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: ~. 4 Zrealizowanie projektu dotyczacego poznama
ludzklego genomu umozliwilo naukowcom zsekwencjonowanie wszystkich genow

wystepujacych w DNA. Zamierzeniem tych badan bylo zrozumienie funkcjonowania
organizmu ludzkiego. Poznanie genomu umozliwilo zdobycie wiedzy o bialkach kodowanych
przez DNA, jednak nadal nie zostaly wyjasnione mechanizmy dzialania komdrek, organow
oraz calego organizmu. Ocenia sie, ze w genomie ludzkim jest zapisanych okolo 35 tysiecy
genow kodujacych 200-300 tysiecy bialek. Poznano strukture oraz funkcje nieznacznej
czesci tych bialek.

Prowadzone sa liczne badania dotyczace wtasciwosci wszystkich bialek wystepujacych w organizmie
cztowieka. Taki kompletny zestaw bialek danego organizmu nazwano proteomem (z ang. protein
complement of the genome), co oznacza komponent biatkowy kodowany przez genom. Dyscyplina
zajmujaca sie proteomem jest szybko rozwijajaca sie dziedzina nauki zwana proteomika. Pojecie
proteomiki, czyli analizy proteomu wprowadzono w potowie lat 90.XX wieku. Celem proteomiki jest
identyfikacja, a takze poznanie struktury, funkcji oraz oddziatywan jakie sa zakodowane w genomie
biatek tworzacych proteom. Istotny jest fakt, ze wszystkie komoérki danego organizmu maja wspdlny
genom, jednak w poszczegolnych typach komorek i tkanek jego rézne frakcje ulegaja ekspres;ji.
Badania proteomiczne skupiaja sie na dwoch obszarach badan. Pierwszy jest zwiazany z ekspresja
biatek, natomiast drugi z ich wzajemnymi oddziatywaniami. Celem proteomiki ekspresji jest
poznanie wzoréw ekspresji biatka w okreslonych warunkach, jak réwniez dazenie do ustalenia
odpowiedniej mapy catego proteomu. Uzycie takiej mapy miatoby znaczenie w badaniach
toksykologicznych, projektowaniu nowych lekéw, a takze przy identyfikacji biomarkerow.
Biomarkerami sa biatka, ktorych poziom ekspresji umozliwia dostarczenie informacji o wystapieniu
okreslonych choréb, badz skutecznosci dziatania leku. Analiza profili biatkowych oséb zdrowych
i chorych, ktorych celem jest wykrycie réznic pomiedzy nimi nalezy do podstawowych zadan
proteomiki klinicznej. Naukowcy w przeprowadzanych badaniach przeszukiwania catego proteomu
osoby chorej zauwazaja odchylenia. Nalezy do nich odmienna ekspresja biatek anizeli w warunkach
fizjologicznych. Biatka te zostaja biomarkerami okreslonego stanu patologicznego. O wyborze
metody zastosowanej w proteomice decyduje wiele parametréow biatek, na przyktad poziom ich
ekspresji i modyfikacji, lokalizacji wewnatrz komoérek, a takze ztozonosci ich mieszanin. Podziat
technologii proteomicznych mozna podzieli¢ na techniki stosowane do charakterystyki biatek
i generowania map biatkowych jak rowniez takie, ktore stuza do badan funkcji bialek oraz interakcji
miedzy nimi. Pierwsza grupe proteomicznych narzedzi stanowi elektroforeza dwuwymiarowa,
spektrometria mas oraz techniki, ktére pozwalaja na identyfikacje biatek takie jak ,biatkowy odcisk
palca”. W badaniach interakcji przede wszystkim stosuje sie metody oparte na
immunopowinowactwie, a takze drozdzowy system dwuhybrydowy. Na wspolczesna proteomike
skladaja sie badania podstawowe oraz kliniczne. Pomiedzy tymi dyscyplinami wystepuje ciagta
wymiana informacji, tak zwana translacja co zasadniczo wplywa na trwaly postep wiedzy o danych
schorzeniach [1].



Znaczenie spektrometrii mas w proteomice klinicznej

W badaniach proteomicznych taczy sie metody biochemiczne, fizykochemiczne i bioinformatyczne.
W badaniach tym mozliwe jest jednoczesne analizowanie tysiecy biatek z danego typu komorek lub
tkanek. Do lat 70-tych XX w. masy biatek okreslano za pomoca takich metod jak elektroforeza,
ultrawirowanie czy chromatografia. Metody te byty jednak niedoktadne, btad wynosit 10-100%.
Dopiero wprowadzenie w latach 90-tych techniki spektrometrii mas (ang. Mass Spectrometry MS)
przyczynito sie do szybkiego postepu w tej dziedzinie, dzieki wdrozeniu nowych technik jonizacji. MS
jest zdecydowanie konkurencyjna w stosunku do innych metod na ogoét stosowanych w proteomice,
przede wszystkim z uwagi na mozliwos$¢ analizy biatek bedacych w bardzo matych stezeniach,
a takze w skomplikowanych mieszaninach. Spektrometria masowa jest technika analityczna
pozwalajaca na precyzyjny pomiar stosunku masy do tadunku elektrycznego jonu, gdzie przy znanym
tadunku jonu daje mozliwos¢ obliczenia masy z doktadnoscia do pojedynczych atoméw. Typowy
spektrometr masowy sktada sie z komory jonizacyjnej, analizatora réznicujgcego jony pod wzgledem
stosunku ich masy do tadunku i detektora zliczajacego liczbe jonow, ktére sa sprzezone
z komputerowym systemem rejestracji i analizy danych (Rys. 1) [2].

Ll - : .
Ji i ﬂ | = jonizator » [ analizawrmfz | — | detekior =

Analizowany material Spektrometr masowy Systemn rejestraci i analizy danych

Spektrometria masowa znalazta zastosowanie w badaniach budowy strukturalnej czasteczek, sktadu
chemicznego, czystosci danej substancji oraz identyfikacji zanieczyszczen. Gtéwnymi zaletami
spektrometrii masowej sa doktadnos¢ wyznaczenia masy, rozdzielczos¢ do kilku jednostek masy
atomowej oraz szeroki zakres stosowania, od peptydéw do duzych biatek (>200 kDa). Ponadto MS
umozliwia detekcje strukturalnych wariantéw biatek (biatka zmodyfikowane posttranslacyijnie,
mutanty). Znaczenie spektrometrii mas polega na rozdzielaniu w polu elektromagnetycznym ze
wzgledu na wartos¢ stosunku masy m do tadunku z (m/z) zjonizowanych czastek, jakie znajduja sie
w analizatorze w wysokiej prézni. Zaleznie od rodzaju analizowanych substancji, uzywa sie réznych
technik jonizacji i rozdzialu jonéw. W MS do analiz biatek wykorzystywane sa niskorozdzielcze
analizatory (kwadrupolowe, putapki jonowe), badZ wysokorozdzielcze (mierzace czas przelotu jonéw,
cyklotronowy rezonans jadrowy z transformacja Furiera). Najbardziej rozpowszechnionymi
metodami jonizacji sa desorpcja laserem w statej matrycy MALDI (ang. matrix-assisted
laser-desorption ionization) oraz elektrorozpylanie (ESI, ang. Electrospray) [3].

Technika ESI polega na rozpylaniu cieczy, ktéra zawiera badana substancje, w polu elektrycznym
o wysokim napieciu (okoto 1-5 kV). Na ogét metoda ta nie powoduje fragmentacji badanych
czasteczek. Podczas wykorzystania tej techniki wzbudzania, powstajace jony czesto maja tadunek
wielokrotny, natomiast liczba przylaczonych protonéw zalezna jest od liczby zasadowych
aminokwasow jakie wystepuja w badanych czasteczkach. Czasteczka biatka ma mozliwos¢
przytaczenia kilkunastu, a nawet kilkudziesieciu protonéw dlatego mozna analizowa¢ biatka
o wysokich masach czasteczkowych, ktére moga wynosic kilkaset tysiecy daltonéw (Da). Gtéwnymi



zaletami tej metody sa: wysoka czulo$¢ oznaczen, mozliwos¢ analizy duzych czasteczek do okoto
80 000 Da, minimalna fragmentacja probki w czasie jonizacji, a takze kompatybilnos¢ z technikami
chromatograficznymi i elektroforetycznymi. Dzieki sprzezeniu ESI, a w p6Zniejszym czasie takze
MALDI, z chromatografia cieczowa uzyskano dalsze zwiekszenie czutosci analiz w MS [3].

Inna metoda jonizacji stosowana w spektrometrach stuzacych do analizy peptydow i biatek jest
desorbcja laserowa w statej matrycy - MALDI.W technice tej stosuje sie jonizacje wiazka laserowa
o odpowiednio dobranej energii, by nie doprowadzac¢ do fragmentacji czasteczek, a tylko do ich
»,Wybijania” z wlasciwie przygotowanej matrycy. Matryca pochtania energie lasera, ktéra z kolei
przekazywana jest do analizowanych czasteczek. Spektrometry MALDI stosowane sa do analizy
biatek o masach od ~1000 Da do nawet kilkuset tysiecy Da. Technika MALDI polega na
kokrystalizacji czastek substancji badanej z czasteczkami matrycy absorbujacej swiatto, zwykle
kwasow aromatycznych. Zazwyczaj jako matryce wykorzystuje sie pochodne kwasu cynamonowego
(np. kwas synapinowy, kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy). Czasteczki biatka w matrycy
wzbudza sie za pomoca $wiatla lasera. W wyniku tego z krysztatow desorbowane sa uprotonowane
czasteczki probki, a powstate kationy, majace na ogoét pojedynczy tadunek ([M + HJ*), ktore
nazywane sa jonami molekularnymi. W normalnych warunkach nie obserwuje sie ich fragmentacji.W
podobny sposob dziataja spektrometry typu SELDI (ang. surface-enhanced laser desorption
ionization). Wykorzystuja one desorbcje zjonizowanych Swiattem laserowym czasteczek biatek
nastepujacych z odmiennego typu powierzchni swoiscie wiazacych biatka. Takie powierzchnie sa
pokryte substancjami bedacymi odpowiednikami zt6z chromatograficznych. SELDI stosowane sa
przede wszystkim w proteomice klinicznej w badaniach przesiewowych. Powszechne zastosowanie
proteomiczne maja typy analizatoréw m/z - czasu przelotu jonéw - ToF (ang. time of flight), ktére
rejestruja czas przelotu zjonizowanych czasteczek (zazwyczaj 0,01-1 ms) i sa odwrotnie
proporcjonalne do wartosci m/z analizowanych jonéw. Z widma masowego mozna odczytac jaka
liczba jondw o precyzyjnie okreslonej masie zostala zliczona przez detektor [3].

Spektrometria mas wykorzystywana jest takze do badan strukturalnych biatek, a szczegdlnie do ich
identyfikacji. W tym celu oczyszczone biatko poczatkowo poddaje sie trawieniu na mniejsze
fragmenty przy pomocy enzymu (zastosowanie znajduja tu proteazy, jak: chymotrypsyna, trypsyna
oraz kolagenoza). Uzyskane peptydy wymywa sie z zelu, a nastepnie poddaje analizie. Na
spektrometrze MALDI-TOF otrzymuje sie widmo, ktore ukazuje masy poszczegdlnych poptydow. Jest
to mapa peptydowa, typowa dla kazdego biatka, co jest skutkiem specyfiki substratowej enzymu.
Jako przykitad mozna podac trypsyne, ktéra zrywa wigzania w biatku zawsze po resztach
aminokwasowych lizyny i argininy, natomiast masy uzyskanych fragmentéw zalezne sa od pozycji
tych dwéch aminokwaséw w sekwencji biatkowej. W wyniku trawienia otrzymane masy peptyddéw sa
porownywane z masami peptydéw wynikajacymi z trawienia in silico sekwencji aminokwasowych,
ktore sa obecne w biatkowych bazach danych. Metoda ta umozliwia jedynie identyfikacje poznanych
wczesniej biatek [2].

Inna metoda identyfikacji biatek i peptydéw, tandemowa spektrometria mas z kolizyjnie indukowana
fragmentacja - CID MS/MS, umozliwia ich jednoczesne sekwencjonowanie, za pomoca zastosowania
spektrometrow z podwdjnym analizatorem. W pierwszym analizatorze selekcjonuje sie wybrany jon
molekularny badz fragmentacyjny sposréd powstajacych w czasie procesu wzbudzania jonow. Jon
fragmentacyjny poddawany jest w komorze kolizyjnej zderzeniom z atomami wprowadzonego gazu
szlachetnego (hel albo argon), co skutkuje rozpadem jonu macierzystego na fragmenty (jony
potomne). W oparciu o mase jonéw potomnych jest ustalany sktad aminokwasowy danego peptydu,
ktérego jony poddane zostaly zderzeniom w komorze kolizyjnej. Prawidlowa analiza
kombinatoryczna widma jonéw potomnych umozliwia ustalenie sekwencji aminokwaséw w tancuchu



peptydowym. Wykorzystanie takiego podejscia daje mozliwos¢ identyfikacji nieznanych wczesniej
biatek. Wysokorozdzielcze spektrometry mas na przyktad z analizatorami wykorzystujacymi zjawisko
cyklotronowego rezonansu jadrowego z transformacja Fouriera - FT-ICR pozwalaja na wyznaczenie
masy czasteczkowej z doktadnoscia 10*. Daje to mozliwos¢ okreslenia podstawowego sktadu
analizowanego jonu z duza precyzja [2].

Aktualnie popularnoscia ciesza sie podejscia metodyczne, w ktorych wykorzystuje sie sprzezenie
aparatow do chromatografii cieczowej ze spektrometrem mas (LC-MS). W tym przypadku rozdziela
sie metodami chromatografii cieczowej mieszaniny biatek albo peptyddéw uzyskanych po
enzymatycznym trawieniu biatek, a kolejnie analizuje sie w réznego typu spektrometrach mas. Eluat
z kolumny chromatograficznej jest bezposrednio wprowadzany do komory jonizacyjnej
spektrometréw ESI, badz tez frakcje chromatograficzne sa zbierane i kokrystalizowane z matryca na
prawidtowych ptytkach, a nastepnie analizowane w spektrometrach MALDI-TOF. Dwuwymiarowa
analiza, gdzie pierwszy wymiar stanowi czas retencji na kolumnie chromatograficznej, natomiast
drugim wymiarem jest warto$¢ m/z przyczynia sie do jednoczesnej detekcji w mieszaninie kilkuset
biatek [2].

Podstawowe zadania proteomiki klinicznej

Podstawowym zadaniem proteomiki klinicznej (ang. clinical proteomics) jest odkrywanie r6znic
w proteomie 0s6b zdrowych oraz chorych, zwiazkéw pomiedzy stanem proteomu a stanem rozwoju
choroby, a takze zmian zachodzacych w profilach biatkowych inicjowanych w odpowiedzi na czynnik
terapeutyczny. Takie czynniki nazywane sa biomarkerami badz znacznikami, a ich stan oraz ilos¢
wskazuje na ryzyko choroby, procesy zawansowania choroby, a takze efekty odpowiedzi na
interwencje terapeutyczna. Tak wiec celem proteomiki klinicznej jest identyfikacja oraz
scharakteryzowanie biomarkerow biatkowych, ktore sa wykorzystywane w molekularnej diagnostyce
choroby [4].

W diagnostyce medycznej przedmiotem badan proteomiki klinicznej, moze by¢ tkanka badz organ
docelowy, w ktéorym nastepuje rozwdj choroby, lub tkanka zastepcza. Najczesciej jest to krew albo
material pochodny (osocze badz surowica). We krwi znajduja sie komorki oraz produkty ich
metabolizmu, zaréwno te w ktorych rozwija sie proces chorobowy jak i takie ktére maja stycznos¢ z
chorym narzadem badz tkanka (np. komorki uktadu odpornosciowego). Dokonujac analizy surowicy
lub osocza krwi mozna otrzyma¢ wzor zestawu biatek i peptydéw, charakterystyczny dla danego
osobnika (profil biatkowy, widmo masowe). Nastepnie, stosujac metody analizy matematycznej,
poréwnywane sa profile charakterystyczne dla oséb zdrowych i chorych. Jednoczesnie poszukiwane
sa réznicujace je ,piki”. W najlepszym uktadzie nalezy zidentyfikowaé¢ obecnos¢ biatek w takich
réznicujacych ,pikach”, natomiast zmiany poziomu zidentyfikowanego biomarkera sprawdza sie
innymi metodami (np. immunologicznymi) [5].

Jednym z mozliwych zastosowan analizy proteomu krwi przy uzyciu spektrometrii mas jest
molekularna diagnostyka nowotwordéw. Przyczyng, jak réwniez konsekwencja choroby nowotworowej,
moga by¢ zmiany profilu peptydéw i biatek krwi. Bez wzgledu na to powinny one przedstawia¢
patologiczny stan narzadu oraz catego organizmu, co umozliwa diagnostyke choroby. Obecnie
poszukuje sie zestawu znacznikow, w ktérych kazdy sktadnik osobno posiada niewielka przydatnosc



diagnostyczna, lecz jako kompletny zestaw maja wysoka swoistosé i czutos¢. Panel markerdw,
majacy kilka badz kilkadziesiat sktadowych, nazywany jest klasyfikatorem. Posiadaja one poziomy
ekspresji wybranych genéw wyselekcjonowane za pomoca metod funkcjonalnej genomiki. Zaktada
sie, ze analiza wieloskladnikowych zestawow biatek oraz peptyddéw wybranych ze ztozonych profili
proteomicznych surowicy krwi bedzie posiadaé¢ znaczenie w praktykach klinicznych [6]. Analiza
proteomu tkanki docelowej jest o wiele wiarygodniejszym zZrédiem informacji o chorobie
nowotworowej anizeli badanie tkanki zastepczej. Jednakze w badaniach przesiewowych, wczesnego
wykrywania choroby w stadium , przedklinicznym", wykrywania mikroprzerzutéw badz diagnostyki
nowotworow leczonych bez zastosowania chirurgii, analiza proteomu krwi jest niezbedna metoda
diagnostyczna [7].

Zastosowanie analizy proteomicznej krwi w diagnostyce choréb nowotworowych

Analize proteomu surowicy krwi oséb z choroba nowotworowa mozna przeprowadzi¢ za pomoca
metod spektrometrii mas. Pierwsza prace w tej dziedzinie opublikowat zespot Petricoin i Liotta
w 2002 roku. Zastosowali oni metode SELDI-TOF do identyfikacji w surowicy krwi peptydéw
swoistych dla chorych na nowotwdr jajnika. Ostatnie lata obfituja w publikacje dotyczace
przydatnosci technik spektrometrii mas, gtéwnie MALDI-ToF i SELDI-TOF, do analizy
niskoczasteczkowej frakcji peptydow surowicy (sporadycznie osocza) pacjentéw z choroba
nowotworowa. Badania profili biatkowych surowicy krwi daty mozliwos¢ identyfikacji klasyfikatoréw
(wielosktadnikowych markeréw biatkowych), ktére maja zastosowanie we wczesnym wykrywaniu
nowotwordw i ich diagnostyki. Spektrometria mas znalazta zastosowanie do analizy proteomu
surowicy krwi w diagnostyce nowotwordw regionu gtowy i szyi, piersi, jajnika, macicy, prostaty, ptuc,
jelita grubego, trzustki, tarczycy, nerki, pecherza oraz watroby. Badania zmian profiléw masowych
biatek surowicy u chorych objetych terapia przeciwnowotworowa mogtyby wplynac na identyfikacje
markeréw molekularnych, ktére umozliwiaja monitorowanie odpowiedzi pacjenta na zastosowana
terapie (np. jej skutecznos¢, toksycznosé) [7].

Analiza profilu biatkowego wykonanego za pomoca spektrometru MALDI-ToF (Rys.2) ma wiele zalet
jako metoda analityczno-diagnostyczna. Posiada mozliwosé bezposredniej analizy ztozonych
mieszanin oraz analizy wielu préb w krotkim czasie i w standardowych warunkach. Mozna zatozyc¢,
ze w niedalekiej przysztosci metoda ta stanie sie jedna z podstawowych metod molekularne;j
diagnostyki nowotworéow [7].
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Rys. 2. Schemat budowy spektrometru MALDI-ToF [15].

W wielu pracach poswieconych analizie proteomu krwi oséb z choroba nowotworowa zastosowana
zostata analiza widm masowych poprzedzona rozdzialem chromatograficznym mieszaniny tzw.
metoda LC-MS [8]. Pozwala ona na zwiekszenie czutosci analizy i scharakteryzowanie biatek
obecnych we krwi w stezeniach ponizej 10'* M. Natomiast sprzezenie chromatografu cieczowego
z tandemowym spektrometrem mas LC/MS/MS daje mozliwos¢ bezposredniej identyfikacji
rozdzielanych bialek, a co za tym idzie tworzenia szczegétowych map biatek surowicy. Na podstawie
analizy aktualnych danych wynika, ze obfitym zrédiem potencjalnych markerow jest frakcja
peptydow i biatek majacych niskie masy molekularne, mniej niz kilkanascie tysiecy Da. Biatka
i peptydy o masach ponizej 20-30 kDa usuwane sa z krwioobiegu poprzez filtracje w nerkach, totez
sa nietrwatymi znacznikami stanu fizjologicznego organizmu. Oczywiste jest, ze te niewielkie biatka
i peptydy sa czesto zwiazane w kompleksach z innymi biatkami surowicy, gtéwnie albuming, co
wplywa na zwiekszenie czasu ich obecnosci w krwiobiegu. Taka analize wykonano w przypadku krwi
pacjentek z rakiem jajnika. Pozwolila ona na rozpoznanie w frakcji surowicy swoistych fragmentow
biatek aktywnych w procesie nowotworzenia, na przyktad fragmentu biatka BRCA2 [9].

Rozw(j metod spektrometrii mas umozliwia identyfikacje réznorodnych biatek. Wykazano, ze
wiekszos$¢ zidentyfikowanych biomarkeréw procesu chorobowego to biatka, badz ich fragmenty,
ktore fizjologicznie wystepuja w surowicy w wysokich stezeniach, na przyktad fibrynogen
i fibrynopeptydy, hemoglobiny, amyloid A czy apolipoproteina A [10]. Odkrycie, ze posrod
potencjalnych biomarkeréw nowotworzenia obecne sa swoiste fragmenty ,fizjologicznych” biatek
surowicy, skierowato uwage badaczy na potrzebe zbadania niskoczasteczkowej frakcji peptydow
surowicy ponizej 3000 Da. Przeprowadzono analize oraz identyfikacje 61 peptyddéw surowicy réznych
pacjentow z trzema rodzajami nowotwordw (raki piersi, prostaty, pecherza) oraz ludzi zdrowych.
Klasyfikator sktadajacy sie z 61 peptyddéw odrdznit pacjentéw zdrowych od chorych, a takze
zréznicowal osoby chore z réznymi rodzajami nowotworéw. Swiadczy to o tym, ze klasyfikator byt
znacznikiem swoistym rodzaju nowotworu [11].

Zagadnieniem zwiazanym z charakterystyka biomarkeréw decydujacym o ich przydatnosci
w praktyce klinicznej jest réwniez czutos¢ i swoistos¢. Czulo$¢ markera zdefiniowana jest jako
stosunek, wyrazany w procentach, prawidlowo zidentyfikowanych za jego pomoca prébek od oséb
chorych. Natomiast swoistos¢ okresla liczbe probek od oséb zdrowych btednie zidentyfikowanych za
jego pomoca jako chorzy. W przypadku kilkusktadnikowych markeréw biatkowych, wybranych
poprzez analize widm masowych biatek surowicy, czutosé, a takze swoistos¢ byty bardzo wysokie,
wielokrotnie przekraczaly one 90%. Istotny jest fakt, ze wybrane markery peptydowe czesto nie
pozwalaja na rozrdéznienienowotworow w roznych stopniach zaawansowania. Pomimo tych
watpliwosci trudno zlekcewazy¢ korzysci diagnostyczneptynacez wykorzystania markerow
peptydowych. Wykorzystanie panelupeptydéw zidentyfikowanego metodami spektrometrii mas
w kombinacjiz tradycyjnymi markerami zasadniczo podnosi wartosédiagnostyczna badania. Jako
przyktad mozna podac potaczona analize kilku biatek wybranychna podstawie analizy MS oraz
Ltradycyjnego” markeraCA125 (cancer antigen 125 kDa). Kombinacja taka poprawia wykrywalnos¢
wczesnych stadiow rakajajnika [12].

Badania proteomiczne w duzej mierze dotycza takze analizy komérek i tkanek nowotworowych.
W tym przypadku zastosowanie spektrometrii mas polega na identyfikacji biatek z komérek
nowotworowych po ich rozdziale metodami elektroforetycznymi. Podejmowane sa takze préby uzycia
spektrometrii mas jako metody obrazowania molekularnego tkanki nowotworowej. W tej metodzie
(zwanej imaging MS) w spektrometrach TOF jonizowane sa biatka, ktdre znajduja sie na powierzchni
komorek badz skrawkow histologicznych. Nastepnie sporzadza sie widma masowe biatek preparatu



w réznych pozycjach. Natomiast profile biatkowe korelowane sa z obrazem mikroskopowym. Taka a
nalize mozna stosowa¢ do klasyfikacji nowotwordéw, co ma istotne znaczenie w diagnostyce
klinicznej [13].

Znana technika jest rowniez mikrodyssekcja laserowa, ktéra stuzy do izolowania z otoczenia
poszczegolnych komorek. Izolowane ta metoda komdrki nowotworowe moga by¢ analizowane takze
technikami spektrometrii mas. W wyniku wysokiej czutosci spektrometréw analize typu LC-MS
mozna realizowa¢ na materiale pochodzacym z kilku tysiecy ,wycietych” komdrek (odpowiada to
kilkuset nanogramom catkowitego biatka). W prostszej metodzie SELDI-TOF powtarzalne profile
biatkowe uzyskuje sie nawet dla kilkudziesieciu-kilkuset ,wycietych” komoérek [14].

Wprowadzenie technologii proteomicznych i ich ciagte udoskonalanie daje nadzieje na ich
zastosowanie w diagnostyce choréb. Intensywny rozwdj technik badawczych i ich zastosowanie
w potaczeniu z uniwersalna metoda spektrometrii mas, w najblizszych latach, daje szanse na
dostarczenie potencjalnych metod analitycznych. Czy trwale zaistnieja w metodach proteomiki
klinicznej i molekularnej diagnostyki nowotworéw, zaleze¢ bedzie od mozliwosci ich wprowadzenia
do praktyki medycznej [7].

Podsumowanie

Wiaze sie duze nadzieje z rozwojem proteomiki klinicznej, ktérej zadaniem jest analiza zmian
proteomu odzwierciedlajacego rozwdj procesu chorobowego, jak rowniez efektow terapii. Tak wiec
proteomika kliniczna uzupetnia diagnostyke pacjenta i wspomaga jego leczenie dzieki doborowi
najlepszych metod terapeutycznych. Nie wyklucza sie mozliwosci zastosowania w przysztosci
zintegrowanych mikrosystemow analitycznych, ktére umozliwia szybka analize profilu biatkowego
oraz uzupetlnia identyfikacje wad genetycznych. Bez watpienia metody stosowane w proteomice
klinicznej wymagaja jeszcze wielu usprawnien jak i standaryzacji. Wymienic¢ tu nalezy sposoby
doboru, przygotowania oraz pobierania prob, metody wstepnego rozdziatu biatek, a takze
ilosciowego i jakosciowego oznaczenia ich skladu oraz dobor prawidlowych sposobow
przeszukiwania baz danych, analiz bioinformatycznych i statystycznych. Do praktyki klinicznej
nowatorskie metody diagnostyczne moga byé wprowadzone wtedy, gdy ich uzytecznos¢ bedzie
wykazana w obszernych, dobrze zaprojektowanych i kontrolowanych badaniach weryfikujacych.
Wymaga to jednak wysitku, cierpliwosci i doktadnych sposobéw normalizacji.

Nowym, dobrze zapowiadajacym sie dziatem proteomiki klinicznej jest badanie proteomu surowicy
(lub osocza) krwi metodami spektrometrii mas. Istotna cecha nowoczesnych spektrometéw mas jest
ich duza doktadnos¢ i czulo$¢, dajaca mozliwos¢ analizy czasteczek obecnych w ztozonych
mieszaninach w stezeniu ponizej 10~'> M. Umozliwia to poszukiwanie potencjalnych markeréw
nowotworzenia w tak skomplikowanej mieszaninie, jaka jest surowica krwi. Metoda ta moze by¢
takze stosowana samodzielnie i by¢ uzywana w wspomaganiu wykrywania i diagnostyki nowotworéw
oraz monitorowaniu ich terapii.

Techniki spektrometrii mas znajdujace zastosowanie w proteomice klinicznej maja takze
ograniczenia. Metoda spektrometrii mas nie jest metoda iloSciowa, wzrost ,piku” w widmie
masowym nie musi by¢ bezposrednio adekwatny wzrostowi stezenia czasteczek. Waznym problemem,
w zwiazku z wieloetapowa procedura przygotowania probek do analizy w spektrometrach MALDI
i SELDI, jest standaryzacja metodyki miedzy laboratoriami, przede wszystkim wtedy gdy wyniki
moga mie¢ nie tylko jakosciowy charakter. Przez spektrometr mas sq rejestrowane wszystkie



rodzaje czasteczek znajdujace sie w ptynach ustrojowych. W surowicy krwi podstawowymi
wykrywanymi biatkami sa albumina i immunoglobuliny. Obecnos¢ albuminy (stanowiacej ok. 60%
wszystkich biatek surowicy) jest czynnikiem majacym wplyw na jakos¢ analizy biatek i peptydow
bedacych celem badania. Usuniecie jej z preparatu przed wykonaniem analizy stanowi powazny
problem metodyczny. Ktopotem metody jest tez ogromna liczba danych generowanych w jednej
analizie, przez co istnieje koniecznos¢ stosowania zaawansowanych technik analitycznych oraz
matematycznych. Pomimo tych ograniczen spektrometr masowy posiada wiele zalet. Pozwala na
bezposrednia analize ztozonej mieszaniny biatek, posiada wysoka czutoscia i spora tolerancja na
zanieczyszczenia w analizowanych probkach. Ponadto wiele préb moze by¢ analizowanych
w niedtugim czasie w standardowych warunkach a koszt pojedynczej analizy nie jest wysoki. Istnieje
hipoteza, ze metody proteomiki klinicznej na state beda zasadniczym zestawem metod diagnostyki
molekularnej i utatwiag lekarzom podejmowanie nalezytych decyzji diagnostycznych
i terapeutycznych.

Autor: Katarzyna Czuba
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