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Abstract

Wstep

Intensywny rozwoj metod biologii molekularnej z wy-
korzystaniem analizy sprzezen i badan asocjacyjnych
umozliwity okreslenie rejonéw genomu ludzkiego i wy-
typowanie gendw kandydujacych, predysponujacych
do takich chordb, jak: schizofrenia, choroba afektyw-
na dwubiegunowa (BD, bipolar disorder), autyzm czy
depresja. Mimo ogromnego postepu i zaangazowa-
nia wielu badaczy nadal nie ma rozstrzygajacych do-
woddw pozwalajgcych na skonkretyzowanie genéw
i ich polimorfizméw odpowiedzialnych za dang jed-
nostke chorobowa. Wynika to miedzy innymi z faktu,
ze choroby psychiczne nalezg do choréb ztozonych
i wieloczynnikowych. Stosowane w tym wypadku ba-
dania sprzezeh maja kilka ograniczen. Na przyktad
w schizofrenii oznaczono przynajmniej 12 réznych loci
zwigzanych z chorobg [1, 2], co oznacza, ze poszuki-
wanie genéw odpowiedzialnych za wystgpienie cho-
roby psychicznej nie wigze sie z odkryciem gendw,
ktére w sposéb deterministyczny warunkujg wysta-
pienie choroby u okreslonej osoby, i nalezy rozwazac
réwniez wiele innych czynnikéw wptywajacych na osta-
teczny ksztatt produktéw biatkowych badanych ge-
now iich zwigzek z chorobg. W tym celu stosunkowo
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niedawno powstata proteomika, czyli nowa gafaz
nauki zajmujaca sie badaniem struktury, funkcji i za-
leznosci miedzy biatkami.

Proteomika

Termin proteomika po raz pierwszy zostat uzyty
w 1994 roku podczas konferencji w Sienie przez pro-
fesora Marca Wilkinsa [3, 4]. Nazwe utworzono przez
analogie do genomiki zajmujacej sie badaniem geno-
mdw, natomiast termin proteom pochodzi od angiel-
skiego okreslenia PROTEin complement of the genO-
ME, oznaczajgcego zbidr wszystkich biatek kodowa-
nych przez dany genom. Wielu badaczy zwraca uwa-
ge na fakt, ze proteomika jest dziedzing znacznie
szerszg i bardziej ztozong od genomiki, poniewaz biat-
ka sq trudniejszym obiektem badan od DNA, ze wzgle-
du na ich przestrzenng strukture i wystepowanie
w wieloczagsteczkowych kompleksach. Ponadto iden-
tyfikacja proteomu nie polega wytgcznie na stworze-
niu listy biatek znajdujgcych sie w okreslonej komaérce
czy tkance. Istotg proteomiki jest poszukiwanie réznic
w profilach biatkowych, ktérymi réznig sie osoby zdro-
we i chore. R6znice te moga stanowic przyczyne i kon-
sekwencje choroby. Oprécz tego genom ma charak-
ter statyczny i podlega zmianom w bardzo matym
stopniu, natomiast proteom jest obiektem bardzo
dynamicznym. Zestaw biatek obecnych w komérce
zmienia sie nieustannie zaleznie od fazy cyklu komér-
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kowego, na skutek oddziatywan z innymi komérkami
W organizmie tworzacymi rézne tkanki i organy czy
w koncu ze wzgledu na interakcje z czynnikami sro-
dowiskowymi (np. zaleznie od panujgcej temperatu-
ry, czynnikéw stresowych, diety). Na przykfad w neu-
ronach neuropeptydy syntetyzowane w ciele komaorki
sg nastepnie transportowane do zakonczen aksonal-
nych i dopiero stamtad uwalniane do przestrzeni sy-
naptycznej. Tak wiec przestrzenne usytuowanie da-
nego biatka moze decydowac o jego interakcjach
z innymi biatkami, a to z kolei moze wptywac na jego
funkgje.

Dzieki Projektowi Poznania Genomu Ludzkiego
(HUGO, Human Genome Project) ustalono, ze genom
ludzki zawiera w przyblizeniu od 30 000 do 36 000
[4, 5] gendw kodujgcych biatka, a oznaczonych bia-
tek w ludzkim proteomie jest okoto 500 000 [6, 7].
Oznacza to, ze na jeden gen przypada okoto 10 réz-
nych wariantow biatek. Za taki stan rzeczy odpowia-
daja procesy alternatywnego splicingu podczas tran-
lacji i powstawania informacyjnego kwasu rybonukle-
inowego (MRNA, messenger rybonucleic acid), a tak-
ze procesy modyfikacji posttranslacyjnej, takie jak fos-
forylacja czy glikozylacja, ktére wptywaja na ostateczng
strukture i funkgcje biatka [7]. W tej sytuacji wydaje sie,
ze badanie samego genomu w celu poznania pier-
wotnego podtoza wielu chordb jest niewystarczajgce.
Dlatego poszukiwanie biologicznych markeréw cho-
roby za pomocg metod proteomicznych jest kolejnym
krokiem i ogromnym wyzwaniem dla badaczy szcze-
golnie w dziedzinie neurologii i psychiatrii.

Organizacja Proteomu Ludzkiego — HUPO

Skatalogowanie wszystkich biatek ludzkiego organi-
zmu oraz przypisanie im okreslonych funkgji jest wiel-
kim wyzwaniem dla nauki, dlatego w 2001 roku po-
wotano Organizacje Proteomu Ludzkiego (HUPO,
Human Proteome Organization) [8], ktérej celem byta
koordynacja badan proteomicznych w skali miedzy-
narodowej [9, 10]. Projekt ten jest w pewnym sensie
kontynuacja projektu HUGO, ale wyzwania przed nim
stojace wydaja sie o wiele trudniejsze. Gtéwnym zato-
zeniem projektu jest poznanie potranslacyjnych mo-
dyfikacji biafek, ich skomplikowanych oddziatywan
miedzyczasteczkowych, lokalizacji w obrebie komor-
ki, ekspresji w zaleznosci od warunkéw otoczenia,
rodzaju tkanki czy opisania zmian ich ekspresji w cza-
sie rozwoju i proceséw patologicznych. Do osiggnie-
cia ostatecznego celu, czyli poznania funkcji poszcze-
gdInych biatek, sg wymagane nie tylko znaczne na-
ktady finansowe, ale réwniez wspdtpraca i koordyna-
cja dziatan naukowcow réznych specjalnosci. Projekt

wymaga nowego podejscia metodologicznego odcho-
dzacego od prostej analizy poszczegdinych biatek,
a zmierzajgcego ku opisaniu i zrozumieniu ztozonego
systemu, ktory te biatka tworzg [11]. Najwiekszym wy-
zwaniem konsorcjum HUPO jest stworzenie biblioteki
ludzkich przeciwciat, ktéra pozwolitaby na szeroka
skale oznaczac ekspresje biatek za pomocag mikroma-
cierzy biatkowych. Ponadto projekt ten umozliwi stan-
daryzacje procedur, opracowanie metod statystycz-
nych niezbednych do analizy i interpretacji uzyskanych
wynikow [12].

Gtéwne gatezie proteomiki

Charakterystyka ekspresji biatek (expression prote-
omics) polega na zidentyfikowaniu i scharakteryzowa-
niu wszystkich biatek kodowanych przez geny aktyw-
ne w komdrkach poszczegdlnych tkanek i organéw
oraz na znalezieniu réznic miedzy biatkami z tkanek
0s6b zdrowych i chorych. Technologie opracowane
w celu badania ekspresji biatek wykorzystujg materiat
w postaci homogenatdw tkankowych, surowice, mocz
oraz ptyn mdzgowo-rdzeniowy. Proces identyfikacji
biatek jest wieloetapowy (ryc. 1), a najczesciej stoso-
wane techniki w badaniach ekspresji proteomu obej-
mujg elektroforeze dwukierunkows (2DE), spektrome-
trie masowa oraz inne formy spektrometrii, takie jak
jonizacja laserem wspomagana matrycg (MALDI, ma-
trix-assisted laser desorption ionization) czy desorp-
cja/jonizacja na modyfikowanych podfozach (SELDI,
surface enhaced laser desorption ionization). Charak-
terystyka ekspresji biatek pozwala na poszukiwanie
i weryfikowanie biomarkeréw chorobowych. Te z ko-
lei mozna podzieli¢ na 3 klasy: diagnostyczne, pro-
gnostyczne oraz predykcyjne. Markery diagnostyczne
s wykorzystywane w klasycznej diagnostyce histopa-
tologicznej, w szczegdlnosci w diagnostyce nowotwo-
rowej. Sprawdzone markery diagnostyczne w tej dzie-
dzinie pozwalajg na wykrycie nowotworu w bardzo
wczesnym stadium, kiedy inne techniki neuroobrazo-
wania zawodzg, co pozwala zmniejszy¢ koszty lecze-
nia i unikna¢ inwazyjnych metod diagnostycznych. Do
markeréw prognostycznych zalicza sie miedzy innymi
receptory hormondéw, markery angiogeniczne czy
markery proliferacji. Te z kolei pozwalajg na okresle-
nie stopnia ztosliwosci nowotworu, a tym samym na
dobranie wtasciwego leczenia. Markery predykcyjne
pozwalaja na przewidywanie wystapienia choroby
i zastosowanie profilaktyki [13]. W przypadku choréb
neurologicznych, psychicznych i wielu innych bada-
nia proteomiczne s dopiero w fazie eksperymental-
nej, a wiec dazacej do znalezienia biomarkeréow biat-
kowych, ktore pozwalatyby na weryfikacje diagnozy
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Izolacja tkanki Frakcje
patologicznej/normalne;j subkomorkowe

Osocze, mocz, $lina,
ptyn mézgowo-rdzeniowy

v v

Rozdziat mieszaniny biatek w gradiencie pH w trakcie elektroforezy 2DE

y

Rozdziat biatek w zaleznosci od masy w zelu SDS w elektroforezie 2DE

v

Izolacja plamek biatkowych (spots) z zelu

v

Trawienie proteolityczne i ekstrakcja peptyddw

v

Okreslenie masy peptyddw za pomocg spektroskopii masowej

v

Przeszukiwanie baz danych
i identyfikacja biatka

Biatka niezidentyfikowane
sg sekwencjonowane

Wprowadzanie informacji do baz danych

Rycina 1. Izolacja, identyfikacja i charakterystyka biatek (za [7])

Figure 1. Isolation, identification and characteristics of proteins (adapted [7])

lekarskiej i zastosowanie ukierunkowanego leczenia.
Z tego wzgledu ta gataz proteomiki zwigzana z me-
dycznymi zastosowaniami stwarza nadzieje na opra-
cowanie metod pozwalajacych na szybsza diagnoze
oraz postep w leczeniu wielu choréb.

Proteomika funkcjonalna (functional proteomics) oce-
nia stan aktywacji oraz interakcji miedzy biatkami, co
pozwala scharakteryzowac droge przekazywania sy-
gnatu w komorce. Okreslenie mozliwych uktadéw in-
terakcji biatko—biatko moze by¢ uzyteczne z kilku po-
woddw. Jednym z nich jest okreslenie uktaddw biat-
kowych, co pozwala na identyfikacje nowych biatek
zaangazowanych w powstanie choroby. Wiedza o nich
pozwala na rozwdj technik interwencji terapeutycz-
nych i tworzenie lekéw ukierunkowanych na wybrane
biatka. W szerszym ujeciu proteomika funkcjonalna
zajmuje sie réwniez opracowywaniem technik wytwa-
rzania nowych biatek i badaniem ich funkgji, mozli-
wosci opracowania technologii ich syntetyzowania

i wprowadzania do organizmu w celu uzupetnienia
niedoboréw lub braku danego biatka w organizmie.
Proteomika funkcjonalna wykorzystuje gtéwnie
technologie MALDI/SELDI oraz mikromacierze biat-
kowe [13].

Techniki

Proteomika dysponuje wieloma technikami, ktére wy-
nikaja z modyfikacji i unowoczesnien wdrozonych
w kilku podstawowych technikach.

Dwuwymiarowa elektroforeza w zelu
poliakryloamidowym (2DE)

Ptyny ustrojowe i tkanki zawierajg duzg ilos¢ biatek,
czesto tworzgcych kompleksy, co wymaga ich rozdzie-
lenia przed dalszg analizg. Najczesciej stosowang me-
toda jest dwukierunkowa elektroforeza w zelu polia-
kryloamidowym (2DE). Analiza ta jest dwustopniowa.
W pierwszym etapie biatka sg rozdzielane w zalezno-
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$ci od punktu izolektrycznego (pl), bedacego warto-
scig pH, przy ktérej biatka posiadajace grupy funkcyj-
ne budujacych je aminokwasdw osiggajg catkowity
tadunek réwny zero i ulegaja unieruchomieniu. Wy-
korzystywany zakres pH dla rozdziatu biatek miesci sie
w granicach 3-10. W drugim etapie biatka o podob-
nym punkcie izoelektrycznym sg rozdzielane w zalez-
nosci od masy w zelu zawierajgcym siarczan dodecylu
sodu (SDS). W nastepnym etapie wzor biatkowy jest
wizualizowany poprzez wysrebrzanie lub barwienie
(Comassie blue lub barwniki fluorescencyjne). Nastep-
nie plamki, tak zwane spots w zelu zawierajace unie-
ruchomione biatka, podlegaja identyfikacji. Rozdzie-
lone plamki sg usuwane z zelu, a biatka w nich zawar-
te sg poddawane enzymatycznej degradacji przy uzy-
ciu trypsyny [12, 14]. Na standardowym zelu (20 x 24
cm) mozliwy jest rozdziat od 2000 do 3000 biatek [15].

Spektroskopia masowa

Rozdziat biatek i ich czesciowa degradacja pozwalaja
na ich identyfikacje przy zastosowaniu wysokoprze-
pustowej metody opartej na spektrometrii masowej
(MS, mass spectrometry), bedacej uniwersalng tech-
nikg analityczna, ktorej podstawa jest pomiar stosun-
ku masy czasteczki do tadunku elektrycznego jonéw
otrzymywanych z atomoéw lub zwigzkdw chemicznych.
Wspdtczesnie istnieje wiele odmian tej techniki, z kté-
rych kazda posiada inne zastosowanie i wymaga sto-
sowania aparatéw o innej konstrukcji. Wszystkie te
techniki sg jednak oparte na jonizacji czasteczek lub
atomdw, a nastepnie detekgji liczby i stosunku masy
do tadunku (m/z) powstajgcych jondw (ryc. 2). Wyniki
dziatania spektrometru mas sg przedstawiane w po-
staci tak zwanego widma masowego. Jedng z cze-
$ciej stosowanych konfiguracji spektrometréw mas jest
potaczenie zrédta jondw MALDI i analizatora czasu
przelotu (TOF, time of flight analyser) (MALDI-TOF).
Podstawowg zaletg MALDI-TOF jest to, ze technika ta
umozliwia bezposrednia detekcje sktadu populagji

Analizowana substancja

v

czasteczek o duzych masach czasteczkowych, takich
jak mieszaniny biatek, i dlatego spektrometry te s tak
popularne przy identyfikacji biatek w proteomice [16].
Naukowcy korzystajg réwniez z SELDI — spektrosko-
pii czasu przelotu mas, ktéra pozwala na odnalezie-
nie jednego specyficznego biatka w ztozonej miesza-
ninie, opierajac sie na jego wadze [7, 15]. Spektro-
skopia masowa pozwala na identyfikacje biatek o masie
czasteczkowej ponizej 10 kDa [17].

Mikromacierze biatkowe

Mikromacierze biatkowe czesto nazywane tez czujni-
kami biatkowymi stuzag do dokfadnego okreslenia typu
i ilosci biatka w badanej tkance. Za pomocg takich
przyrzadéw mozna okreslac, ktore z tysiecy istnieja-
cych w komérce biatek oddziatuja ze sobg. Wydaja sie
by¢ narzedziem, bez ktérego w przysztosci diagno-
styka wielu choréb nie bedzie mozliwa, szczegdinie,
ze materiatem wykorzystywanym jest osocze, tatwo
dostepne i zawierajgce biatka zwigzane z innymi prze-
bytymi chorobami. Macierze biatkowe sg wykonane
z bardzo cienkich ptytek, na ktérych umieszcza sie mi-
liony kopii réznych przeciwciat, z ktérych kazde taczy
sie scisle z okreslonym odcinkiem biatka. Obecnie naj-
czesciej wykorzystuje sie metode kanapkows, polega-
jaca na wykrywaniu biatka przez 2 rézne przeciwcia-
ta, z ktorych jedno wigze czasteczke biatka, a drugie
przytacza do niej znacznik fluorescencyjny. Tak przy-
gotowany czujnik umieszcza sie w czytniku sprzezo-
nym z komputerem wyposazonym w odpowiednie
oprogramowanie pozwalajgce na jakosciowe i iloscio-
we oznaczenie biatka.

Badania proteomiczne biatek mézgowych

Tkanka moézgowa jest najbardziej skomplikowang
tkanka, o najwyzszym stopniu organizacji, na ktéra skia-
da sie wiele réznych typow komaérek budujgcych po-
szczegdlne warstwy mdzgu. Tak wysoki stopien zréz-
nicowania komérek neuronalnych jest powodem, dla

Jonizator —»  Analizator m/z

Detektor —

Rejestracja danych

Jonizacja Rozdziat jonéw
substancji o réznym stosunku
badanej masy do tadunku

Rycina 2. Dziafanie spektrometru masowego (na podstawie www.chemia.uj.edu.pl)
Figure 2. Mass spectrometry (adapted from www.chemia.uj.edu.pl)
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ktdrego przestaja sie one dzieli¢ po osiggnieciu dojrza-
tosci przez ludzki organizm, a to z kolei utrudnia izola-
cje biatek, co jest znacznym ograniczeniem i ogrom-
nym wyzwaniem dla obecnie wykorzystywanych tech-
nik w analizie proteomicznej [16]. Projekt HUPO uru-
chomit miedzynarodowa inicjatywe stworzenia profilu
biatkowego watroby (HLPP, Human Liver Proteomics
Project), osocza (HPP, Human Plasma Proteomics)
i mozgu (HBPP, Human Brain Proteomics Project Pro-
Ject). Celem projektu HBPP jest scharakteryzowanie pro-
teomu mdézgu cztowieka i myszy, a nastepnie dokona-
nie poréwnania modelu zwierzecego z osobami do-
tknietymi chorobami neurodegeneracyjnymi. Badania
obejma zardéwno tkanke mdzgowa, ptyn mézgowo-
-rdzeniowy, jak i poszczegdlne struktury mézgu. Pierw-
sze doniesienia i raporty zostang opublikowane w kon-
cu tego roku [18]. Poniewaz celem tego artykutu jest
przedstawienie przegladu pismiennictwa w zakresie
badan proteomicznych chordb psychicznych, dalszy
etap tych prac skupia sie na wybranych jednostkach
nozologicznych z dziedziny psychiatrii.

Osocze i surowica

Pierwsze badania proteomiczne w chorobach neuro-
logicznych i psychicznych wykorzystywaty osocze ze
wzgledu na tatwos¢ dostepu i nieinwazyjng metode
pobierania materiatu od pacjentéw.

Jedno z pierwszych badan tego typu przeprowadzo-
no w 1992 roku, a grupe badang stanowili pacjenci
z rozpoznaniem depresji oraz osoby zdrowe stano-
wigce grupe kontrolng. U pacjentdw z depresja stwier-
dzono podwyzszony poziom ekspresji biatek naleza-
cych do grupy ostrej fazy stanu zapalnego (APPs, acu-
te phase proteins), wérod ktorych wymieniono: anty-
trypsyne a,, haptoglobine i ceruloplasmine [19]. Wy-
niki badan potwierdzity hipoteze o stanie zapalnym
towarzyszacym depresji [19].

Podobne badanie przeprowadzono wsrdd 22 mezczyzn
ze schizofrenig w poréwnaniu z grupg kontrolng obej-
mujacg 20 osob [20]. Wyniki badan byty bardzo po-
dobne do tych uzyskanych w przypadku pacjentow
z depresjg. Rdwniez tu stwierdzono istotne statystycz-
nie podwyzszone stezenie biatek APPs w osoczu. tan-
cuch haptoglobiny Hpa-2 i B, antytrypsyny a, oraz pre-
kursor czynnika uzupetniajgcego B wykazywaty nade-
kspresje u pacjentow ze schizofrenia, podczas gdy ste-
zenie apolipoproteiny A-l oraz transtyretyny (transtyre-
tyna — biatko transportujgce tyroksyny wytwarzane
gtéwnie w watrobie i splotach naczyniéwkowych mé-
zqu [21]) byto znaczaco obnizone w stosunku do gru-
py kontrolnej [20]. Uzyskane wyniki réwniez potwier-
dzaja wystepowanie stanu zapalnego w przebiegu schi-

zofrenii zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami obej-
mujacymi réwniez pacjentéw z chorobg afektywna
dwubiegunowa [22]. W najnowszych badaniach Wan
iwsp., oprécz badan proteomicznych biatek ostrej fazy
stanu zapalnego, przeprowadzili badania asocjacyjne
kilku polimorfizméw typu polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphism)
[23]. Badacze stwierdzili zwigzek pomiedzy polimorfi-
zmem A/G w intronie 2 genu kodujacego tancuch a
heptaglobiny a schizofrenig. Réwniez w badaniu pro-
tomicznym stwierdzono podwyzszone stezenie tego
biatka u pacjentéw w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Stwierdzona zwiekszona ekspresja Hpa i zréznicowa-
na czestos¢ genotypdw Hpa u pacjentéw potwierdzaja
zwigzek tego biatka ze schizofrenig. Uzyskane rezultaty
z przeprowadzonych badan proteomicznych i genetycz-
nych wskazuja, Ze biatka ostrej fazy stanu zapalnego s3
istotnym czynnikiem etiologicznym, a nie tylko symp-
tomem towarzyszacym w schizofrenii.

W zwigzku z hipoteza udziatu cytokin w patomecha-
nizmie chordb psychicznych przeprowadzono bada-
nie stezenia interleukiny 12 (IL-12, interleukin-12)
w osoczu u 102 pacjentdow (43 ze schizofrenia,
34 z depresja, 25 z BD) i w 85-0osobowej grupie
kontrolnej po zastosowanym 8-tygodniowym lecze-
niu farmakologicznym. Stwierdzono wzrost steze-
nia IL-12 tylko u pacjentéw z depresjg. Wynik ten po-
twierdzat hipoteze o aktywacji procesu stanu zapal-
nego, jak réwniez wskazywat na fakt, ze leki przeciw-
depresyjne zmniejszajg stezenie IL-12 w osoczu pa-
cjentow z depresjg [24].

Prezentowane wyniki badan nie odznaczaja sie specy-
ficznosdcig ze wzgledu na fakt, ze bariera krew—-madzg
utrudnia oznaczenie wielu biatek, ktérych ekspresja
ogranicza sie do tkanki nerwowej osrodkowego ukta-
du nerwowego (OUN).

Ptyn mézgowo-rdzeniowy

Zmiany w koncentracji czy modyfikacje biatek wcho-
dzacych w sktad ptynu mdézgowo-rdzeniowego
$wiadcza o patologicznym procesie toczacym sie
w OUN i stajg sie przedmiotem dla badarn choréb OUN
[14]. Bariera krew—mozg powoduje, ze wiekszosci bia-
tek mézgowych nie udaje sie oznaczy¢ w moczu, oso-
czu czy surowicy. W stanach chorobowych OUN ob-
serwuje sie wzrost stezenia biatek w ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym, ktére w normalnych warunkach jest
niewielkie [13].

Jiang i wsp. [25] przeprowadzili analize ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego pacjentéw ze schizofrenia, wykorzy-
stujgc zarowno elektroforeze 2DE, jak i MALDI. W roz-
dziale 2DE uzyskano 200 plamek — miejsc zgrupo-
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wania biatek, tak zwanych spots. Zidentyfikowano
produkty biatkowe 54 gendw — gtéwnie biatek osocza.
Uzyskane wyniki wskazaty na obnizong ekspresje takich
biatek, jak: haptoglobina, fibrynogen czy Ge-globulina,
jednak zmiany te nie osiggaly istotnosci statystycznej.
Jedynie stezenie apolipoproteiny A-IV (Apo A-IV) réznito
sie w istotny sposéb u pacjentdw ze schizofrenia w po-
réwnaniu z grupa kontrolng. Apolipoproteina A-IV jest
glikoproteing syntetyzowang gtéwnie w Scianie jelita cien-
kiego. U cztowieka ApoA IV wigze sie z lipoproteinami
bogatymi w trigicerydy i lipoproteinami HDL, odpowia-
da za transport cholesterolu z tkanek obwodowych do
watroby, gdzie cholesterol ulega eliminacji na skutek
dziafania acylotransferazy lecytyna/cholesterol aktywo-
wanej wiasnie przez ApoA IV [26]. W osoczu tylko 25%
Apo A-IV wchodzi w sktad HDL, natomiast okoto 75%
tej apolipoproteiny wystepuje w osoczu w postaci wol-
nej [27]. Niestety niewiele wiadomo na temat funkdji
petnionych przez to biatko w mézgu. Ustalono, ze Apo
A-IV jest syntetyzowana w podwzgdrzu, gdzie jako czyn-
nik anoreksygeniczny dziata synergistycznie z melano-
kortyna, redukujac przyjmowanie pokarmu [28]. Ze
wzgledu na podobienstwo budowy Apo A-IV z Apo E
— czynnika ryzyka dla choroby Alzheimera (AD, Alzhe-
imer disease) — przeprowadzono badania asocjacyjne
dotyczace polimorfizmu w kodonie 360, ktérego efek-
tem w czasteczce biatka jest substytucja glutaminy (GIn)
w histydyne (His) w Apo A-IV. Badania te nie przyniosty
rozstrzygajacych wynikdw, poniewaz w pidmiennictwie
znajduje sie jedno doniesienie pozytywne [29] i jedno
doniesienie negatywne [30].

Niemieccy badacze w 2005 roku przedstawili pierwsza
analize proteomiczng ptynu mézgowo-rdzeniowego
U pacjentéw z depresjg wczesniej nieleczonych lekami
antydepresyjnymi lub nieprzyjmujacych leku przez co naj-
mniej 2 tygodnie przed badaniem. Badang grupe obej-
mujaca 14 pacjentdw podzielono na grupe pacjentéw
z prébg samobojczg w wywiadzie (n = 7) i grupe pa-
cjentdw bez préb samobdjczych (n = 7). Rozdziat biatek
ptynu mézgowo-rdzeniowego w elektroforezie 2DE
uwidocznit réznice miedzy pacjentami z prébami samo-
bdjczymi i bez. Stwierdzono obecno$¢ biatka o przybli-
zonej masie 33 kD i punkcie izoelektrycznym 5.2. Nieste-
ty, ze wzgledu na zbyt matg ilos¢ materiatu nie udato sie
tego biatka zidentyfikowac poprzez spektrometrie ma-
sowg [31]. Byta to pierwsza préba oceny réznic miedzy
pacjentami z depresja z wykorzystaniem metod prote-
omicznych, ktéra w przysztosci pomoze w wyszukiwa-
niu nowych genéw kandydujacych niezaleznie od funk-
cjonujacych hipotez choroby.

Van Kammen i wsp. [32] przeprowadzili badania steze-
nia biatka N-CAM (neuronal cell adhesion molecule)

w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentdw ze schizo-
frenig i podjeli prébe oceny wptywu leczenia, stanu kli-
nicznego i wielkosci struktur mézgowych ze stezeniem
N-CAM. N-CAM jest neuronalnym biatkiem adhezyjnym
odpowiedzialnym za migracje komaorek nerwowych, pla-
styczno$¢ synaptyczng i rozwoéj OUN. Dysfunkcja tego
biatka wigze sie z neurorozwojowg hipoteza zaburzen
psychicznych [33-35]. Istnigje kilka izoform tego biatka
w ludzkim mdzgu. Formy N-CAM zwigzane z btong maja
wielkos¢ 120, 1401 180 kDa, natomiast dwie formy nie-
zwigzane z btong ctN-CAM (cleaved N-CAM) maja wiel-
ko$¢ odpowiednio 105 i 115 kDa [36]. Van Kammen
i wsp. przeprowadzili badania u 45 pacjentéw z dia-
gnozg schizofrenii i zaburzen schizoafektywnych oraz
u 20 os6b zdrowych. W przypadku pacjentéw stezenie
N-CAM oznaczano po osiggnieciu wyréwnania stanu psy-
chicznego w wyniku leczenia haloperidolem, a nastep-
nie po 6-tygodniowym okresie odstawienia leczenia i po-
dawaniu placebo.

Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie N-CAM w pty-
nie mézgowo-rdzeniowym u pacjentéw ze schizo-
frenig w poréwnaniu z grupg kontrolng (p < 0,0005).
Stezenie N-CAM w ptynie mézgowo-rdzeniowym nie
korelowato z wiekiem pacjentéw, poczatkiem zacho-
rowania ani czasem trwania choroby. Po odstawie-
niu leku stwierdzono wyzsze stezenie N-CAM u pa-
cjentéw z objawami negatywnymi w poréwnaniu
z grupg kontrolng, zaleznosci takiej nie stwierdzono
u pacjentéw z objawami pozytywnymi. Stwierdzono
natomiast istotny wzrost stezenia N-CAM u pacjen-
téw z rodzinnga historig choroby w poréwnaniu
z grupg kontrolna. Pacjenci przed wytaczeniem le-
czenia i po wytaczeniu nie réznili sie istotnie staty-
stycznie stezeniem N-CAM ani miedzy sobg, ani
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wyniki te wska-
zujg, ze ekspresja biatka N-CAM jest niezalezna od
leczenia, a wyzsze stezenie u pacjentéw z rodzinng
historig choroby wskazuje na dziedziczenie tej cechy
z chorobg i zwiagzek z hipotezg neurorozwojowa [32].
Niestety, biatko to nie jest markerem specyficznym
dla schizofrenii, poniewaz we wczesniejszych bada-
niach wyzsze stezenie N-CAM stwierdzono réwniez
w przypadku pacjentéw z zaburzeniami nastroju
(mood disorder) [37]. W 2001 roku Vawter wykonat
badania replikacyjne, rozszerzajac je o wykorzysta-
nie metody rozdziatu elektroforetycznego 2DE,
N-terminalne sekwencjonowanie i MALDI-TOF [36].
Dzieki temu scharakteryzowano zaréwno izoforme
N-CAM 180, jak i ctN-CAM, a do badania wykorzy-
stano ptyn mézgowo-rdzeniowy oraz ekstrakt biatek
z kory potylicznej. Badanie to dowiodto, ze forma
cN-CAM jest fragmentem btonowej izoformy N-CAM
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Tabela 1. Biatka o zmienionej ekspresji u pacjentéw z chorobami psychicznymi w poréwnaniu z grupa
kontrolng (za [41])
Table 1. Proteins with modified expression in psychiatric patients compared to healthy control subjects
(adapted [41])

. Biatko i centrum UQCRCT Depresja 0,015 |
: reduktazy ubichinon- (P31930) :
i -cytochrom C |
' Biatko DRP-2 DRP-2 Depresja 0,004 |
‘ (D78013) Schizofrenia 0,01 ‘
1 BP 0014 |
: Aldolaza fructozo- (P09972) Schizofrenia 0,0023 :
I -1,6-bisfosforanu BP 0,0061
: Depresja 0,0009 :
: Anhydraza weglowa | (PO0915) Depresja 0,0029 :
i Glejowe zasadowe GFAB (P14136) Schizofrenia 0,0011
- biatko wi6kniste BP 0,0042
UQCRC1 (ubiguitione cytochrome c reductase core complex protein 1) — biatko i centrum reduktazy ubichinon-cytochrom C; DRP-2 (dihydropyrimidinase-related protein 2)

— biatko DRP-2; GFAB (glial fibrillary acidic protein) — glejowe zasadowe biatko widkniste

180 kDa, powstajgcym na drodze proteolizy. Wzrost
stezenia ctN-CAM u chorych na schizofrenie swiad-
czy o zaburzeniach regulacji stabilnosci i degradagji
N-CAM. Prawdopodobnie u chorych na schizofrenie
wzrasta podatnos¢ N-CAM na dziatanie protezay
i neuroaminidazy. W zwigzku z tym autorzy rozpa-
trujg mozliwe leczenie schizofrenii za pomoca inhi-
bitoréw proteazy i neuroaminidazy [36].

Tkanka mézgowa

W badaniach proteomicznych mézgu najlepszym
materiatem do badan jest tkanka mdzgowa. Jednak
badania tej tkanki u cztowieka sg mozliwe jedynie post
mortem, co powoduje, ze wiele biatek szczegdinie tych
syntetyzowanych w bardzo matej ilosci nie udaje sie
oznaczy¢ ze wzgledu na bardzo szybko postepujaca
posmiertng degradacje biatek i zbyt mato czute spo-
soby ich wykrywania [38, 39]. Dodatkowo istotnym
ograniczeniem jest brak dawcow, a wiec i materiatu
badawczego. W Stanach Zjednoczonych powstaty
banki tkanek mézgowych, ktérym posmiertnie moz-
na zapisac na cele naukowe witasny mdézg. Informacje
na ten temat mozna uzyskac na stronach interneto-
wych poszczegélnych uniwersytetéw i jednostek na-
ukowych prowadzacych badania gtéwnie nad choro-
bami neurodegeneracyjnymi (hasto Brain Bank). Zbie-

raniem tkanek mézgowych pochodzacych od pacjen-
téw z chorobami psychicznymi z diagnozg schizofre-
nii, choroby afektywnej dwubiegunowej czy depresji
zajeta sie Fundacja Stanleya, dziatajaca przy Uniwer-
sytecie Hopkinsa w Baltimore [40]. Na zebranym ma-
teriale przy uzyciu techniki elektroforezy 2DE i spek-
troskopii masowej udato sie zidentyfikowac 5 biatek
réznigcych sie ekspresjg w korze czotowej u pacjen-
téw psychiatrycznych w poréwnaniu z grupa kontrolng
(tab. 1). Materiat badany pochodzit od pacjentow: ze
schizofrenig (n = 24), z chorobg afektywna dwubie-
gunowa (n = 23), z depresjg (n = 19) oraz od
23 0s6b zdrowych [41]. Podobne poziomy ekspresji
biatek obserwowano w przypadku réznych diagnoz,
co wskazuje, ze wymienione (tab. 1) biatka nie stano-
wig specyficznych biomarkeréw dla poszczegdinych
chordb. Badacze z Nowej Zelandii poréwnali sktad bia-
tek w tkance hipokampa pochodzacej od pacjentéw
ze schizofrenia, z chorobg Alzheimera i oséb zdro-
wych. Udato sie oznaczy¢ i poréwnaé 549 biatek.
W schizofrenii stwierdzono zaréwno wzrost, jak i ob-
nizenie ekspresji w przypadku 8 réznych biatek w po-
réwnaniu z grupa kontrolng, natomiast w chorobie
Alzheimera wzrost ekspresji stwierdzono w przypad-
ku 35 biatek a obnizenie w przypadku 73 biatek.
W jednym z biatek wykazano obnizenie ekspres;i
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w przypadku obu choréb. Biatko to dzieki N-terminal-
nemu sekwencjonowaniu scharakteryzowano jako
inhibitor wigzacy diazepam (DB, diazepam binding
inhibitor), ktéry reguluje dziatanie receptora GABA-
-ergicznego (GABA-A) [42]. W kolejnych badaniach
przeprowadzonych przez ten sam zespét okreslono
kolejne biatka o zmienionej w istotny sposdb ekspresji
w hipokampie 0s6b ze schizofrenig w poréwnaniu
z grupg kontrolng i okreslono ich lokalizacje chromo-
somowaq: DBl — 6q12-g21, MnSOD (dysmutaza
nadtlenku manganu) — 6g25.3, T-kompleks prote-
iny 1 — 6425.3-926 oraz CRMP 2 (collapsin respon-
se mediator protein 2) — 8p21. Trzy z wymienionych
biatek s3 kodowane przez geny zlokalizowane na dtu-
gim ramieniu tego samego chromosomu, co moze wska-
zywad na istotne znaczenie udziatu chromosomu 6q
w predyspozycji do zachorowania na schizofrenie [43].
Ponadto biatka wykazujgce zmieniong ekspresje wska-
zujg na zaburzenia w ochronie antyoksydacyjnej w hi-
pokampie u chorych na schizofrenie, a geny kodujace
te biatka moga by¢ potencjalnymi czynnikami ryzyka za-
chorowania na schizofrenie. Idac tym tropem Prabaka-
ran i wsp. w 2004 roku przeprowadzili analize prote-
omiczng kory przedczotowej u 10 pacjentdw ze schizo-
frenig i u 10 oséb zdrowych [44]. Wirdd biatek istotnie
réznigcych sie poziomem ekspresji wyrdzniono 19 bia-
tek mitochondrialnych, z czego 16 nalezato do szlaku
stresu oksydacyjnego, a 3 byly zwigzane z funkcjg
peroksysomdw. Zaburzenia proceséw B-oksydadji prze-
ktadaja sie na zaburzenia wielu szlakéw metabolicznych,
na przyktad podwyzszona B-oksydacja skutkuje obnize-
niem syntezy kwaséw ttuszczowych i lipidéw, co wigze
sie z zaburzonymi procesami mielinizacji obserwowa-
nymi w schizofrenii [45].

Najnowsze badania przeprowadzone przez zespét
badaczy z Londynu potwierdzajg zmiany w profilu
biatkowym tkanek przedniej czesci kory zakretu obre-
czy pobranych post mortem od pacjentéw ze schizo-
frenia. Stwierdzono zmieniong ekspresje 19 rodzajéw
biatek, z ktdrych wszystkie oprocz trzech byty weze-
$niej zwigzane z chorobami psychicznymi. Badania te
potwierdzity hipoteze o dysfunkgji biatek mitochon-
drialnych i biatek cytoszkieletu w neuropatologii cho-
réb psychicznych [46].

Alternatywa dla badan proteomicznych ludzkiej tkan-
ki mbzgowej sg modele zwierzece [38]. W badaniach
modelowych dla schizofrenii, szczurom podawano
zwigzek MK-801, a nastepnie po 8 i 18 dniach ba-
dano profil biatkowy kory mézgowej. Stwierdzono
zaleznos¢ miedzy dfugoscia trwania leczenia a eks-
presja kilku biatek, z ktérych najbardziej zaskakujace
byty stezenia biatek szoku termicznego HSP72 i HSP70

odmienne w roznych okresach leczenia [47]. W tych
badaniach wykazano, ze dtugos¢ leczenia indukuje wy-
razne zmiany w profilu biatkowym mdzgu. Obserwa-
cje te mogg wptywac na identyfikacje markeréw cho-
roby, jak i poszukiwanie celu dla nowych lekéw. Jed-
nak i te badania maja wiele ograniczen, jak chocby fakt
domniemanej adekwatnosci modelu zwierzecego dla
danej choroby wystepujacej u ludzi i réznice w ekspre-
sji homologicznych biatek cztowieka i szczura [12].

Podsumowanie

Kliniczne znaczenie badan proteomicznych jest na-
dal dziedzing z niewykorzystanymi mozliwosciami.
Proteomika umozliwia wczesna diagnoze z wykorzy-
staniem biomarkerdéw, ktérych oznaczanie bytoby
mozliwe w surowicy lub ptynach ustrojowych, a tak-
ze mozliwos¢ odkrycia nowych metod terapeutycz-
nych poprzez analize specyficznych i nieprawidtowo
dziatajacych biatek w okreslonej chorobie. W przy-
padku choréb psychicznych badania proteomiczne
prowadzi sie od niedawna. Niewielka liczba publika-
cji sprawia, ze prezentowane wyniki maja raczej cha-
rakter wstepny i na obecnym etapie nie moga byc
wykorzystane w diagnostyce choréb psychicznych.
Diagnoza stawiana przez lekarza psychiatre, mimo
wprowadzenia kryteriéw diagnostycznych w postaci
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disor-
ders (DSMIV) i International Classification of Dise-
ases (ICD 10), nadal ma charakter subiektywny, bez
braku mozliwosci potwierdzenia jej przez jakiekol-
wiek badania czy testy laboratoryjne. Z tego powo-
du badania proteomiczne otwierajg szanse nie tylko
na weryfikacje kryteriéw diagnostycznych i samej dia-
gnozy lekarskiej, ale réwniez na powstanie nowych
wysoce selektywnych lekéw pozwalajgcych na tera-
pie dobierang indywidualnie dla pacjenta, a w kon-
sekwencji eliminacje objawéw niepozadanych. Po-
nadto proteomika kliniczna moze by¢ uzyteczna
w prognozowaniu odpowiedzi na podany lek i wy-
branie mniej lub bardziej agresywnej terapii. Pozwo-
li rwniez na monitorowanie zmian zachodzacych
w organizmie pacjenta w trakcie terapii i po jej za-
konczeniu jako alternatywy dla badan radiologicz-
nych, neurofizjologicznych czy serologicznych. Nie-
mniej przed proteomika stoi ogromne wyzwanie za-
réowno w sferze oznaczenia biomarkeréw dla poszcze-
gdélnych jednostek chorobowych i ich wykorzystania
w diagnostyce i terapii, jak i opracowania technik,
ktdre stang sie proste i niezbyt kosztowne dla labo-
ratoriéw, ktére miatyby sie nimi postugiwaé. Wyma-
ga to tez opracowania standardow tak, aby uzyski-
wane wyniki byty wiarygodne i powtarzalne.
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Streszczenie

nia tych badan w poszukiwaniu markeréw biologicznych dla choréb psychicznych.
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