,
kodowanym przez genom. Termin ,,proteom” zo-
stal po raz pierwszy sformulowany 1 zastosowany
w 1994 roku przez Marca R. Wilkinsa. Definicja pro-
teomu mowi, ze jest to zestaw wszystkich biatek
wystepujacych w komorce, tkance czy organizmie,
w okre§lonym czasie [1]. Proteomika moze byc¢
zatem definiowana jako nauka zajmujaca sie identy-
fikacja, opisywaniem oraz oznaczaniem ilo§ciowym
wszystkich bialek uczestniczacych w poszczegol-
nych szlakach biochemicznych, znajdujacych sie
w organellach, komorkach, tkankach i narzadach.
Eksperymenty przeprowadzane w ramach badan
proteomicznych dostarczajg bardzo dokladnych
1 kompleksowych informacji na temat funkcjono-
wania danego organizmu, jednak analiza proteomu
jest o wiele bardziej skomplikowana niz analiza
genomu. Réznica wynika przede wszystkim z fak-
tu, ze u wyzszych organizmow eukariotycznych,
genom pozostaje praktycznie niezmienny przez
cale zycie komorki i organizmu, natomiast proteom
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podlega cigglym zmianom. Dodatkowo, techniki
wykorzystywane w badaniach proteomicznych sg
znacznie bardziej skomplikowane, niz stosowane
w badaniach genomu, co powoduje, ze nie s3 one
tak wydajne [2].

Znaczenie modyfikacji potranslacyjnych
biatek proteomu

Zycie komoérki opiera sie na wielu, powia-
zanych ze sobg dynamicznych procesach, ktore
wplywaja na jej wzrost, zdolno$¢ do rozmnazania
1 przezycia. I1o§¢ 1 jako§¢ biatek w komorce jest
kontrolowana nie tylko poprzez szybkoS¢ ich bio-
syntezy i degradacji, ale takze poprzez specyficzne
procesy, jak na przyklad modyfikacje potransla-
cyjne, ktore moduluja molekularne interakcje,
wplywaja na stabilno$¢ biatek oraz ich lokalizacje
w poszczegolnych przedziatach miedzykomorkowych.
Modyfikacje potranslacyjne to chemiczne zmiany
struktury biatek, katalizowane przez specyficzne
enzymy. Aktualnie znanych jest okoto 300 r6znych
modyfikacji potranslacyjnych, a nowe sg sukcesyw-
nie odkrywane.

Do najczeSciej wystepujacych modyfikacji
zalicza sie: sulfatacje, fosforylacje, hydroksylacje,
metylacje, glikozylacje 1 ubikwitynacje [3]. Szcze-
goblnie interesujacy, zwlaszcza z klinicznego punktu
widzenia jest proces ubikwitynacji — zjawiska
znakowania bialek, polegajacego na przylaczaniu
specyficznych czasteczek zwanych ubikwityng.
Ubikwityna (Ub) jest biatkiem o masie 8,5 kDa,
wystepujacym w komorkach wszystkich organi-
zmoOw eukariotycznych. Ubikwitynacji podlegaja
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zarowno bialka uszkodzone czy nieprawidlowo
funkcjonujace, jak 1 biatka obce dla danej komorki,
na przyklad wirusowe. Wyro6znia sie dwa rodzaje
ubikwitynacji — monoubikwitynacje, ktora polega
na przylaczaniu monomerow ubikwityny do danego
biatka, co jest bardzo stabym sygnalem degradacji,
oraz poliubikwitynacje, polegajaca na przylaczeniu
polimerow (przynajmniej dimerdw) ubikwityny.
Powstate w ten sposob tancuchy poliubikwitynowe
pelnig funkcje znacznika biatek, ktory kieruje bial-
ko do proteasomu, gdzie nastepuje jego degradacja
[4]. Proteasom jest duzym, wielkoczasteczkowym
kompleksem enzymatycznym, utworzonym z bia-
tek, jego masa czasteczkowa wynosi okoto 2 MDa.
Jest to struktura charakterystyczna dla komorek
eukariotycznych. W cytoplazmie oraz w jadrze
komoérkowym znajduje sie okoto 30 tys. proteaso-
mow, ktore odpowiadaja za degradacje ponad 80%
biatek naznaczonych ubikwityng. Gléwna funkcja
proteasomu sprowadza sie do rozpoznania i degra-
dacji biatka naznaczonego przez uklad ubikwityny
do zniszczenia. Proces wlasciwej degradacji bialek
wewnatrzkomorkowych ma ogromne znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania organizmu Zywego.
Dowiedziono, ze inhibicja szlaku proteasomow
prowadzi do zatrzymania cyklu komorkowego
1 apoptozy. Nieprawidlowe funkcjonowanie protea-
somoOw moze by¢ przyczyng wielu chorob, w tym
niektérych nowotworow zlosliwych, a takze chordb
ukladu nerwowego, takich, jak choroba Alzheimera
czy Parkinsona. Poza tym, zaburzenia regulacji
szlaku ubikwityna—proteasom moze prowadzié
do powstania oporno$ci na leki. Z tych powodow
inhibicja proteasomow stala sie nowym celem
terapeutycznym [4-6].

Inhibicja proteasomu umozliwia hamowanie
wielu szlakow patogennych prowadzacych do po-
wstania roznych nowotworéw. Znanych jest wiele
zwigzkoéw hamujacych w sposob odwracalny lub
nieodwracalny czynno$¢ proteasomu. Zwiazki te
mozna podzieli¢ na naturalne, do ktorych zalicza
sie miedzy innymi: eponemycyne, dihydroepone-
mycyne, epoxomycyne czy laktacysteine, oraz na
syntetyczne bedace peptydami z aktywng grupa
funkcyjng (aldehydowa, winylosulfonowg lub ben-
zamidowa) [6, 7]. Preparat o nazwie bortezomib
(Velcade®; dawniej okreslany jako PS-341) zostat
zaakceptowany jako lek 1 dopuszczony do uzytku
Kklinicznego [7].

W badaniach klinicznych II fazy, przeprowadzo-
nych przez Jagannatha i wsp. stwierdzono istotna
odpowiedZ na leczenie u ponad 1/3 pacjentow
z zaawansowanym szpiczakiem mnogim i na tej
podstawie Amerykanska Agencji ds. ZywnosSci

1 Lekow (FDA, Food and Drug Administration) za-
rejestrowala i wprowadzita bortezomib do leczenia
Kklinicznego [8].

Bortezomib to zmodyfikowany kwas dipep-
tydyloborowy, ktory w sposob selektywny i od-
wracalny wiaze sie z proteasomem 26S 1 hamuje
jego dzialanie, co powoduje apoptoze komorek
nowotworowych, a tym samym hamuje rozrost
nowotworu. Preparat ten stosowany jest szero-
ko w leczeniu chorych na szpiczaka mnogiego,
ponadto trwaja zaawansowane badania nad jego
zastosowaniem takze w innych chorobach nowo-
tworowych [5-7].

Ubikwitynacja oraz inne modyfikacje potrans-
lacyjne sa przyczyng tak ogromnej réznorodnosci,
zlozonos$ci 1 heterogenno$ci biatek, a badania nad
ich przebiegiem stanowia gléwne wyzwanie dla
proteomiki [3].

Bialka proteomu jako biomarkery

Biomarkery to cechy biologiczne o charak-
terze czasteczkowym, ktére mozna wykorzystaé
jako wskazniki procesow fizjologicznych lub cho-
robowych zachodzacych w organizmie albo jako
wskazniki do oceny stopnia odpowiedzi organizmu
na zastosowane leczenie farmakologiczne. Wy-
krycie biomarkerow zwieksza szanse wczesnego
rozpoznania choroby, umozliwia rozpoczecie indy-
widualnej terapii dostosowanej do konkretnego pa-
cjenta oraz dostarcza informacji na temat wynikow
zastosowanego leczenia [2, 9].

Biomarkery sa przede wszystkim wykorzy-
stywane w prognozowaniu ryzyka wystapienia
choroby oraz w badaniach przesiewowych, diag-
nostyce i monitorowaniu przebiegu choroby. Po-
nadto mozna je wykorzysta¢ do identyfikacji osob
podatnych na poszczego6lne choroby. Opisanie
biomarkerow charakterystycznych dla danej je-
dnostki chorobowej pozwala podzieli¢ populacje
na podstawie konkretnych genotypow choroby,
a nie wylgcznie na wywiadzie rodzinnym. Mozli-
wo$¢ okreSlenia stopnia podatno$ci na dang cho-
robe pozwala oszacowaé ryzyko jej wystapienia
w réznych populacjach [10].

Niezwykle cennym Zrédtem potencjalnych bio-
markerow jest osocze, nie tylko jako podstawowy
material kliniczny, ale takze jako najwiekszy zbior
ludzkich biatek. Oprécz biatek fizjologicznych obec-
nych w osoczu, w stanach chorobowych znajduja
sie w nim takze bialka patologiczne. Co wiece],
pobieranie osocza, jest zabiegiem malo inwazyj-
nym, niezbyt kosztownym, a pobrane probki mozna
tatwo przechowywac. Dzieki dotychczasowym
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badaniom proteomicznym, opublikowano liste 289
bialek osocza, ale postep w zakresie wykorzystania
technik wielowymiarowych daje realng szanse na
podwojenie tej iloSci w najblizszej przysziosSci. Licz-
ne dowody naukowe, pochodzace zaréwno z badan
proteomicznych, jak i z innych dziedzin sugeruja,
ze wsrod tych 289 biatek, znajdujg sie takie, ktore
moga by¢ biomarkerem znacznej liczby, jesli nie
wiekszo$ci choréb wystepujacych u ludzi. Jednak
obecnie, w rutynowej diagnostyce klinicznej,
wykorzystuje sie bardzo niewiele z tych bialek,
a w ciagu ostatnich dziesieciu lat liczba nowych
bialek akceptowanych przez FDA jako biomarkery
zmniejszyla sie do zaledwie jednego nowego biatka
diagnostycznego rocznie. Mozna tylko spekulowaé
na temat przyczyn tak znacznej rozbieznoSci mie-
dzy oczekiwaniami rozbudzonymi przez osiagniecia
w dziedzinie proteomiki, a realiami diagnostyki
klinicznej 1 sugerowaé rozwiazania, ktére w przy-
szlo$ci umozliwia opracowanie skuteczniejszych
narzedzi diagnostycznych [11].

Glowne techniki wykorzystywane
W proteomice

Szybki postep w obrebie spektrometrii maso-
wej, zainicjowany przez rozwoj fagodnych metod
jonizacji, czyli desorpcji laserowej z udzialem
matrycy (MALDI, matrix-assisted laser desorption/
/tonization) 1 elektrorozpylania (ESI, electrospray
tonization), przyczynit sie do udoskonalenia metod
identyfikacji bialek — zasadniczego etapu badan
proteomicznych, a takze do postepu w zakresie
technik separacji biatka oraz analizy uzyskanych
wynikow. Klasyczne podejScie, polegajace na izo-
lacji pojedynczego biatka oraz jego dalszej analizie,
rozbudowano opisem potranslacyjnych modyfikacji
bialka i poszerzono o narzedzia umozliwiajace ilo§-
ciowe poréwnanie dwoch probek lub wiekszej ich
iloSci (proteomika iloSciowa).

Bezposrednie badanie proteomu pozwala na
pelniejsze przedstawienie zmian zachodzacych
w organizmie. Jest jednak wiele przeszkod, ktore
uniemozliwiaja peing analize proteomiczna, a prze-
de wszystkim zlozono$¢ 1 ogromna réznorodno$é
proteomu. W organizmie ludzkim wystepuje co
najmniej 250 roznych rodzajow komorek, a kazda
z nich zawiera od 2000 do 6000 gtéwnych biatek, przy
czym modyfikacje potranslacyjne dodatkowo zwiek-
szaja te liczbe. Szacuje sie, ze poszczeg6lne rodzaje
komorek czlowieka mogg roznié sie w zakresie
okoto 400 specyficznych biatek. Innym waznym
czynnikiem réznicujacym jest dynamiczny zakres
stezen biatka. W jednej komérce moze znajdowaé

sie od jednej do ponad 100 000 kopii czasteczek
bialka. Wreszcie, proteom jest dynamiczny, podlega
zmianom pod wplywem czasu i Srodowiska [12].

Etapy badania proteomicznego

Badanie proteomiczne mozna podzieli¢ na
trzy glowne etapy: 1) izolacja i rozdzial bialek, 2)
identyfikacja bialek, 3) analiza sekwencji biatka.

Izolacja i rozdzial biatek

Pierwszym etapem badania proteomicznego jest
izolacja biatek z komorek lub tkanek. Drugi etap obe-
jmuje rozdziat biatek za pomoca takich metod jak na
przykiad elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE) [13].

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Technika, ktérg obecnie najczeSciej stosuje
sie do separacji bialek nosi nazwe elektrofore-
zy dwuwymiarowej w zelu poliakrylamidowym
(2D-PAGE) [14]. Metoda jest dwustopniowa.
W pierwszym etapie biatka sg rozdzielane wedtug
ich punktu izoelektrycznego (pl). Punkt izoelek-
tryczny dla wiekszo§ci biatek mieSci sie w zakresie
pH od 4 do 8. Przy wartoSci pH rownej pl biatko
ulega wytraceniu i jest widoczne w zelu po jego
wybarwieniu [14, 15].

Drugi etap 2D-PAGE pozwala na rozdziat
biatek wedlug masy czasteczkowej [15]. Rozdziat
odbywa sie w zelu zawierajgcym siarczan dodecylu
sodu (SDS, sodium dodecyl sulfate) (ryc. 1).

Wyizolowane biatka sg nastepnie barwione
przy uzyciu btekitu kumasyny (CBB, coomassie
brillant blue) lub bardziej czutego azotanu srebra.
Po barwieniu zele sa skanowane i1 poddawane
analizie za pomocg specjalnego programu kompu-
terowego, ktory utatwia dopasowanie ich wzorca
1 okre$lenie liczby biatek. Interesujgce badane
miejsca sa nastepnie wycinane z zelu i poddawa-
ne trawieniu enzymatycznemu, zazwyczaj przy
uzyciu trypsyny. W konsekwencji otrzymuje sie
pojedyncze peptydy, ktore sa nastepnie analizo-
wane za pomocg spektrometrii mas (MS, mass
spektrometry) [13].

Typowa elektroforeza 2D-PAGE umozliwia
jednoczesne rozdzielenie kilku tysiecy biatek.
Otrzymane wzory rozdzialtu i intensywnosci ,,pla-
mek” (spots) obrazuja unikalny profil ekspresji
biatek wyizolowanych z danych tkanek [14].

Zaleta tej metody jest mozliwo§¢ roznicowania
licznych form tego samego biatka powstatych wsku-
tek modyfikacji potranslacyjnych. Przy uzyciu elek-
troforezy nie mozna natomiast rozdzieli¢ duzych
biatek (powyzej 150 kDa) i biatek transblonowych,
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Rycina 1. Elektroforeza 2D. Proces rozdziatu biatek za-
chodzi dwustopniowo: w pierwszym etapie biatka sg
rozdzielane wedtug punktu izoelektrycznego (pl), nato-
miast w drugim etapie wedtug masy czgsteczkowej

Figure 1. 2D electrophoresis. Protein separation process
occurs in two stages: first step the proteins are separa-
ted according to the isoelectric point (pl); second step
according to molecular weight

ktore wykazuja silne wlasciwosci hydrofobowe i nie
przemieszczaja sie w zelu. Elektroforeza, jako me-
toda, nie odpowiada takze najnowszym przepisom
mowiacym o tym, ze metoda powinna by¢ zautoma-
tyzowana i powinna umozliwiac jednoczesna analize
duzej liczby probek. Dlatego stosowanie metody
2-DE w badaniach proteomicznych pozostaje cia-
gle przedmiotem dyskusji. Krytycy tej metody
twierdza, ze jest ona niewygodna, czasochlonna
1 niezautomatyzowana, jej zwolennicy natomiast
podkreslaja, ze pozostaje ona nadal skutecznym na-
rzedziem oddzielenia zlozonych mieszanin biatek.
Efektem toczacych sie dyskusji jest opracowanie
alternatywnej, opartej na chromatografii, techniki
rozdzialu bialek zlozonych lub mieszaniny pepty-
dow [14, 15].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC, high-performance liquid chvomatography)
jest powszechnie stosowang metoda rozdzielania
biatek i1 peptydow [16].

Aparatura HPLC stosowana do badan prote-
omicznych nie rézni sie od aparatury konwencjo-
nalnej; tak samo uzywa sie systemu pomp, kolumn
do separacji oraz detektora.

Najwazniejszym elementem calego systemu
jest kolumna — miejsce, w ktorym zachodzi se-

Pompa Rozpylacz

e

Prébka
Detektor

— 7

e

Analiza danych

Rycina 2. Schemat HPLC. Wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa jest technika stosowang do oczyszcza-
nia, badania czysto$ci oraz identyfikacji zwigzkéw che-
micznych. W typowym aparacie HPLC, analiza jednej
prébki trwa od kilku do kilkudziesieciu minut, a probka
ma zazwyczaj objetos¢ od 1 do 200 ul

Figure 2. HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy) is a technique used for purification and iden-
tification of chemical compounds. A typical HPLC ana-
lysis of a single sample (volume 1-200 ul) lasts several
minutes

paracja. Kolumny stosowane w badaniach prote-
omicznych wypelnione sa zazwyczaj tymi samymi
fazami statymi, co kolumny uzywane do tradycyjnych
rozdziatow, a wszystkie typy stosowanych standardo-
wo detektorow rowniez sg wykorzystywane w prote-
omice. Technika HPLC jest nieustannie doskonalona,
na przykiad dzieki stosowaniu nowych faz rozdziatu
1 nowego oprzyrzadowania [16] (ryc. 2).

Identyfikacja bialek

Do identyfikacji biatek, obecnie, najczesSciej
stosuje sie wysokoprzepustowe metody oparte na
spektrometrii masowej w potaczeniu z biatkowymi
bazami danych oraz programami do sekwencjono-
wania de n0vo.

Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS, mass spectrometry)
to nowoczesna technika analityczna umozliwiajaca
doktadny pomiar stosunku masy do tadunku elek-
trycznego danego jonu, badanie lub potwierdzenie
struktury zwiagzkow organicznych, jak rowniez
oznaczanie jakoSciowe oraz iloSciowe zwigzkow
wystepujacych w mieszaninie.

W naukach biologicznych spektrometria mas
stworzyla nowe perspektywy i stala sie wygodnym
narzedziem pozwalajacym uzyskac wiele ist otnych
informacji na temat badanych substancji. Jest uni-
wersalng technika opartg na jonizacji czasteczek
lub atomo6w oraz na pomiarze stosunku masy
czasteczki do tadunku elektrycznego otrzymanych
jonow. Wyniki pomiaru przedstawiane s w postaci
widma masowego.
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We wszystkich MS niezaleznie od ich kon-
strukcji i przeznaczenia, wystepuja elementy takie
jak:

— zrodlo jonow, czyli urzadzenie, w ktérym na-
stepuje jonizacja czasteczek,

— analizator, w ktérym zjonizowane wczeSniej
czasteczki ulegaja rozdzialowi na podstawie
stosunku ich masy czasteczkowej do fadunku
elektrycznego,

— detektor, czyli urzadzenia zliczajace liczbe
jonow naplywajaca z analizatora [13].
Pierwszym krokiem jest zawsze jonizacja pep-

tydow. Do gtownych technik wykorzystywanymi do

jonizacji nalezy jonizacja przez desorpcje laserowa

w matrycy (MALDI, matrix assisted laser desorption

tonistation,), w ktorej zastosowano wigzke lase-

rowa o energii dobranej tak, aby nie doprowadzi¢
do fragmentacji czastek, a tylko do ich wybijania

z matrycy oraz elektrorozpylanie (ESI, electrospray)

oparte na rozpylaniu cieczy zawierajacej badang

substancje w polu elektrycznym o wysokim napie-

ciu [12, 14] (ryc. 3).

W badaniach proteomicznych, w ktorych gtow-
nym zadaniem ukladu pomiarowego jest identy-
fikacja skiadu biatkowego probki, stosowane sg
systemy Igczone, skladajace sie ze spektrometru
mas 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(LC-MS). W takim ukladzie wszystkie frakcje
schodzace z kolumny chromatograficznej sa podda-
wane jonizacji 1 wprowadzane do spektrometru. Ze
wzgledu na duzg zlozono$c¢ analizowanych probek,
stosowane sa takze spektrometry tandemowe
(MS/MS), wyposazone w dwa analizatory jonow.
Spektrometry tandemowe sa stosowane do okre-
§lania sekwencji aminokwasowe] peptydéw, dlatego

Zrédto jondw Analizator jonow

Ukladu || —| [ — [

wprowadzenia 1

Probki Detektor jonow @

|

Analiza danych

Rycina 3. Schemat dziatania spektrometru mas. Kazdy
spektrometr mas skfada sie z pieciu podstawowych ele-
mentow: ukfadu wprowadzenia prébki, zrédfa jondw,
analizatora, detektora oraz rejestratora, ktéry analizuje
dane

Figure 3. Mass spectrometer structure. A mass spec-
trometer consists of five basic elements: sample input,
source of ions, ion analyzer, ion detector and data recor-
der and analyzer

znalazly szerokie zastosowanie w hadaniach pro-
teomicznych [17].

W proteomice MS pelni niezwykle wazna role,
przede wszystkim dlatego, ze umozliwia uzyskanie
bardzo dokladnych warto§ci mas czasteczkowych
biatek i peptydow. Ponadto znajduje szerokie zasto-
sowanie w badaniach biomedycznych, gdzie ilo§ci ma-
teriatu sg ograniczone. W hematologii, spektrometria
mas moze by¢ wykorzystywana na bardzo szeroka
skale do badania biatek 1 peptydow, sekwencjonowa-
nia DNA, analizy modyfikacji potranslacyjnych lub
poszukiwania nowych biatek [15].

Analiza sekwencji bialka

Analiza sekwencji biatka, czyli sposobu uloze-
nia aminokwas6w w tancuchu peptydowym hiatka,
SciSle wigze sie z bioinformatyka 1 przeszukiwa-
niem baz danych w celu znalezienia konkretnego
biatka lub peptydu.

Bioinformatyka to nauka zajmujaca sie zasto-
sowaniem technologii informatycznych do prze-
chowywania, systematyzacji i kategoryzacji oraz
analizy olbrzymiej ilo$ci danych biologicznych.
Stanowi ona integralng cze$¢ badan proteomicz-
nych. Analiza proteomiczna generuje ogromne
1loSci danych; podczas jednego eksperymentu
dostarcza informacji o setkach, a nawet tysigcach
bialek. Dlatego analiza tych danych jest tak waznym
elementem badan proteomicznych. Bardzo czesto
analiza bioinformatyczna zajmuje wiecej czasu niz
sam eksperyment i jest jego najdtuzszym 1 najbar-
dziej pracochtonnym etapem. Wymaga ponadto
specjalnych narzedzi oraz umiejetnosci postugi-
wania sie nimi, co nie zmienia faktu, ze odgrywa
kluczowa role w calym eksperymencie [12, 18, 19].

Podczas badan proteomicznych niezbednym
narzedziem okazuja sie algorytmy, umozliwiajace
analize danych z MS, w powiazaniu z informacjami
uzyskanymi z bioinformatycznych baz danych. Sa
to zorganizowane, latwo dostepne zbiory informa-
cji podlegajace stalej aktualizacji. Istnieje wiele
baz danych, w ktorych mozna znalez¢ informacje
istotne z punktu widzenia proteomiki: dane doty-
czace trojwymiarowej struktury bialek, ich szlakow
metabolicznych czy aktywnoS$ci enzymatyczne;j.

Do najpopularniejszych i najczeSciej wyko-
rzystywanych biologicznych baz danych nalezy
UniProt (Universal Protein Resource), bedaca
kompleksowym i tatwo dostepnym narzedziem
zawierajacym informacje na temat sekwencji biatek
1ich funkgji, zgromadzonym na podstawie literatury
naukowej, oraz NCBI (National Center for Biotech-
nology Information), bedaca zbiorem kilku r6znych
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baz danych. W sktad NCBI wchodzi na przykiad
GenBank, czyli baza zawierajaca zbidr genowych
sekwencji nukleotydowych oraz SwissProt, na
ktora sklada sie znaczna liczba informacji doty-
czacych funkcji bialek, ich struktury, modyfikacji
potranslacyjnych, jak rowniez wielu innych danych.
W NCBI przechowywane sg takze informacje na
temat artykutow hiologicznych i medycznych (bazy
PubMed i PubMed Central).

Zastosowanie proteomiki w wybranych
jednostkach chorobowych
— proteomika Kkliniczna

W wyniku postepu, jaki dokonat sie w ostatnich
latach w dziedzinie technik proteomicznych, mozna
bardzo szybko uzyskac¢ ogromna liczbe danych o istot-
nym znaczeniu klinicznym. Do poznania ziozonej roli
biatka w regulacji mechanizmoéw zdrowia 1 choroby
niezbedne jest uzycie wielu technik, w tym metody
wysokoprzepustowe] opartej na MS, ktore utorowaty
droge do badan klinicznych rowniez na poziomie sy-
stemowym. Dodatkowo, konieczna jest analiza inter-
akcji pomiedzy biatkami, oznaczanie ilo$ciowe biatek
czy globalna analiza modyfikacji potranslacyjnych.

Zastosowanie technik proteomicznych w prak-
tyce klinicznej moze przynie§¢ wymierne korzy-
§ci w postaci wczesnego rozpoznania choroby,
przewidywania jej postepu i1 odpowiedzi pacjenta
na leczenie czy wyznaczanie nowych celow inter-
wencji terapeutycznej. Obecnie prowadzone sg
proteomiczne badania kliniczne, ktore skupiajg sie
bardziej na analizie tkanek i ptynéw ustrojowych
1, co za tym 1dzie, na analizie r6znorodnos$ci 1 obfitoSci
typoéw komorek, oznaczaniu ilo§ciowym biatek,
dostepnosci probek z mozliwo$cig ich dlugotrwa-
tej obserwacji klinicznej, jak rowniez na doborze
optymalnej metody badan.

Te oraz inne problemy nieodlacznie zwigzane
z wykorzystywaniem probek klinicznych powodu-
ja, ze prowadzac kliniczne badania proteomiczne,
trzeba opieraé sie na wspolpracy z przedstawicie-
lami r6znych dziedzin. Co wiecej, przeniesienie
podstawowych odkry¢ proteomicznych do praktyki
klinicznej jest procesem diugotrwatym i1 kosztow-
nym, wymagajacym szeroko zakrojonej wspolpracy
miedzy badaczami i przedstawicielami réznych
dziedzin medycyny, w tym wsparcia aparaturowego
1 udzialu przedstawicieli przemystu [20].

Choroby nowotworowe — onkoproteomika
Terminem ,,nowotwor” okre$la sie nieprawid-

towy 1 niekontrolowany rozrost komoérek w wyniku

zaklocenia naturalnych mechanizméw regula-

cyjnych organizmu. Nowotwory stanowig grupe
niezwykle roznorodnych chordb, ktore, pomimo
postepow w zakresie diagnozowania 1 leczenia,
nadal stanowia jedna z gtownych przyczyn zgonow
w krajach rozwinietych, w tym w Polsce [21]. Kaz-
dego rok na calym $wiecie choroby nowotworowe
sg rozpoznawane u ponad 11 mln os6b. Szacuje sie,
ze do 2020 roku bedzie przybywaé 16 milionow
nowych przypadkow rocznie. Liczba zgonoéw na
Swiecie z powodu choréb nowotworowych stale
ro$nie. Prognozy moéwia, ze w 2015 roku na raka
umrze 9 milionéw ludzi, a liczba ta w roku 2030
wzro$nie do 11,4 milionéw [22].

Badania proteomiczne znajdujg coraz szersze
zastosowanie w diagnozowaniu choréb nowotwo-
rowych oraz w monitorowaniu postepu i przebiegu
choroby. Onkoproteomika, jako galaz proteomiki,
zajmuje sie badaniem biatek oraz ich wzajemnych
oddziatywan w komérkach nowotworowych 1 od-
grywa coraz wieksza role w diagnostyce i leczeniu
nowotworow, jak rowniez w rozwoju terapii indy-
widualnych [22].

Weczesne rozpoznanie nowotworu jest trudne
ze wzgledu na czesto bezobjawowy lub skapo-
objawowy poczatek choroby. Wplyw na to moze
mie¢ roOwniez ograniczona wiedza w zakresie
etiologii i onkogenezy. Jako istotny wskaznik stanu
biologicznego organizmu i progresji choroby nowo-
tworowej biomarkery stanowig potezne narzedzie
monitorowania przebiegu choroby oraz oceny za-
rowno skutecznosci, jak 1 bezpieczenstwa nowych
Srodkow terapeutycznych [22].

Rak gruczolu krokowego

Swoisty antygen sterczowy (PSA, prostate spe-
cific antigen) jest jednym z najczeSciej wykorzysty-
wanych marker6w nowotworowych stosowanym
w diagnozowaniu raka gruczoltu krokowego. Nalezy
on do markerow nowotworowych dobrze pozna-
nych, wykorzystywanych zarowno w diagnostyce,
jak 1 w monitorowaniu leczenia [21, 23].

Swoisty antygen sterczowy wystepuje
u wszystkich dorostych mezczyzn, a jego stezenie
moze by¢ podwyzszone zaro6wno przy lagodnym
przeroScie gruczolu krokowego, jak i zloSliwym
raku prostaty. Podwyzszone stezenie PSA wska-
zuje zatem tylko na konieczno$¢ przeprowadzenia
dalszych badan, a nie odpowiada na pytanie o rodzaj
1 stan zaawansowania choroby prostaty.

Dowiedziono, ze stany patologiczne w obrebie
gruczolu krokowego maja swoje odzwierciedlenie
W proteomicznym wzorze bialek surowicy. Chcac
potwierdzié te teze, przeanalizowano za pomoca
technik proteomicznych i poré6wnano probki su-
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rowicy pacjentow z rozpoznanym rakiem prostaty,
u ktorych stezenie PSA wynosito = 4 ng/ml,
z probkami surowicy pacjentow, u ktérych nie roz-
poznano raka prostaty (stezenie PSA w surowicy
< 1 ng/ml). Wykorzystujac techniki proteomicz-
ne, poprawnie wskazano 95% pacjentéw sposrod
38 chorych ze stwierdzonym rakiem prostaty. Z kolei
177 (78%) z 228 badanych pacjentow prawidlowo
zakwalifikowano jako chorych z tagodnym przero-
stem stercza, a w grupie 137 mezczyzn ze zwiek-
szonym stezeniem PSA (4 — 10 ng/ml) wykazano
swoisto$¢ tego testu na poziomie 71%. Jezeli
przedstawione wyniki uzyskaja potwierdzenie
w dalszych badaniach, diagnostyka wzoru biatek su-
rowicy metodami proteomiki moze zyskac istotne
znaczenie przy podejmowaniu decyzji dotyczacych
diagnozowania choroby 1 wyboru metod leczenia
pacjentéw z podwyzszonym poziomem PSA [24].

Poznanie dynamiki zmian i ekspresji wielu
réznych bialek w procesie rozwoju raka prosta-
ty oraz procesu angiogenezy stanowi pierwszy
krok w opracowaniu nowych, unikalnych technik
leczenia.

Rak watroby

Rak watrobowokomoérkowy (HCC, hepato-
cellular carcinoma) jest piatym co do czestosci
wystepowania nowotworem zlo$§liwym na Swiecie.
Jako czynniki ryzyka wystapienia choroby ziden-
tyfikowano zakazenie wirusem zapalenia watroby
typu B lub C, oraz marsko§¢ watroby [25, 26].

W skali $wiatowej ponad 52% przypadkow
zachorowania na HCC wiaze sie z zakazeniem
wirusem zapalenia watroby typu B (HBV, hepatitis
B virus) 1 25% z zakazeniem wirusem zapalenia
watroby typu C (HCV, hepatitis C virus). Rak
watrobowokomorkowy pozostaje nadal jednym
z nowotworOw o najwiekszej Smiertelno$ci na
Swiecie, mimo ze czynniki ryzyka sa dobrze znane.
Dzieje sie tak dlatego, ze rozpoznanie choroby we
wczesnym okresie jest trudne [27].

Rak watrobowokomorkowy, piaty co do cze-
sto$ci wystepowania nowotwor na §wiecie, plasuje
sie na miejscu trzecim jako przyczyna zgondéw
na choroby nowotworowe. W skali Swiatowe]
corocznie diagnozuje sie okolo 626 tys. nowych
przypadkow HCC i odnotowuje 600 tys. zgonow
z powodu tej choroby. Chociaz nadal nie udalo sie
poznaé wszystkich mechanizméw rozwoju HCC,
zidentyfikowano jednak wiele czynnikow patolo-
gicznych, genetycznych i molekularnych lezacych
u podloza tej choroby [28].

Osoby znajdujace sie w grupie ryzyka, a wiec
cierpigce na marsko§¢ watroby lub/i zakazone HBV

lub HCV poddaje sie diagnostyce przesiewowe],
w ktorej ustalonym standardem jest oznaczanie bio-
markera alfa-fetoproteiny (AFP, alpha-fetoprotein)
oraz wykonywanie badania USG co 6-12 miesiecy.
Jest to jednak standard postepowania daleki od
doskonatosci. Alfa-fetoproteina to glikoproteina
wytwarzana w watrobie, przewodzie pokarmo-
wym 1 pecherzyku zo6lciowym plodu, ktéra jest
wykorzystywana jako biomarker HCC, chociaz jej
zwiekszone stezenie obserwowane jest jedynie
u50-70% chorych. Nalezy podkreslic, ze zwiekszone
stezenie AFP wystepuje takze we wstepnej fazie
zakazenia HBV, po czym obniza sie lub nawet po-
wraca do normy, zanim znowu wzrosnie w kolejne;j
fazie zaawansowania choroby [28, 29].

Za diagnostycznie istotne uznawane jest steze-
nie AFP ponad 400 ng/ml, ale tak wysokie wartoSci
obserwuje sie zaledwie u niewielkiego odsetka
pacjentow chorych na HCC. Przy nizszym stezeniu
AFP wykonywanie badafn monitorujacych, w tym
badania USG nawet co trzy miesigce, nie przy-
czynia sie do poprawy wykrywalno$ci HCC [28].
Stad tak ogromne zainteresowanie oraz pospiech
w zakresie identyfikacji nowych biomarkerow
HCC, ktére mozna byloby zastosowaé do wczes-
nego wykrywania choroby i monitorowania sku-
tecznoSci jej leczenia [29]. Z najnowszych badan
wynika, ze diagnozowanie nowotworu i wykrywa-
nie niewielkich zmian §wiadczacych o obecno$ci
HCC, mozna usprawni¢, wykorzystujac obok AFP
rowniez jej podfrakcje, czyli AFP-L3 oraz DCP [28]
(des-gamma-karboksy-protrombina), ktore sa
nieprawidiowg protrombing, niezdolng do wigzania
wapnia [29].

Pomiar DCP charakteryzuje sie czuloS$cia
poréwnywalng do oznaczania AFP lub nizsza
(50-70%), jest jednak bardziej swoisty (do 90%),
dlatego w diagnostyce réznicowej HCC i zmian
o charakterze nienowotworowym DCP okazal sie
bardziej przydatnym markerem niz AFP. Ponadto,
stosujac DCP, mozna skuteczniej wykrywaé nie-
wielkie zmiany chorobowe HCC: przy niewielkich
ogniskach (o Srednicy ok. 2 cm) wynik dodatni
uzyskiwano u okolto 33% pacjentow [30, 31].

Identyfikacja nowej grupy czasteczek zwanych
mikro RNA (miRNA) jest bardzo obiecujacym ob-
szarem badan w zakresie diagnostyki HCC, mimo
ze badanie to wykracza poza obszar proteomiki.
MikroRNA stanowig klase krotkich, okolo 21-23-
-nukleotydowych, niekodujacych czasteczek RNA,
ktore zidentyfikowano u organizméw jadrowych.
Liczbe czasteczek miRNA w genomie cziowieka
szacuje sie na okofo 1000, z czego dotychczas zi-
dentyfikowano okoto 500. Rola miRNA sprowadza
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sie do obnizania ekspresji gendow poprzez hamo-
wanie ich translacji. Czasteczki miRNA uczest-
nicza w wielu waznych procesach biologicznych,
a wyniki prowadzonych ostatnio badan wykazaty
wiele przyktadéw zaburzen regulacji mikroRNA
w chorobach nowotworowych. Dowiedziono, ze
mikroRNA nie tylko reguluja ekspresje licznych
onkogenow i gendw supresorowych, ale same
rowniez moga wystepowaé w roli onkogenow
1 supresorow [28].

MikroRNA reguluja ekspresje gen6ow po-
przez wiazanie do specyficznych matrycowych
RNA (mRNA), co w konsekwencji zapobiega ich
translacji. Poniewaz kazdy rodzaj miRNA moze
jednoczes$nie regulowac ekspresje setek genow,
czasteczki te kontrolujg cale podstawowe programy
transkrypcyjne definiujace zasadnicze cechy komo-
rek. W zwigzku z powyzszym, profilowanie miRNA
stalo sie niezwykle cenng metoda fenotypowania
1 klasyfikowania nowotworow [28].

Duzo niezaleznych grup badaczy przeprowa-
dzito kompleksowe analizy miRNA zwigzanych
z HCC, co dostarczyto wielu cennych informacji
na temat markeréw miRNA. Ilo§¢ miRNA koreluje
z najwazniejszymi parametrami choroby, takimi jak:
przerzuty, roznicowanie, zakazenie HBV lub HCV,
WZNnowy nowotworu i czas przezycia pacjenta. Nie-
ktore miRNA zaangazowane sa w kancerogeneze
HCC poprzez promowanie komoérek macierzystych
raka 1 kontrole proliferacji 1 apoptozy. Inne kon-
troluja migracje komorek 1 ich inwazje, przez co
sa zwigzane z progresja HCC. MiRNA zwigzane
z HCC nie tylko dostarczaja nowych informacji na te-
mat molekularnych podstaw HCC ale rowniez stuza
jako nowe narzedzia diagnostyczne i prognostyczne
tej choroby. Obecnie jednak tylko kilka miRNA
mozna wykorzysta¢ w tym obiecujagcym obszarze,
co jednak wymaga dalszego potwierdzenia w bada-
niach prospektywnych [28].

Rak jajnika

Rak jajnika stanowi przyczyne zgonu ponad
125 000 kobiet rocznie na caltym $wiecie, czyli
wiecej niz wszystkie inne nowotwory ginekologicz-
ne. Wczesne wykrycie nowotworu (I lub II okres
zaawansowania) daje ponad 90% szans na przezy-
cie, ale tylko okolo 20% wszystkich przypadkow
zostaje wykryte we wczesnym okresie choroby.
Wiekszo$¢ przypadkow raka jajnika ujawnia sie
w III11V stopniu zaawansowania klinicznego, co daje
tylko 11% szans na przezycie 5 lat. Objawy raka
jajnika sg zroznicowane i czesto biednie przypi-
sywane innym chorobom. Dlatego z jego powodu
umiera najwiecej kobiet, mimo ze jest to nowotwor

wystepujacy rzadziej niz inne zlosliwe schorzenia
kobiecych narzadow rodnych [32].

Weczesne wykrycie choroby moze przediuzy¢
lub uratowaé zycie, obecnie jednak nie ma metod
przesiewowych na tyle czulych, aby umozliwialy
wykrycie raka jajnika w bardzo wczesnym okresie
choroby, kiedy objawy nie s3 jeszcze wyraznie wi-
doczne. Dlatego konieczne staje sie opracowanie
skutecznych metod wczesnej diagnostyki tego
schorzenia. Obecnie, najcze$ciej wykorzystywa-
nym i najdokladniej przebadanym markerem jest
CA-125 — glikoproteina blonowa wystepujaca na
powierzchni wielu rodzajow komorek nablonko-
wych. Badanie krwi oceniajace stezenie Ca-125
1techniki obrazowania, takie jak tomografia kompu-
terowa, przezpochwowe badanie ultrasonograficz-
ne lub polaczenie testu immunologicznego CA-125
z jedng z metod obrazowania pozwalaja na monito-
rowanie pacjentow juz zdiagnozowanych. Nie jest
to jednak wystarczajaco swoiste badanie diagno-
styczne [33], gdyz podwyzszone stezenie CA-125
obserwuje sie rowniez w wielu innych chorobach.
Ponadto w badaniach immunohistochemicznych
materiatu pooperacyjnego wykazano, ze tylko 20%
rakow jajnika produkuje CA-125. Co wiecej, marker
ten nie zawsze jest uwalniany do krwiobiegu we
wczesnej fazie wzrostu nowotworu; podwyzszone
stezenie CA-125 obserwuje sie u zaledwie 50-60%
chorych w stopniu I zaawansowania choroby [34].
Chociaz oznaczanie stezenia CA-125 nie spelnilo
wszystkich oczekiwan ginekologéw 1 onkologow,
jest to nadal najbardziej powszechnie stosowana
metoda w diagnostyce raka jajnika.

Innym, niezwykle obiecujagcym markerem
diagnostycznym raka jajnika jest HE4 (human
epididymis protein 4) — podfrakcja 4 ludzkiego bial-
ka z komérek nablonkowych najadrza [35], ktore
jest biatkiem o masie czasteczkowej 11 kDa. Jego
zwiekszone stezenie obserwuje sie w przypadku
raka jajnika. W prawidlowej tkance jajnika ekspre-
sja genu WFDC2 kodujacego HE4 1 wytwarzanie
tego bialka obserwowane jest na minimalnym po-
ziomie [36]. Oznaczanie bialka HE4 moze zoptyma-
lizowaé wykrywanie raka jajnika w jego wczesnym
okresie. Z badan wynika, ze HE4 charakteryzuje sie
wieksza czulo§cig 1 wieksza swoisto$cig niz CA-125
(odpowiednio 96,9% v. 85,7% oraz 96,3% v. 79%)
1 wydaje sie, ze zastosowanie tego biomarkera w
diagnozowaniu tagodnych nowotwor6ow jajnika daje
lepsze rezultaty niz zastosowanie CA-125 [35].

Analiza surowicy pacjentek z uwidoczniong
w badaniu ultrasonograficznym patologiczng masg
w obrebie przydatkow wykazala, ze HE4, jako test
wykrywania raka jajnika, charakteryzuje sie czutos-
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cig na poziomie 67% i swoisto$cig 96%. Wykazano
rowniez, ze polaczenie dwoch markerow — CA125
1 HE4 powoduje znaczny wzrost czulo$ci i swoisto-
§ci w porownaniu z zastosowaniem kazdego z tych
marker6w pojedynczo [36].

Obecnie zaden ze znanych markeréw nie jest
na tyle czuly, aby po jego zastosowaniu mozna bylo
ustali¢ precyzyjne 1 niebudzace watpliwosci rozpo-
znanie. Wysokie stezenie biomarkera wskazuje na
Znaczne zaawansowanie procesu nowotworowego,
ale moze tez, pomimo obecno$ci guza, utrzymywac
sie w granicach prawidlowych.

Priorytetem w badaniach nad markerami
nowotworowymi powinno by¢ zatem wyKkry-
wanie swoistych antygenow przypisanych do
konkretnych nowotworow, jak rowniez opraco-
wanie testow diagnostycznych umozliwiajacych
wykrywanie choroby w jej najwcze$niejszym,
bezobjawowym okresie.

Choroby nienowotworowe — zespot Downa
W rozpoznawaniu prenatalnym

Zespot Downa (DS, Down syndrome) jest
najbardziej rozpowszechnionym zaburzeniem
genotypu ludzkiego, spowodowanym trisomig
21 chromosomu [37].

Poczatkowo, ryzyko wystapienia DS bylo naj-
czesciej szacowane na podstawie wyniku potrojne-
go testu przeprowadzanego w drugim trymestrze
ciazy oraz na podstawie wieku matki. Test opierat
sie na pomiarze stezefn matczynych markerow
surowiczych takich jak: AFP, podjednostka b ludz-
kiej gonadotropiny kosméwkowej (fbhCG, human
chorionic gonadotropin), niezwiazany estriol (UE3,
unconjugated estriol) 1 inhibina A [38].

Obecnie, badania przesiewowe w kierunku
zespolu Downa polegaja na obliczeniu ryzyka na
podstawie pomiaru markeré6w biochemicznych
w surowicy krwi matki, wykonywanych w pierwszym
lub drugim trymestrze cigzy. Badania te s czesto
uzupelniane badaniem USG przeziernoSci karkowej
plodu, co umozliwia zwiekszenie ogbdlnego poziomu
wykrywalno$ci do 90-95% [37].

Pomimo intensywnych wysitkow zmierzaja-
cych do poprawy jako$ci metod przesiewowych,
najwyzszy osiagalny stopien wykrywalnosci wynosi
95%, ale okoto 2,5-5% wynikow okazuje sie falszy-
wie dodatnich [37, 39]. Po przeprowadzeniu tych
badan, kobiety z grupy wysokiego ryzyka moga
opowiedzie¢ sie za badaniem inwazyjnym, takim
jak amniopunkcja lub pobranie probek kosmkow
kosmowki [38].

Badania przesiewowe odgrywaja istotng role
w diagnostyce prenatalnej i pozwalajg ograniczy¢

liczbe badan inwazyjnych, nie s3 jednak wolne od
wad. Wymienione markery nie sg swoiste dla DS;
wykorzystuje sie je rowniez w diagnostyce zespotu
Edwardsa (trisomia chromosomu 18) czy zespotu
Pataua (trisomia chromosomu 13) [37].

Postep, jaki ostatnio dokonal sie w zakresie
metod proteomiki ilo§ciowej, stwarza mozliwo$¢é
wykrywania nowych biomarkerow, ktore mozna
bedzie wykorzysta¢ do monitorowania postepu cho-
roby 1 do poznania mechanizmow czasteczkowych
lezacych u podloza DS [40].

Prowadzone przez Tsangarisa 1 wsp. [41]
badania proteomiczne plynu owodniowego pocho-
dzacego od kobiet spodziewajacych sie dziecka
z DS oraz od kobiet z prawidlowo przebiegajaca
cigza wykazaly, ze w przypadku zespolu Downa
z trisomig 21 chromosomu wystepuje prawie
czterokrotny wzrost stezenia PGBM — proteogli-
kanu zawierajacego siarczan heparanu (basement
membrane — specific heparin sulfate proteoglycan
core protein). Ponadto u kobiet spodziewajacych
sie dziecka z DS stwierdzono dwukrotny wzrost
stezenia alfa-1 mikroglobuliny (AMBP, alfa micro-
globulin) 1 zmniejszenie o 40% stezenia prekursora
insulinopodobnego czynnika wzrostu wigzacego
biatko 1 IBP-1, insuline- like growth factor binding
protein 1 precursor). Wyniki przedstawionych badan
wskazuja jednoznacznie na konieczno$¢ prowadze-
nia dalszych analiz proteomicznych, ktore zapewne
zrewolucjonizujg diagnostyke jednostek chorobo-
wych w bardzo wczesnym okresie ich rozwoju [41].

Wady i ograniczenia
badan proteomicznych

Podczas wykonywania eksperymentow prote-
omicznych w warunkach laboratoryjnych badacze
napotykajg na wiele trudno$ci metodologicznych.
Jednen z pierwszych problemow stanowi sposob
pobierania probki [42]. Jest to niezwykle istotny
etap we wszystkich badaniach proteomicznych,
poniewaz na stezenie bialek wplywa bardzo wiele
czynnikow, w wyniku czego bialka moga ulegaé
agregacji, proteolizie lub utlenianiu. Jezeli na
sposob pobierania materialu nie zwraca sie nale-
zytej uwagi, to zmiany zachodzace pod wplywem
czynnikow zewnetrznych moga zafalszowac wyni-
ki. Czesto analizie proteomicznej poddawane sg
komoérki hodowane in vitro, co wynika z faktu,
ze w wielu przypadkach zmiany patologiczne,
zachodza tylko w niewielkim odsetku komorek
danej tkanki. Jednak nie ma pewnoS$ci, ze zjawiska
zachodzace w komorkach hodowanych iz vitro beda
takze zachodzily w warunkach iz vivo.
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Proteomika ma te zalete, ze podczas jednego
doswiadczenia uzyskuje sie ogromng liczbe infor-
macji. Moze to jednak takze stanowi¢ wade. Bardzo
czesto, podstawowe oprogramowanie, ktore jest
dostarczane z aparaturg pomiarowa, nie jest w sta-
nie przeanalizowac tak duzej liczby danych. Stanow1
to istotny problem, poniewaz moze sie okazaé, ze
wyniki uzyskane na drodze prawidiowo przepro-
wadzonego doSwiadczenia sa bezuzyteczne [43].

Narzedzia bioinformatyczne stanowia niezbed-
ny element kazdego eksperymentu proteomiczne-
g0, ktory w powigzaniu z informacjami zawartymi
w biologicznych bazach danych umozliwia analize
informacji ze spektrometru mas. Jednak, mimo
niezaprzeczalnej roli, jakg odgrywa bioinformatyka
w proteomice, moze sie okazac, ze jest to jedno-
cze$nie najslabsze ogniwo eksperymentu. Problem
wynika najczeSciej z tego, ze badacze nie znaja na
odpowiednim poziomie narzedzi informatycznych,
to znaczy na takim poziomie, ktory umozliwithy im
maksymalne wykorzystanie mozliwo$ci tych tech-
nik 1 narzedzi. Dotyczy to takze bioinformatykow,
ktorzy znaja zagadnienia, techniki 1 narzedzia in-
formatyczne, ale nie posiadaja odpowiedniej wiedzy
biologicznej, chemicznej czy biochemicznej i bardzo
czesto nie sa w stanie w prawidiowy sposob zinter-
pretowaé danych pochodzacych z eksperymentu.

Kolejny problem, ktéory moze pojawié sie
w trakcie analizy danych, dotyczy biologicznych baz
danych [43]. Obecnie bialkowe bazy danych nie
zawieraja kompletnych informacji nie tylko o mo-
dyfikacjach potranslacyjnych, ale takze dotyczacych
niektorych bialek, co moze skutkowac niepelna
interpretacja wynikéw badan. Dane te sg sukce-
sywnie 1 regularnie uzupelniane, co w przysztosci
wyeliminuje takie problemy.

Podsumowanie

Rozwdj technik proteomicznych stwarza
zupelnie nowe mozliwos$ci identyfikacji biatek
1 wnosi znacznie pelniejszg informacje niz analiza
pojedynczych marker6w biatkowych. Techniki
proteomiczne z pewno$cig okazg sie przydatne do
opracowywania skutecznych metod leczenia, jak
roOwniez do weczesniejszego 1 bardziej precyzyjnego
rozpoznawania choréb, jednak o dalszym rozwoju
tych technik i o ich przydatno$ci w laboratorium
analitycznym zadecyduje rozwéj metod analitycz-
nych oraz postep w dziedzinie informatyki. Rownie
istotne znaczenie ma opracowanie jednolitych
procedur przygotowania i analizy materiatu oraz
walidacji otrzymanych wynikow.
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