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Streszczenie

Rak jajnika jest nadal gtéwna przyczyng zgondw chorych na nowotwory narzadu rodnego. Powszechnie sto-
sowane metody diagnostyczne s3 ograniczone w skutecznoéci i zwykle umozliwiaja diagnoze, kiedy choroba
jest juz zaawansowana. To zmusza do szukania nowych, czulszych i swoistych metod wykrywania wczesnych
stadiéw raka jajnika. Profil drobnoczasteczkowych biatek krwi odzwierciedla patologiczny stan narzadu, a przez
to umozliwia identyfikacje raka w poczatkowym stadium jego rozwoju. Identyfikacja tych biatek w surowicy
krwi stanowi podstawe proteomiki.

W pracy przedstawiono wspétczesne poglady dotyczace mozliwosci prognostycznych wystapienia raka jaj-
nika w oparciu o profil biatek u pacjentek z rakiem jajnika w stadiach poczatkowych i zaawansowanych. Omé-
wiono obecne badania dotyczgce markeréw biatkowych polegajace na poréwnaniu profili biatkowych i wybra-
niu biatek wskaznikowych, nastepnie analizowanych metodami konwencjonalnymi oraz na badaniu zachowa-
nia sie czesto wystepujacych w ilosciach sladowych konkretnych biatek w ré6znych srodowiskach i w rozmaitych
typach raka jajnika.

Stowa kluczowe: proteomika kliniczna, rak jajnika, biatka wskaznikowe, Sciezki sygnatowe

Summary

Ovarian carcinoma remains a leading cause of deaths among carcinomas of the reproductive tract. Common
diagnostic procedures are of limited efficacy, and they usually enable diagnosis when the disease is already
advanced. This makes it necessary to search for more sensitive and more specific methods of detecting ovarian
carcinoma at early stages. The profile of micro-molecular blood proteins reflects the pathological state of the
organ, thus enabling to identify carcinoma at an early stage of its growth. Identification of such proteins in
blood serum creates the basis for proteomics.

The paper deals with contemporary approaches to the predicting of ovarian carcinoma based on the profile
of proteins in subjects with ovarian carcinoma at early and advanced stages. Recent research regarding protein
markers is discussed, which involves the comparison of protein profiles and the selection of indicator proteins,
and then conventional analysing and reviewing of the behaviour of specific proteins, which often occur in
negligible amounts, in various environments and different types of ovarian carcinoma.
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Wstep

Rak jajnika jest nadal gtéwna przyczyna zgondéw cho-
rych na nowotwory narzadu ptciowego w Stanach Zjedno-
czonych Ameryki Pétnocnej i Europy. Zaréwno onkolodzy,
jak i klinicysci przypisuja ten fakt trudnosciom w wykryciu
raka jajnika we wczesnym stadium zaawansowania. Aktu-
alnie powszechnie stosowane metody diagnostyczne sa
ograniczone w skutecznosci i zwykle umozliwiaja diagno-
ze, kiedy choroba jest juz zaawansowana. To zmusza
do szukania nowych, czulszych i swoistych metod wykry-
wania wczesnych stadiéw raka jajnika [1].

Catkowita liczba biatek w ludzkich komérkach jest sza-
cowana na 250-500 tys., i tylko maty procent zostat ziden-
tyfikowany oraz zsekwencjonowany. Do tej pory nie zostat
okreslony kompletny proteom dla jakiegokolwiek organi-
zmu. Dla poréwnania, genom albo caty zestaw genéw dla
kilku organizméw zostat rozpoznany, wtaczajac w to ge-
nom cztowieka. Ludzki genom, jak sie obecnie uwaza, za-
wiera ok. 35 tys. gendw kodujacych setki tysiecy biatek [2].

Profil drobnoczasteczkowych biatek krwi odzwiercie-
dla patologiczny stan narzadu, a przez to moze umozli-
wi¢ identyfikacje raka w poczatkowym stadium jego roz-
woju. Identyfikacja tych biatek w surowicy krwi stanowi
podstawy proteomiki, z ktérg wiaze sie duze nadzieje
w ostatnich latach [3]. Proteomika razem z genomika
pozwala poznat ksztatt biatka, jego funkcje i sposéb
ekspresji. Zastosowanie techniki reverse-phase protein
microarrays pozwala na profilowanie sciezek sygnato-
wych w raku jajnika, sledzenie ich zachowania sie pod-
czas postepowania terapeutycznego oraz selekcjonowa-
nie biatek o znaczeniu prognostycznym [4].

Analiza proteomu

Identyfikacja proteomu nie polega wytacznie na wy-
generowaniu listy biatek znajdujacych sie w okreslonym
narzadzie czy tkance, ale przede wszystkim na poszuki-
waniu réznic w profilach biatkowych, ktérymi réznia sie
chorzy od zdrowych. Réznice w profilu proteomu moga
by¢ zarébwno przyczyna schorzen, jak i konsekwencja
choroby. Z drugiej strony nalezy pamieta¢, ze sktad biat-
kowy komorki zmienia sie w czasie, a nawet w okreslo-
nych obszarach przestrzeni wewngtrzkomérkowej [5].

W badaniach proteomowych najczesciej obecnie
stosuje sie techniki wykorzystujace metody chromato-
graficzne lub elektroforetyczne z metodami wizualizacji
komputerowej [2].

Mieszaniny rozpuszczalnych biatek s3 wstepnie roz-
dzielane metoda elektroforezy dwukierunkowej na pod-
stawie réznicy w wartosciach punktu izoelektrycznego
i masy czasteczkowej. W ostatnich latach obserwujemy
znaczny rozw6j badan taczacych techniki elektroforezy
dwuwymiarowej ze spektrometria masowa. Obecnie
stosowane sg 2 techniki pozwalajace na definiowanie
profili biatek krwi wykorzystujace spektroskopie maso-
wa do segregowania biatek [6]. S to MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight), czy-
li jonizacja laserem wspomagana matryca z analizato-
rem przelotu, oraz SELDI-TOF (Surface-Enhanced Laser
Desorption lonization — Time of Flight), tj. jonizacja lase-
rem wspomagana powierzchniowo z analizatorem cza-
su przelotu.

Z kolei tandemowa spektrometria masowa MS/MS
(Tandem Mass Spectrometry) pozwala przede wszystkim

Tab. I. Kontrowersje dotyczace technologii MALDI-TOF w analizie profilu biatek w chorobach nowotworowych (na podstawie Dia-

mandis i wsp. [7])

1. Identyfikacja oraz dyskryminacyjne stezenie czasteczek w surowicy
krwi sg nie do kofica poznane. Spektrometria masowa jest w duzej
mierze technika jakosciowa. Zwigzek miedzy wzrostem piku a stezeniem

czasteczki nie jest linearny i moze by¢ bardzo ztozony, co wymaga
stosowania zaawansowanych technologii bioinformatycznych.

2. Dyskryminacyjny pik czasteczki zidentyfikowany
przez r6znych badaczy dla tej samej choroby
moze by¢ bardzo rozny.

3. Dane uzyskane w r6znych laboratoriach s3 mato poréwnywalne,

dlatego tworzenie norm jest bardzo ztozone.

4. Optymalne przygotowanie badanej probki w r6znych
analizach jest bardzo zréznicowane.

Obrébka laboratoryjna oraz preparatyka

sa ciaggle przedmiotem krytyki.

5. Udokumentowane wczesne markery raka jajnika

(np. PSA, CA125 etc.), ktére mogtoby stuzy¢ jako pozytywne kontrole,

nie sg identyfikowane przez te technologie.

6. Niespecyficzne macierze wskazuja olbrzymia grupe
biatek/peptydéw, z ktérych znaczna cze$¢ ma nieznane
przeznaczenie. Niewyjasnione znaczenie informacyjnych
czasteczek w ogromnej grupie uzyskanych wynikéw

z jednej analizy utrudnia praktyczne zastosowanie

tej metody. Brak analitycznej czutosci wynikow
uzyskanych z spektrometrii masowe;j.

7. Technika spektroskopii masowej analizuje takze peptydy
lub inne czasteczki, ktére sg obecne w wysokich
stezeniach (np. mg/!l lub g/l). Takie czasteczki na pewno
nie sa produktem tkanki nowotworowej.

8. Do tej pory nie jest znany zwigzek miedzy czasteczkami
dyskryminujacymi a biologia raka.
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na okreslanie struktury badanego zwigzku na podstawie
charakterystycznych i swoistych jonéw fragmentacyj-
nych. Widma masowe fragmentacyjne moga dostarczy¢
wielu informacji o budowie badanego zwiazku, a takze
o sekwencji biatka. Badania tg technika daja catkowita
czutos€ 100%, a swoistos¢ 95%. Swoistos¢ wykazuje 10%
pozytywna wartos¢ predykcyjna w przypadku badan
przesiewowych raka jajnika na poziomie 99,6% [7].

Ze wzgledu na postepujaca standaryzacje procedur
badawczych wyniki pochodzace z réznych osrodkéw sta-
ja sie coraz bardziej wysoce powtarzalne. Uzyskuje sie
w tych analizach 100% czutosci oraz 100% swoistosci ba-
danego profilu biatek pod wzgledem ich réznicowania
[8]. Z drugiej strony w niektérych publikacjach wskazuje
sie na pewne ograniczenia metody MALDI-TOF, co przed-
stawiono w tab. | [7, 9]. W znacznej czesci te ograniczenia
s wynikiem uzyskania ogromnej liczby danych z jednej
analizy i w efekcie trudnej jej interpretacji wymagajacej
uzycia zaawansowanych technik statystycznych. Otrzy-
mane ta droga informacje trudno tez jest bezposrednio
przenies¢ do codziennej praktyki klinicznej.

Podstawa analizy proteomowej w badanej prébce
jest zr6znicowany wzér tworzony przez maty, kluczowy
podzbiér biatek albo peptydéw ukrytych posréd catego
repertuaru tysigca biatek reprezentowanych w widmie
prébki. Wzér ten jest zdefiniowany przez wartosci szczy-
tow amplitud okreslonych na podstawie wartosci masy
do tadunku (m/z) zajmujacych odpowiednia pozycje
wzdtuz poziomej osi widma. Dla raka jajnika zwykle wy-
korzystuje sie wzor, ktéry jest tworzony przez kombina-
cje widmowych amplitud o 5 Scisle okreslonych warto-
Sciach m/z [10]. Zastosowanie technik bioinformatycz-
nych sztucznej inteligencji pozwala wyodrebni¢
nastepnie grupe biatek zwigzanych z okre$lonym proce-
sem biologicznym, np. z przemiana zmiany tagodnej
w ztosliwg [11].

Bioinformatyka

Obecnie analizy statystyczne koncentruja sie na wy-
braniu biatek wskaznikowych wyodrebnionych na pod-
stawie analizy zbioru zmiennych samouczacych sie [12].
W trakcie analizy biatek otrzymujemy piki amplitudy,
ktére wymagaja klasteryzacji, po ktérej uzyskujemy wid-
mo kazdego pacjenta, lub badania, ktére moze byé zapi-
sane jako p wymiarowy wektor, ktérego elementami sg
wysokosci wierzchotkéw o zadanych masach [13].

Dysponujac juz zbiorem obserwacji uczacych korzy-
sta sie nastepnie z systemoéw klasyfikacyjnych opartych
na analizie dyskryminacyjnej, najczesciej LDC (linear di-
scriminant analysis) i QDA (quadral discriminant analy-
sis) [14]. Zwykle na poczatku analizy wykorzystuje sie
niewielkg probe badana obejmujaca niewielu chorych
i stosuje sie sprzegniecie algorytmoéw klasyfikacyjnych,
np. drzew decyzyjnych z metodami redukcji wymiaru
danych. To zmniejszenie zmiennych mozna osiagna¢, ar-
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bitralnie wykorzystujac wybranie najlepszych zmiennych
w rankingu zbudowanym na podstawie: testu T (poréwnu-
jac Srednie wartosci zmiennej u zdrowych i chorych), wza-
jemnej informacji ze zmienng decyzyjna, korelacji ze
zmienng decyzyjna czy poréwnania odlegtosci rozktadow
prawdopodobiefstwa dla danej zmiennej u zdrowych
i chorych [14]. Przektadajac powyzsze rozwazania na jezyk
proteomiki, Alexe i wsp. [15] zaproponowali wykorzystanie
metod analizy logistycznej do wybrania z 15 154 biatek
surowicy 162 kobiet z rakiem jajnika 7-9 biatek o znacze-
niu prognostycznym. Okazato sie, ze zastosowanie wielo-
krotnej replikacji wynikéw analizy (multiple cross-valida-
tion tests) dawato prawie 100% czutosc i specyficznosé
w omawianym badaniu i moze byé praktycznie wykorzy-
stane w analizach statystycznych tego typu.

Rak jajnika a biatka wskaznikowe

Liczne grupy badaczy szukaja biatkowych wyktadni-
kéw raka jajnika [7]. Gtéwne kierunki badan koncentruja
sie na poréwnaniu wzoréw biatek pacjentek zdrowych
oraz z rakiem jajnika. Poszukuje sie heurystycznego mo-
delu opartego na profilu proteomowym dyskryminujace-
go poprawnie wszystkie raki, takze te bezobjawowe
(tab. I1). Wybrany profil biatek surowicy krwi okazat sie
szczeg6lnie dyskryminujacy dla pacjentéw w | stopniu
zaawansowania klinicznego raka jajnika [8], co jednak-
ze nie udato sie udowodnié w bardziej zaawansowanych
stopniach klinicznych choroby. Badanie wykazato w tym
wzgledzie czutos¢ prawie 100%, z 95% specyficznoscia.
Panel proteomowy obejmujacy ok. 1000 peptydéw i bia-
tek surowicy krwi zmieniat sie selektywnie i specyficznie
w stadium wczesnym i miare zaawansowania raka jajni-
ka, co takze wykazano w tym badaniu [8].

Kozak i wsp. [16] na podstawie analizy danych uzy-
skanych z 14 mikromacierzy biatkowych wybrali biatka
0 najwyzszej wartosci piku m/z, tj. transtyretyne (TTR
transthyretin 13,9 kDa, fragment TTR 12,9 kDa), beta-he-
moglobine (Hb beta-hemoglobin 15,9 kDa), apolipoprote-
ine Al (apoAl apolipoprotein Al 28kDa) i transferyne (TF
tranferrin 79 kDa). Nastepnie metodami Western blott
oraz ELISA potwierdzono ustalone droga analizy wielo-
czynnikowej znaczenie prognostyczne tych biatek w roz-
poznawaniu wczesnych postaci raka jajnika o granicznej
ztosliwosci oraz ztosliwych. Na podstawie analizy pola
pod krzywag ROC (receiver operating characteristic)
stwierdzono wiekszg wartosé prognostyczng dla TTR,
HB i TF (0,993) niz antygenu CA125 (0,833). Zauwazono
takze, ze wiaczenie do analizy wieloczynnikowej antyge-
nu CA 125 podnosi wartos¢ ROC do 0,959. Jednakze
w przypadkach wczesnych postaci rakéw Sluzowych
wspomniane markery biatkowe nieznacznie poprawiaja
wykrywanie tej postaci nowotworu (ROC 0,959) w po-
rébwnaniu z samym antygenem CA 125 (ROC 0,613) ani
nie poprawiaja wartosci predykcyjnej, kiedy te biatka
analizowane sg tacznie z CA 125 (ROC 0,995).
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Tab. Il. Poréwnanie czutosci i specyficznosci biatek w badaniach poszukujacych wskaznikdéw wystapienia raka jajnika [10, 20-22]

Badanie m/z

Czutos¢ i specyficznosé

Petricoin i wsp. [10]

534, 989, 2.111, 2.251, 2.465

100%, 95%

Kozak i wsp. [23]

4.400, 15.900, 18.900, 23.000, 30.100

96%, 83 %

3.100, 13.900, 21.00, 79.000, 106.700

82%, 95%

5.100, 16.900, 28.000, 93.000

73%, 95%

Lin i wsp. [20]

6190,48, 5147,06, 11 522,6,11 537,7

90%, 100%

Ye i wsp. [22] 17.400

72%, 93%

W badaniu Ahmeda i wsp. [17] metodami proteomo-
wymi poréwnano 24 prébki surowicy krwi pacjentek z za-
awansowanym rakiem jajnika z 11 pochodzacymi od ko-
biet zdrowych. Na podstawie analizy poréwnawczej prote-
oméw 22 biatka podczas rozdziatu w elekroforezie
konsekwentnie podlegaty ekspresji w prébkach pochodza-
cych od chorych i zdrowych kobiet. Przy uzyciu techniki
tandemowej MS stwierdzono, iz u pacjentek z najbardziej
zaawansowanym rakiem jajnika sa to izoformy prekurso-
ra haptoglobiny oraz izoformy transferryny. Zwiekszona
ekspresja tych biatek w surowicy krwi taczy sie takze z ich
obecnoscia w ptynie otrzewnowym u pacjentek w stopniu
klinicznym I i Ill. W tym badaniu takze zanotowano spa-
dek stezenia haptoglobuliny w trakcie chemioterapii (6 cy-
kli taksolem i karboplatyng), ktéremu towarzyszyto jednak
zréznicowane zachowanie sie stezenia transferytyny w su-
rowicy krwi. Zaobserwowano takze, Ze istnieje korelacja
miedzy stezeniem CA 125 a haptoglobuling w surowicy
krwi przed leczeniem i po jego zakohczeniu. W aktualnie
trwajacym badaniu dotyczacym dyskryminujacego profilu
biatkowego w wykryciu raka jajnika oraz oceny zastoso-
wanej chemioterapii Zhang i wsp. [18] stwierdzili 90,8%
specyficznos¢ oraz 93,5% czutos¢ wybranego przez siebie
spektrum peptydowego. Cztery uzyte w tym badaniu mar-
kery biatkowe wykazuja istotnie statystycznie wyzsze war-
tosci predykcyjne niz antygen CA 125 (p<0,05). Stwierdzo-
no réwniez obecnos¢ biatka o m/z rownej 4475 u 75% ko-
biet po zakonczeniu chemioterapii, co by¢ moze bedzie
pomocne w monitorowaniu terapii. Bast i wsp. [19] wska-
zuja, ze réwnoczesne wykorzystanie w celach progno-
stycznych CA 125 oraz markeréw biatkowych, takich jak
HE4 (Human Epididymis Protein 4), mezoteliny, M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor), osteopontyny,
kallikreiny oraz rozpuszczalnego receptora EGF (epidermal
growth factor), moze by¢ przydatne w zaawansowanym
raku jajnika. Lin i wsp. [20], badajac 35 pacjentek z rakiem
jajnika i poréwnujac profile biatkowe ze zdrowymi kobieta-
mi w tym samym wieku za pomoca techniki SELDI-MS
oraz sieci neuronalnej zidentyfikowali biatka o masach
0 6190,48, 5147,06, 11 522,6, i 11 537,7 w grupie z nowo-
tworem. Stwierdzono dwa piki odpowiadajgce m/z 5295,5
i 8780,48 wystepujace tylko w grupie kobiet zdrowych.

Proteominka w $ciezkach sygnatowych

Podstawowym dogmatem transformacji genetycznej
sg najczesciej nabyte mutacje okreslonych grup genéw.
Aberracje chromosomowe wystepujace w raku jajnika
sg zwigzane z kontrolg regulacji cyklu komérkowego,
apoptoza, adhezja, angiogenezg, sygnalizacja przezbto-
nowag, naprawa DNA i stabilnosciag genowa. Rozregulo-
wanie mechanizméw proliferacji, przezycia komorek
i apoptozy obserwuje sie szczegblnie w rozsianym za-
awansowanym raku jajnika, na co zwraca uwage w swej
pracy Davidson i wsp. [5]. Biochemiczna prezentacja kli-
nicznego rozsiewu komérek nowotworowych moze stac
sie podstawa predykcyjnego i korelacyjnego postepowa-
nia, ktére moze doprowadzi¢ do poznania tego mecha-
nizmu i zastosowac¢ w przysztosci odpowiednie celowa-
ne leczenie. Zaburzenia genetyczne charakterystyczne
dla raka jajnika obejmujg wzmocnienie lub nadmierng
ekspresje rozmaitych biatek, m.in. onkoprotein z rodziny
receptorow erb-b i 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K).
Ta ostatnia sciezka czesto jest aktywowana w procesie
nowotworowym, majac istotny wptyw na przezycie ko-
morki. Analiza profilu biatkowego tej sciezki, jak podaje
Moscova i wsp. [21] moze by¢ pomocna w wykryciu
ukrytych biatek zaangazowanych w ten szlak bioche-
miczny. Uzyto w tym badaniu 5 linii komérek raka jajni-
ka, w ktérych aktywowano Sciezke 3-kinazy fosfatydylo-
inozytolu za pomoca 50 ng/mL EGF w obecnosci lub
przy braku jego inhibitora. Stwierdzono biatka o warto-
Sciach m/z 8,385 i 8,922, odpowiadajace interleukinie-8
i chemokininie. Stezenia tych biatek zwiekszaja sie
u chorych z zaawansowanym rakiem jajnika w surowicy
krwi, co potwierdzaty wczedniejsze badania tej samej
grupy badaczy [21].

Z kolei Ye i wsp. [22] analizowali zmiany potransla-
cyjne zachodzace w profilu biatkowym biatek uzyska-
nych z moczu kobiet zdrowych, ze zmianami tagodnymi
w przydatkach oraz z rakiem jajnika. Celem tego bada-
nia byto poszukiwanie biatek markerowych obecnych
w moczu kobiet. Stwierdzono szczyt amplitudy o warto-
sci m/z 17,400 w grupie pacjentek z rakiem jajnika, kto-
ry odpowiadat neurotoksynie eozynofilowej (eosinophil-
-derived neurotoxin, EDN). Jak wiadomo, wykazuje ona
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aktywnos¢ RNA-zy i jest takze potencjalnie neurotok-
syczna, a jej forma glikozylowana byta wybitnie pod-
wyzszona w grupie 128 kobiet z rakiem jajnika.
Na podstawie analizy klasterowej oraz oceny chroma-
tograficznej rowniez w grupie pacjentek z rakiem jaj-
nika stwierdzono zwiekszona ekspresje osteopontyny.
Przeprowadzona analiza statystyczna dla kombinacji
obu biatek, tj. neurotoksyny eozynofilowej i osteopon-
tyny, wykazata, ze dajg one 93% specyficznos¢ i 72%
czutos¢ w wykryciu raka jajnika. Wspomniani autorzy
wskazuja, ze mocz moze by¢ lepszym zrodtem wskaz-
nikéw raka jajnika, cho¢by ze wzgledu na mniejsza
liczbe tam wystepujacych termolabilnych biatek i pep-
tydéw niz w surowicy krwi.

Co dalej?

Bardzo obiecujaca perspektywa zastosowania anali-
zy biatek organizmu jest proteomika kliniczna, uzupet-
niajgca diagnostyke pacjenta i wspomagajaca jego le-
czenie poprzez dobér najlepszych metod terapeutycz-
nych (ryc. 1). Istniejg pewne szanse, ze zastosowanie
zintegrowanych mikrosysteméw analitycznych pozwoli
na szybka analize profilu biatkowego, uzupetniong
o réwnie tatwa identyfikacje nieprawidtowosci gene-
tycznych [4]. Technologia proteomowa skupia wiedze
pochodzaca z analizy genomu oraz kliniki raka jajnika
w celu poznania jego biologii. Ten unikalny proteomowy
punkt widzenia na patogeneze nowotworu pozwoli

Ryc. 1. Wspétczesne miejsce analizy profilu biatkowego w procesie diagnostyczno-terapeutycznym choroby nowotworowej

pacjentka
. profil proteomowy
i surowicy krwi
A 4
wczesna
diagnoza <
. wybranie
analiza .
— sieciowa celowane;
biopsja > t T
biatek erapl
komérki
biopsja po leczeniu analiza sieciowa |
biatek komaorki zmiana lub
kontynuacja
< terapii
nawrot
i profil iana lub
powtorna proteomowy Zmiand b
biopsja surowicy krwi nowaterapia

efekt leczniczy

(na podstawie Posadas i wsp. [8])
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na stworzenie narzedzi, ktére pomoga klinicystom w po-
dejmowaniu wtasciwych decyzji diagnostycznych i tera-
peutycznych u kobiet z rakiem jajnika w przysztosci.
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