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WSTEP

1. Wstep

Rak prostaty jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw i jedng z
gtdbwnych przyczyn smierci z powodu nowotworow wsréd mezczyzn. Cechuje sie
zmiennym obrazem klinicznym, od wolno rosngcych guzéw bez znaczenia klinicznego
lub o niewielkim znaczeniu, do agresywnych guzow dajgcych przerzuty i prowadzgcych
do smierci [1]. Diagnoza raka prostaty, jak réwniez zdolnos¢ przewidywania progres;i
choroby, pozostajg problematyczne. Nie istnieje jedna, prosta procedura, ktéra
umozliwiataby jednoznaczng diagnoze raka prostaty. Obechie jego wczeshe
wykrywanie polega gtéwnie na badaniu per rectum oraz badaniu poziomu swoistego
antygenu sterczowego (PSA) we krwi [2]. Podwyzszony poziom antygenu PSA we krwi
pacjentdow stanowi podstawe do wykonania biopsji prostaty. PSA nie jest jednak
swoistym markerem raka prostaty i cechuje sie stosunkowo niskg swoistoscia.

Do klas zwigzkéw, moggcych petnic¢ role biomarkeréw choréb nowotworowych,
nalezg miedzy innymi aminokwasy i inne zwigzki matoczgsteczkowe, ktére znajdujg sie
w kregu zainteresowania metabolomiki, oraz peptydy i biatka, ktérych analizg zajmuje
sie proteomika. Nowotwory, w tym rak prostaty, sg bowiem odpowiedzialne za
wywotywanie zmian w organizmie na poziomie proteomicznym i metabolomicznym. W
zwigzku z tym analiza biatek, peptydéw oraz metabolitéw w ptynach ustrojowych jest
obiecujagcym narzedziem w poszukiwaniu diagnostycznych i prognostycznych
biomarkerow raka prostaty.

W prezentowanej pracy doktorskiej autor starat sie wykorzysta¢ potencjat
proteomiki i metabolomiki. Celem naukowym badan prowadzonych w ramach realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej byto zastosowanie nowoczesnej i ztozonej strategii
analityczno-bioinformatycznej w analizie zwigzkéw endogennych (aminokwasow,
peptydéw i biatek) w ptynach ustrojowych (surowicy oraz moczu) w poszukiwaniu
biomarkerow o wartosci diagnostycznej majgcych znaczenie w wykrywaniu raka
prostaty. Badania prowadzone byly w oparciu o nowoczesng platforme analityczng,
opartg na metodach spektrometrii mas (LC-ESI-QqQ-MS/MS, MALDI-TOF-MS) oraz
testach immunologicznych. Nowatorski model poszukiwania biomarkeréw raka prostaty
z wykorzystaniem powyzszych technik wsparty zostat zaawansowang analizg
chemometryczng. Realizacja pracy doktorskiej przyczyni sie do przyspieszenia prac
nad poszukiwaniem nowoczesnych biomarkeréw raka prostaty, charakteryzujgcych sie
wysokg czutoécig i swoistoscig, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do opracowania

nowych, matoinwazyjnych metod diagnostycznych.



WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

1.1. Wykaz skrotéw stosowanych w pracy

e  %f-PSA — stosunek wolnej frakcji PSA do catkowitego stezenia PSA (ang.
percent-free PSA)

¢ 1MHis — 1-metylo-L-histydyna

o 3MHis — 3-metylo-L-histydyna

o Aad - kwas L-a-aminoadypinowy

o Abu - kwas L-a-amino-n-mastowy

e ang. — angielski

e Ala - L-alanina

e Ans - L-anseryna

e Arg - L-arginina

o Asa — kwas argininobursztynowy

e Asn — L-asparagina

o Asp — kwas L-asparaginowy

e AUC — pole pod krzywg ROC (ang. area under curve)

e DbAib — kwas D,L-B-aminoizomastowy

¢ DbAla — B-alanina

e BPH —fagodny rozrost prostaty (ang. benign prostatic hyperplasia)

e Car— L-karnozyna

e Cit — L-cytrulina

e Cth — cystationina

e CV — wspdtczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation)

e Cys - L-cystyna

¢ DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

e EGFR - receptor naskdérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor)

e ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay)

e EPS - wydzielina z prostaty otrzymana w wyniku masazu prostaty podczas
badania per rectum (ang. expressed prostatic secretion)

o ESI — elektrorozpylanie (ang. electrospray ionization)

e EtN — etanoloamina

e FDA — Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

e FGF-basic — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. basic fibroblast

growth factor)



WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

GA — algorytm Genetic Algorithm

GABA — kwas y-amino-n-mastowy

GC-MS - chromatografia gazowa potgczona ze spektrometrig mas (ang. gas
chromatography — mass spectrometry)

G-CSF — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. granulocyte
colony-stimulating factor)

GIn — L-glutamina

Glu — kwas L- glutaminowy

Gly — glicyna

HCCA - kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (ang. a-cyano-4-hydroxycinna-
mic acid)

Hcit — L-homocytrulina

Hcy — L-homocysteina

HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. hepatocyte growth factor)

His — L-histydyna

'H-NMR — protonowy NMR (ang. proton NMR)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance
liquid chromatography)

Hyl — &-hydroksylizyna

Hyp — hydroksy-L-prolina

IL-6 — interleukina 6 (ang. interleukin-6)

lle — L-izoleucyna

LC-ESI-QqQ-MS/MS — chromatografia cieczowa potgczona z jonizacjg przez
elektrorozpylanie i tandemowg spektrometria mas typu potrojny kwadrupol
(ang. liquid chromatography — electrospray ionization — triple quadrupole
tandem mass spectrometry)

LC-MS — chromatografia cieczowa potgczona ze spektrometrig mas (ang. liquid
chromatography — mass spectrometry)

LC-MS/MS — chromatografia cieczowa potgczona z tandemowg spektrometrig
mas (ang. liquid chromatography — tandem mass spectrometry)

Leu — L-leucyna

LLOQ - dolna granica oznaczalnosci (ang. lower limit of quantification)

LOD - granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)

LOQ — granica oznaczalno$ci (ang. limit of quantification)

Lys — L-lizyna

10



WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

MALDI - jonizacja laserowa wspomagana matrycg (ang. matrix-assisted laser
desorption ionization)

MALDI-TOF-MS - spektrometria mas z jonizacjg laserowg wspomagang
matrycg i z detektorem czasu przelotu (ang. matrix-assisted laser desorption
ionization — time of flight — mass spectrometry)

Met — L-metionina

MRM — monitorowanie reakcji wielokrotnych (ang. multiple reaction monitoring)
MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MS/MS — tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass spectrometry)

Nle — L-norleucyna

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (ang. nuclear
magnetic resonance)

Nva — L-norwalina

Orn — L-ornityna

PDGF - plytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)
PDGF-AB/BB — plytkopochodny czynnik wzrostu — heterodimer zbudowany z
tancucha A i fancucha B / homodimer zbudowany z dwéch tancuchoéw B (ang.
platelet-derived growth factor — heterodimer composed of a combination of A
and B chains / homodimer composed of two B chains)

PECAM-1 - plytkowo-$rodbtonkowe biatko adhezyjne 1 (ang. platelet
endothelial cell adhesion molecule 1)

PEtN — o-fosfoetanoloamina

Phe — L-fenyloalanina

PLS-DA — ang. partial least squares — discriminant analysis

Pro — L-prolina

PSA — swoisty antygen sterczowy (ang. prostate-specific antigen)

PSer — o-fosfo-L-seryna

QC — algorytm QuickClassifier

Q/q — stosunek pierwszego (ilosciowego) do drugiego (jakosciowego) przejscia
masowego (ang. quantifier/qualifier transition ratio)

ROC - ang. receiver operating characteristic

Sar — sarkozyna

SCF - czynnik komérek macierzystych (ang. stem cell factor)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SEGFR — rozpuszczalny receptor naskdérkowego czynnika wzrostu (ang. soluble

epidermal growth factor receptor)
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SELDI-TOF-MS - spektrometria mas z jonizacjg laserowg wzmocniong
powierzchniowo i z detektorem czasu przelotu (ang. surface-enhanced laser
desorption ionization — time of flight — mass spectrometry)

Ser — L-seryna

sHER2/neu — rozpuszczalny receptor kinazy tyrozynowej erbB-2 (ang. soluble
receptor tyrosine-protein kinase erbB-2)

sIL-6Ra — rozpuszczalny receptor a interleukiny 6 (ang. soluble interleukin-6
receptor a)

sMRM - planowane monitorowanie reakcji wielokrotnych (ang. scheduled
multiple reaction monitoring)

S/N — stosunek sygnatu do szumu (ang. signal-to-noise ratio)

SNN — algorytm Supervised Neural Network

STIE-2 — rozpuszczalny receptor dla angiopoetyny (ang. soluble angiopoietin
receptor)

SsVEGFR-1 — rozpuszczalny receptor 1 naczyniowo-srédbtonkowego czynnika
wzrostu (ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor 1)

SVEGFR-2 — rozpuszczalny receptor 2 naczyniowo-srédbtonkowego czynnika
wzrostu (ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor 2)

Tau — tauryna

Thr — L-treonina

Trp — L-tryptofan

Tyr — L-tyrozyna

UHPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang. ultra-high performance
liquid chromatography)

ULOQ - gérna granica oznaczalnosci (ang. upper limit of quantification)

Val — L-walina

VIP — ang. variable importance in projection

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

12



CZESC TEORETYCZNA

2. Czes¢ teoretyczna

2.1. Rak prostaty

Choroby nowotworowe stanowig powazny problem  wspodfczesnego
spoteczenstwa. Zaliczamy do nich miedzy innymi raka prostaty. Choroby te, ze
wzgledu na zbyt pézne wykrycie, powodujg powazne powiktania, a nawet smierc.
Dlatego istotna jest diagnostyka, pozwalajgca na wykrycie choroby w jej jak
najwczesniejszym stadium. Dzieki temu mozliwe jest odpowiednio szybkie rozpoczecie
leczenia, dajgce mozliwos¢ petnego powrotu do zdrowia. Jednakze obecnie
wykorzystywane metody diagnhostyczne czesto wykrywajg chorobe dopiero w jej
zaawansowanym stadium, a to pogarsza rokowania dla pacjenta. Co wiecej, wiele z
tych metod nie jest w petni wiarygodnych, a technologia ich stosowania jest inwazyjna.

Do analiz proteomiczno-metabolomicznych, realizowanych w ramach niniejszej
pracy doktorskiej, wytypowano raka prostaty. Jest on jedng z najczestszych i
powazniejszych chorob cywilizacyjnych u mezczyzn. Mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za jego patogeneze nie zostaly dotychczas precyzyjnie wyjasnione.
Rak prostaty jest ztozong jednostkg chorobowa, ktéra na wczesnym stadium rozwoju
nie daje specyficznych objawoéw. Do dnia dzisiejszego nie ma wyczerpujgcych danych
identyfikujgcych biatka oraz inne zwigzki endogenne zaangazowane w rozwoj i
réznicowanie raka prostaty. Dlatego proponowana ztozona strategia analityczno-
bioinformatyczno-kliniczna moze przyczyni¢ sie do odkrycia biomarkerow
charakteryzujgcych sie wysokg czutoscig i swoisto$cig, co pozwoli na wczesne
wykrycie tego nowotworu ztosliwego i w konsekwencji zwigkszy szanse pacjenta na
petne wyleczenie.

Rak prostaty, zwany réwniez nowotworem ztosliwym gruczotu krokowego,
rakiem gruczotu krokowego lub rakiem stercza, to drugi najczesciej diagnozowany rak,
a pierwszy wsrdd mezczyzn i szosta gtdbwna przyczyna zgondw z powodu nowotworéw
u mezczyzn na swiecie [1, 3, 4]. Czestos¢ wystepowania raka prostaty wzrosta w
ostatnich latach, gtébwnie z powodu starzenia sie populacji, a takze praktyki
prowadzenia badan przesiewowych poziomu swoistego antygenu sterczowego (ang.
prostate-specific antigen, PSA) i nastepnie ewentualnych biopsji [1]. Terapia raka
prostaty jest efektywna tylko we wczesnym etapie rozwoju choroby. Pomimo
doskonalenia terapii przeciwnowotworowych, wcigz nie ma skutecznej metody leczenia
raka prostaty w jego stadium zaawansowanym [1].

Etiologia raka prostaty jest heterogenna. Ws$réd czynnikow etiologicznych raka

gruczotu krokowego wymieni¢ nalezy pte¢, wiek, rase, wywiad rodzinny, czynniki
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CZESC TEORETYCZNA

genetyczne oraz styl zycia. Meskie hormony piciowe (androgeny: testosteron i 5a-
dihydrotestosteron) odgrywajg gtéwna role w powstawaniu tego nowotworu ztosliwego,
a ryzyko zachorowania wraz z wiekiem wzrasta. Rak prostaty jest zwykle
rozpoznawany po 60. roku zycia, a sredni wiek mezczyzn, u ktérych zachodzi
rozpoznanie, to 72 lata [5]. Po 80. roku zycia chorobe stwierdza sie u okoto 80 %
mezczyzn [6]. Wieksze ryzyko rozwoju raka gruczotu krokowego cechuje mezczyzn
rasy czarnej w poroéwnaniu z rasg biatg. Co wiecej, w przypadku rasy czarnej rak
prostaty jest rozpoznawany w miodszym wieku, a rokowania dla pacjenta sg gorsze.
Populacja azjatycka jest z kolei grupg etniczng o najnizszej czestosci wystepowania tej
choroby [4, 5, 7]. Jednakze czesto$¢ ta wzrasta w wiekszosci panstw azjatyckich,
czego przyczyn upatruje sie w zmianie diety i stylu zycia na bardziej zachodni,
zwiekszonym dostepie do testow PSA i gwattownym starzeniu sie populac;ji [8].

Gtownym czynnikiem ryzyka rozwoju raka prostaty jest wystepowanie choroby
w rodzinie [9]. Predyspozycja zachorowania w przypadku mezczyzn, u ktorych
krewnych | stopnia wystapit rak prostaty, wzrasta kilkukrotnie. Dotyczy to szczegdinie
sytuacji, gdy krewni zachorowali przed 60. rokiem zycia [5]. Ponadto wyrdznia sie
dziedzicznego raka stercza, rozpoznawanego na podstawie cech rodowodowo-
klinicznych, ktéry stanowi 5-10 % wszystkich przypadkéw tego nowotworu ztosliwego i
30-40 % przypadkow diagnozowanych w mtodszym wieku [9, 10]. Dziedziczny rak
prostaty jest rozpoznawany przecietnie 6-7 lat wczesniej niz sporadyczna postaé tego
nowotworu i w zwigzku z tym charakteryzuje sie wigkszg Smiertelnoscig. Mtodszy wiek
zachorowania jest jednakze jedyng cechg kliniczng odrézniajgcg raka prostaty
dziedzicznego od sporadycznego. Sposobem na ograniczenie smiertelnosci z powodu
raka stercza w rodzinach obcigzonych genetycznie sg badania przesiewowe, ktérych
celem jest diagnoza choroby w jej wczesnym, uleczalnym stadium.

Do czynnikéw etiologicznych raka prostaty zalicza sie takze styl zycia. Ryzyko
rozwoju raka stercza jest zwiekszone u oséb spozywajgcych duze ilosci zwierzecych
ttuszczy nasyconych. Wykazano, ze spozywanie produktow pochodzenia zwierzecego
bogatych w tluszcze nasycone wigze sie z gorszym rokowaniem w przypadku
mezczyzn leczonych z powodu raka prostaty [11]. Ponadto wykazano, ze istnieje
korelacja miedzy spozywaniem tluszczy jednonienasyconych a poprawg odsetka
przezy¢ wsréd chorujgcych na raka gruczotu krokowego [12]. Z kolei zwiekszone
spozycie soi i ryzu zmniejsza zagrozenie rakiem stercza [6]. Mata ekspozycja na
Swiatto stoneczne i niedobdr witaminy D sg zwigzane z podwyzszonym ryzykiem raka
prostaty ze wzgledu na antyproliferacyjny i wspomagajgcy réznicowanie wplyw
metabolitbw witaminy D na nowotwor ztosliwy prostaty [4]. Jednakze nie ma

przekonujgcych dowoddéw na to, ze zmiana diety lub stylu Zzycia moze zapobiec
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rozwojowi raka prostaty [2]. Sugeruje sig, iz znaczenie dla powstawania raka stercza
moga mie¢ zakazenia wirusowe [6].

Pomimo ze doktadne mechanizmy kancerogenezy w przypadku raka prostaty
nie zostaty dotychczas catkowicie wyjasnione, istniejg dowody potwierdzajgce istotng
role czynnikow genetycznych w etiologii tego nowotworu ztosliwego [4]. Z tym wigzg
sie najprawdopodobniej réznice w podatnosci na raka prostaty pomiedzy grupami
etnicznymi i zwiekszone ryzyko zachorowania u o0s6b z pozytywnym wywiadem
rodzinnym [13]. Badania obejmujgce bliznieta wykazaty, ze wplyw czynnikdéw
genetycznych na rozwdj raka stercza jest wiekszy niz na rozwdj innych typow
nowotworow [14]. W ciggu ostatnich 20 lat prowadzone byly badania genetyczne
majgce na celu identyfikacje gendéw odpowiedzialnych za zwiekszenie ryzyka
zachorowania na raka stercza. Genetyczne mechanizmy lezgce u podstaw raka
prostaty okazaly sie znacznie bardziej skomplikowane niz poczatkowo sgdzono.
Niedawne badania asocjacyjne catego genomu w roznych grupach etnicznych
doprowadzity do zidentyfikowania ponad 40 przypadkéw polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu stwierdzanych w sekwencjach réznych gendéw lub chromosomalnych loci,
ktére sg znaczgco powigzane z ryzykiem rozwoju raka prostaty, wigczajagc w to wiele
loci w regionie chromosomu 8q24, geny specyficzne dla prostaty, geny zwigzane z
metabolizmem i hormonami oraz regiony niekodujgce zadnego genu [4]. To wiecej niz
w przypadku innych nowotworéw. Jednakze dotychczas wyjasniono znaczenie
biologiczne lub funkcje tylko nielicznych wariantdw zwigzanych z polimorfizmem
pojedynczego nukleotydu. Wyzwaniem stojgcym przed badaczami zajmujgcymi sie
genomikg raka prostaty jest zrozumienie funkcjonalnych konsekwencji wszystkich
wariantow powigzanych z tym nowotworem i ich udziatu w procesie kancerogenezy i
biologii raka gruczotu krokowego, a takze dalsza identyfikacja loci lub gendéw
zwigzanych z rozwojem choroby w réznych populacjach i grupach etnicznych. Podjeto
proby oszacowania ryzyka rozwoju raka prostaty poprzez potgczenie réznych
wariantéw w testach klinicznych, co pozwolito zidentyfikowaé waskg grupe osob o
wysokim ryzyku raka gruczotu krokowego. Jednakze nie udato sie okresli¢ ryzyka
wystgpienia agresywnej postaci raka. Genami, ktére sg najbardziej prawdopodobnymi
kandydatami do uznania ich powigzania z rakiem prostaty, sg geny zaangazowane w
metabolizm testosteronu i szlak androgendw, poniewaz od tych czynnikow zalezy
wzrost tkanki nabtonkowej prostaty i komorek raka prostaty. Kandydatem jest takze
gen BRCA2, zwtaszcza w przypadkach raka prostaty diagnozowanych w mtodszym
wieku [15]. Mutacje w tym genie wystepujg jednak rzadko u pacjentéw z rakiem stercza
i mogg wyjasni¢ jedynie niewielkg czes¢ przypadkéw choroby. Dalsze badania w

zakresie genomiki raka stercza przyniosg duze korzysci kliniczne, wigczajgc w to
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odkrycie nowych biomarkerow raka prostaty, ocene ryzyka zachorowania na ten
nowotwodr zitosliwy oraz opracowanie efektywnych strategii skriningowych i
zapobiegawczych w odniesieniu do raka prostaty.

Wiekszosé przypadkow raka prostaty (95 %) stanowig nowotwory ziosliwe
tkanki nabtonkowej gruczotu krokowego (raki gruczotowe, gruczolakoraki,
adenocarcinomas) o roznym, najczesciej posrednim, stopniu ztodliwosci [5]. Rak
gruczotowy prostaty powstaje, gdy normalne komorki gruczotu krokowego wydzielajace
nasienie mutujg w komorki nowotworowe. Wywodzi sie on najczesciej ze strefy
obwodowej stercza (75 % przypadkow), rzadziej ze strefy przejSciowej lub centralnej
[6]. Posiada czesto wiele ognisk. Z biegiem czasu komorki rakowe zaczynajg sie dzieli¢
i rozprzestrzeniajg sie do otaczajgcej tkanki gruczotu krokowego, tworzgac guz.
Rzadziej wystepujg inne typy histologiczne raka prostaty niz rak gruczotowy, takie jak:
miesak (miesniakomiesak poprzecznie prazkowany, miesniakomiesak gtadko-
komoérkowy), chtoniak, rak drobnokomérkowy. Nowotwor w obrebie prostaty moze
pojawiC sie takze jako przerzut z innego narzgdu albo w wyniku naciekania przez
ciggtos¢ zaawansowanego raka jelita grubego lub pecherza moczowego.

Stopien ztosliwosci histologicznej (ang. grading) raka prostaty okresla sie z
wykorzystaniem skali Gleasona (ang. Gleason grading system) [16]. System zostat
opracowany w 1966 roku przez Donalda F. Gleasona na podstawie cech
architektonicznych nowotworu prostaty ocenianych pod mikroskopem [17-19]. Po
niemal 50 latach od powstania ten system klasyfikacji patomorfologicznej raka prostaty
pozostaje jednym z najwazniejszych predyktoréw prognostycznych choroby. Nie
znaczy to jednak, ze przez ten czas nie ulegat zmianom. Modyfikacje systemu
Gleasona mialy na celu przystosowanie go do zmieniajgcych sie praktyk w medycynie,
polepszenie predykcji wyniku leczenia nowotworu oraz polepszenie korelacji pomiedzy
wynikami w skali Gleasona (ang. Gleason score) otrzymanymi dla materiatu
pochodzgcego z biopsji i radykalnej prostatektomii. Ostatnie modyfikacje zostaty
zaproponowane w 2005 roku przez International Society of Urological Pathology i
stanowig obecnie standard w urologii [16]. Na podstawie tych wytycznych histopatolog

ocenia strukture histologiczng tkanki nowotworowe;j.
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Rycina 1. System Gleasona [16]. Pie¢ typow histoarchitektonicznych raka prostaty. Typ
1 odpowiada komoérkom najbardziej zréznicowanym, natomiast typ 5 komodrkom

najmniej zréznicowanym.

Wyréznia sie pie¢ typdw histoarchitektonicznych nowotworu prostaty, ktérym
przypisane sg punkty (stopnie) odpowiadajgce numerowi typu (Rycina 1). Typ 1 odnosi
sie do nowotworu wysoko zréznicowanego, przypominajgcego budowg prawidtowe
komorki stercza. Typ 5 z kolei jest przypisany komdérkom nowotworowym nisko
zréznicowanym. Typy 1 i 2 wystepujg rzadko, najczestszy jest natomiast typ 3.
Histopatolog okresla ponadto dominujgcy pod wzgledem objetosci typ w danej prébce
oraz typ drugo- i trzeciorzedowy. Nastepnie sumuje stopnie odpowiadajgce typowi
dominujgcemu guza oraz typowi o najmniej zréznicowanych komorkach. Uzyskany
wynik w skali Gleasona zawiera si¢ zatem w zakresie od 2 do 10 punktow. Rak
gruczotu krokowego o wyzszym wyniku w skali Gleasona jest bardziej agresywny,

rozwija sie szybciej, ma gorsze rokowania oraz wieksze ryzyko naciekania i
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wystgpienia przerzutow. Wynik ma rowniez znaczenie terapeutyczne, poniewaz
pomaga w kwalifikacji pacjentbw do dalszego leczenia. Pierorazio i wsp. [20]
wykorzystali zmodyfikowany w 2005 roku system Gleasona oraz baze danych
pacjentow, ktorzy przeszli zabieg radykalnej prostatektomii, w celu podzielenia skali
Gleasona na grupy o najwiekszej wartosci prognostycznej. Na podstawie analiz
statystycznych wykazali, ze zaproponowany przez nich podziat byt silnym predyktorem
czasu bez wznowy biochemicznej (ang. biochemical recurrence-free survival). Swoje
wyniki opublikowali w 2013 roku rekomendujgc, by punkty w skali Gleasona podawac
w potagczeniu z jedng z pieciu grup prognostycznych (Tabela 1). Grupy te
odzwierciedlajg rokowania danego pacjenta i sg wedtug autoréw zrozumiate zaréwno

dla lekarzy, jak i dla pacjentow.

Tabela 1. Grupy prognostyczne odpowiadajgce wynikowi w skali Gleasona [20]. Grupa
prognostyczna | wigze sie z bardzo dobrymi rokowaniami i jest najkorzystniejsza dla

pacjenta. Rokowania pogarszajg sie znaczgco od grupy prognostycznej | do V.

Wynik w skali Gleasona Grupa prognostyczna
<6 [
3+4=7 Il
4+3=7 1]
8 \%
9-10 V

Rak prostaty cechuje sie zmiennym obrazem klinicznym, od wolno rosngcych
guzow bez znaczenia klinicznego lub o niewielkim znaczeniu, do agresywnych guzéw
dajgcych przerzuty i prowadzacych do $mierci [1]. Wiekszos¢ przypadkow raka
prostaty nie wywotuje powaznych implikacji klinicznych ani zgonu, a wykrywane sg
dopiero w badaniach sekcyjnych zmartych z innych przyczyn [6]. Nowotwor ztosliwy
prostaty rozwija sie wolno, a wczesng diagnoze choroby utrudnia fakt, ze w
poczatkowej fazie nie daje ona objawdw. Te pojawiajg sie dopiero, gdy zmiany
nowotworowe sg juz rozlegte. Do objawdw raka stercza ze strony uktadu moczowego
zalicza sie: czestomocz, bdl przy oddawaniu moczu, trudnosci w rozpoczeciu mikciji,
zmniejszenie strumienia moczu, przerywany strumien moczu, wrazenie niepetnego
oproznienia pecherza moczowego oraz nagte uczucie parcia na pecherz, szczegdlnie
w hocy [6]. Podobnym do raka prostaty zespotem objawéw charakteryzuje sie tagodny
rozrost prostaty, zwany takze gruczolakiem prostaty (ang. benign prostatic hyperplasia,

BPH), ktéry moze byé przyczyng nieswoistych dolegliwosci ze strony dolnych drég
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moczowych lub moze wspotistnie¢ z nowotworem ztosliwym prostaty [5, 6]. W zwigzku
z tym réznicowanie pomiedzy obiema jednostkami chorobowymi mozliwe jest jedynie
przy zastosowaniu czutych i swoistych metod diagnostycznych. Rak prostaty szerzy sie
przez naciekanie i rozrost, zajmujgc otaczajgce tkanki i narzgdy, w tym moczowody,
pecherzyki nasienne, $ciany miednicy. Zaawansowany regionalnie rak gruczotu
krokowego moze wywotaé krwinkomocz, dysurie, nietrzymanie moczu, zaburzenia
wzwodu, objawy niewydolnosci nerek, hematospermie oraz bdle podbrzusza, okolic
ledzwiowych, krocza i odbytu. Rak prostaty daje przerzuty drogg naczyn krwionosnych
do kosci, najczesciej miednicy, kregostupa, zeber, mostka lub kosci udowych, oraz do
narzgdow migzszowych, gtéwnie watroby i ptuc. Ponadto drogg naczyn limfatycznych
zajmuje wezlty chtonne. W przypadku przerzutow pojawi¢ sie moga: bol kosci,
zlamania, paraplegia, powiekszenie weztow chtonnych, obrzeki konczyn, krwawienia,
zaburzenia krzepniecia, wyniszczenie nowotworowe, spigczka [5, 6].

Stopien zaawansowania nowotworu ztosliwego prostaty (ang. staging) ma obok
stopnia ztosliwosci histologicznej istotne znaczenie dla wyboru metody leczenia oraz
okreslenia rokowania. Stopien zaawansowania okresla sie na podstawie badan
obrazowych wedtug klasyfikacji TNM (ang. tumor, nodus, metastases — guz, wezet
chtonny, przerzuty). Zgodnie z tg klasyfikacjg, T odnosi sie do guza pierwotnego, N do
przerzutéw do okolicznych weztéw chionnych, natomiast M do przerzutéw odlegtych. W
systemie klasyfikacji TNM raka prostaty ocenia sie miedzy innymi to, czy guz jest
obecny, czy jest wyczuwalny per rectum i widoczny w badaniach obrazowych, czy jest
ograniczony do gruczotu krokowego, czy nacieka poza torebke gruczotu krokowego,
czy sg obecne przerzuty w okolicznych weztach chionnych oraz czy sg obecne
przerzuty odlegte w weztach chtonnych, kosciach lub innej lokalizacji [5, 6].

Diagnostyka nowotworu zilosliwego prostaty pozostaje problematyczna. Nie
istnieje jedna, prosta procedura, ktéra umozliwiataby jego jednoznaczng diagnoze.
Obecnie wczesne wykrywanie raka prostaty polega gtéwnie na badaniu per rectum
oraz badaniu poziomu swoistego antygenu sterczowego (PSA) we krwi [2]. Ryzyko
niedoszacowania w ocenie stopnia klinicznego zaawansowania wynosi tu jednak 30-
60 % [5]. Potwierdzenie diagnozy uzyskuje sie poprzez mikroskopowg weryfikacje
podejrzanej zmiany. Materiat do badan uzyskuje sie na drodze biopsji, ktora jest
wykonywana pod kontrolg przezodbytniczej ultrasonografii (ang. transrectal
ultrasonography, TRUS).

Biatko PSA zwane jest rowniez kalikreing lll, semining lub antygenem P-30.
PSA to glikoproteina o masie czgsteczkowej okoto 34 kDa. Jest proteazg serynowg
(EC 3.4.21.77) z rodziny kalikrein, a genem jg kodujgcym jest zlokalizowany na
chromosomie 19 w regionie 19913 gen KLK3 [21, 22]. PSA jest enzymem
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proteolitycznym, ktéry powoduje uptynnienie nasienia [6]. PSA produkowane jest
prawie wytgcznie przez tkanke nabtonkowg gruczotu prostaty, a proces ten jest
regulowany przez androgeny [4-6, 21]. Swoisty antygen sterczowy jest obecny w
surowicy w matych ilosciach u mezczyzn ze zdrowg prostatg, natomiast w obecnosci
raka prostaty jego stezenie jest podwyzszone. W zwigzku z tym w 1988 roku znalazt
zastosowanie jako marker raka gruczotu krokowego [22]. Podkresli¢ jednak nalezy, ze
PSA nie jest swoistym markerem raka prostaty.

Podwyzszony poziom antygenu PSA we krwi pacjentéw stanowi podstawe do
wykonania biopsji prostaty [23]. Przyjmowany zwykle punkt odciecia stezenia PSA
wynoszgcy 4 ug/l wykrywa wiele przypadkow raka prostaty, ale nie ze stuprocentowg
czutoscig. Innymi stowy, czes$¢ przypadkoéw raka nie zostanie wykryta. Obnizenie
punktu odciecia zwieksza czutos¢ kosztem obnizenia swoistosci [2, 24]. Nie ma jednak
takiego punktu odciecia PSA, ktéry gwarantowatby wykrycie wszystkich przypadkéw
nowotworu [25]. PSA cechuje sie stosunkowo niskg swoistoscig, poniewaz wyniki
biopsji okazujg sie negatywne nawet u 75% mezczyzn, u ktérych stezenie antygenu
PSA wynosi od 2 do 10 ng/ml i/lub wynik badania per rectum u nich byt podejrzany
[26]. Podwyzszony poziom PSA moze byé bowiem spowodowany nie tylko przez
nowotwor ztosliwy prostaty, ale towarzyszy takze takim zmianom chorobowym, jak
zapalenie prostaty, tagodny rozrost prostaty, zawat prostaty oraz urazy stercza [5, 27-
29]. Zatem stezenie PSA w surowicy nie réznicuje tagodnego przerostu prostaty od
nowotworu ztosliwego gruczotu krokowego. Konsekwencjg niskiej swoistosci PSA
moze by¢ btedna diagnoza i podjecie niewtasciwego leczenia, czesto zbyt duzymi
dawkami lekéw, prowadzgcymi do wystgpienia dziatan niepozgdanych. Co wiecej,
obecnie okoto 30% nowotworéw usunietych w wyniku zastosowania radykalnej
prostatektomii okazuje sie klinicznie nieistotnymi, niewymagajgcymi tak inwazyjnego
leczenia [30]. Wiele z wykrywanych guzéw prostaty to guzy wolno rosngce, a
agresywne leczenie w przypadku pacjentow z takimi guzami moze skutkowac
dziataniami niepozgdanymi i obniza¢ jakos¢ zycia pacjenta przy niewielkiej bgdz zadnej
korzysci wynikajgcej z terapii [1]. Antygen PSA ma rowniez ograniczong zdolnosé
przewidywania wynikéw leczenia chorych na raka stercza oraz ograniczong
przydatnos¢ przy podejmowaniu  decyzji dotyczgcych podjecia leczenia
uzupetniajgcego [31]. U mezczyzn powyzej 75. roku zycia, u ktorych oznaczone
stezenie PSA w surowicy wynosi ponizej 3 pg/l, mozna zaniecha¢ prowadzenia
dalszych oznaczeh tego markera z uwagi na niewielkie ryzyko rozwoju agresywnej
postaci raka stercza podczas pozostatego im zycia [32].

Podstawowym celem badan przesiewowych w kierunku raka prostaty jest

redukcja zgonoéw spowodowanych tym nowotworem zto$liwym i tym samym
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przedtuzenie zycia. Dodatkowym pozytywnym rezultatem takich badan jest
zredukowanie przypadkéw choroby zwigzanych =z wystgpieniem przerzutéw.
Prowadzone byly randomizowane badania majgce na celu ocene skutecznosci badan
przesiewowych wykorzystujgcych pomiar stezenia PSA pod katem redukcji
Smiertelnosci, jednakze nie opublikowano zadnych badan odnoszgcych sie do efektow
testdbw przesiewowych w odniesieniu do rozwoju postaci nowotworu ztosliwego z
przerzutami [24]. Mezczyzn, u ktérych wykryto raka prostaty w konsekwencji
przeprowadzenia badan przesiewowych, mozna podzieli¢ na 3 kategorie: tych, ktérych
rak doprowadzi do $mierci pomimo wczesnej detekcji i leczenia; tych, u ktoérych rak nie
wywotatby powaznych implikacji klinicznych, nawet gdyby nie przeprowadzono badan
przesiewowych; oraz tych, w przypadku ktérych wczesna diagnoza i leczenie wptynie
na diugos¢ zycia. Liczbe mezczyzn, ktérych zakwalifikowa¢é mozna do ostatnigj
kategorii, oszacowano w dwdch duzych randomizowanych badaniach [24]. Wykazano,
ze liczba mezczyzn, ktérzy unikneli Smierci z powodu raka stercza przez 10-14 lat po
badaniach przesiewowych, byta w najlepszym wypadku bardzo mata, nawet w grupie
wiekowej 55-69 lat, i wahata sie od 0 do 1 na 1000 mezczyzn poddanych badaniom
przesiewowym.

Z drugiej strony mozna zauwazy¢ szkody wynikajgce z prowadzenia badan
przesiewowych w oparciu o pomiar poziomu PSA w surowicy. Wyniki stezenia PSA
okazujg sie czesto fatszywie dodatnie. Dotyczy to okoto 80 % przypadkéw, gdy za
punkt odciecia przyjeto warto§¢ miedzy 2,5 a 4,0 pg/l [33]. Konsekwencjg wynikow
fatszywie dodatnich dla pacjentéw sg negatywne efekty psychologiczne, wtgczajgc w to
ciggty stres zwigzany z rakiem. Mezczyzni z fatszywie dodatnim wynikiem czesciej
przechodzg dodatkowe badania, w tym jedng lub wiecej biopsji. W ciggu dziesieciu lat
okoto 15-20 % mezczyzn uzyska wynik stezenia PSA, ktory zakwalifikuje ich do biopsji,
zaleznie od przyjetego dla PSA punktu odciecia i czestotliwosci badan przesiewowych
[33]. Zabieg biopsji gruczotu krokowego jest procedurg inwazyjng, z ktérg wigze sie
szereg zdarzen niepozadanych. Przeprowadzone badania wykazaty, ze u 43,6 %
mezczyzn, ktérzy przeszli zabieg biopsji w konsekwencji testow PSA, wystgpit bol w
ciggu 35 dni po zabiegu [34]. Gorgczka pojawita sie u 17,5 % mezczyzn, krwiomocz u
65,8 %, krew pojawita sie w kale u 36,8 %, a w nasieniu u 92,6 %. Ponadto w
odniesieniu do biopsji prostaty pojawiaty sie doniesienia o infekcjach, a nawet zgonach.
W ciggu 35 dni po pierwszym zabiegu jeden na dziesieciu mezczyzn wymagat pomocy
podstawowej opieki zdrowotnej, a jeden na stu wymagat hospitalizacji. Bezposrednio
po pierwszej biopsji jeden na dziesieciu mezczyzn miat negatywny stosunek do
koniecznosci ewentualnego powtdrzenia procedury, okre$lajgc to jako znaczny badz

umiarkowany problem, a po siedmiu dniach taki stosunek wykazywato juz dwoch na
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dziesieciu mezczyzn. Szkody dla pacjentéw wynikajg takze z podjetego leczenia. W
USA prawie 90 % mezczyzn ze zdiagnozowanym w wyniku badan przesiewowych
rakiem prostaty jest leczonych chirurgicznie, poprzez radioterapie lub terapie
pozbawienia androgendéw (ang. androgen deprivation therapy, ADT) [35, 36]. Jednakze
nawet pieciu na 1000 mezczyzn umiera w przeciggu miesigca po operacji prostaty,
natomiast miedzy 10 a 70 pacjentow doswiadcza powaznych komplikacji. Radioterapia
i prostatektomia wigzg sie z dtugotrwatymi niekorzystnymi skutkami, w tym z
nietrzymaniem moczu i zaburzeniami erekcji u nawet trzech na dziesieciu mezczyzn, a
radioterapia moze ponadto prowadzi¢ do zaburzeh czynnosci jelit. Z kolei terapia
pozbawienia androgendw zastosowana u mezczyzn z rakiem prostaty ograniczonym
do gruczotu krokowego wigze sie z zaburzeniami erekcji u czterech na dziesieciu
mezczyzn, a takze z ginekomastig i uderzeniami goraca [37, 38]. W zwigzku z tym, ze
korzysci wynikajgce z prowadzenia badan przesiewowych opartych o testy PSA nie
przewazajg nad szkodami, ktore sg zwigzane z takimi badaniami, panel ekspertéw
United States Preventive Services Task Force w 2012 roku zarekomendowat, aby nie
uzywac swoistego antygenu sterczowego w badaniach przesiewowych [24].

Obserwuje sie tendencje, zarowno wsréd lekarzy, jak i pacjentow, do
kierowania do leczenia wiekszosci przypadkdw wykrytego dzieki badaniom
przesiewowym raka prostaty, co dowodzi obecnej niezdolnosci do odrézniania postaci
o matym znaczeniu klinicznym, ktére nigdy nie stang sie symptomatyczne, od tych,
ktore doprowadzg do Smierci [24]. W celu ograniczenia wynikow fatszywie dodatnich w
testach PSA i zwiekszenia trafnosci diagnozy konieczne sg poszukiwania dodatkowych
markeréw raka prostaty, pozwalajgcych na jednoznaczne potwierdzenie obecnosci
nowotworu zitosliwego u pacjenta. Ponadto jednym z obecnych priorytetéw jest
opracowanie biomarkerow prognostycznych, ktére pozwolityby identyfikowaé
pacjentéw z wolno postepujgcymi chorobami prostaty o niskim ryzyku progresji, tak by
pacjenci ci mogli unikng¢ niepotrzebnego leczenia i obcigzenia finansowego, a zamiast
tego by byli objeci obserwacjg [1]. Wczesna diagnoza raka prostaty jest konieczna w
postepowaniu z klinicznie istotnymi przypadkami tej choroby. Rak prostaty w postaci
guza ograniczonego do gruczotu krokowego moze byc¢ efektywnie leczony poprzez
przeprowadzenie zabiegu prostatektomii, radioterapie lub inne leczenie miejscowe. Z
kolei w przypadku zaawansowanego raka prostaty w postaci nawrotu choroby bgdz jej
rozprzestrzenienia (przerzutdw) poza obszar gruczotu krokowego do wezidw
chtonnych, koéci lub innych miejsc w organizmie, standardem terapeutycznym jest
terapia pozbawienia androgendw [1]. Natomiast pacjenci z wolno rosngcymi guzami

ograniczonymi do prostaty nie powinni by¢ kierowani do leczenia, a zamiast tego
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powinno sie ich objg¢ obserwacjg i monitorowaé progresje choroby w celu wdrozenia
leczenia wowczas, gdy stanie sie to konieczne [39].

W celu polepszenia diagnostyki klinicznie istotnych przypadkéw raka prostaty i
zwiekszenia uzytecznosci klinicznej testow PSA zaproponowano szereg modyfikacji
badan przesiewowych opartych o ten biomarker [5, 24]. Proponowane modyfikacje to:
odniesienie PSA do wieku chorego (ang. age-specific PSA, A-PSA), odniesienie PSA
do objetosci gruczotu krokowego (ang. PSA density, PSAD), odniesienie PSA do
objetosci strefy przejsciowej gruczotu krokowego (ang. PSA density of the transition
zone, PSAD-TZ), odniesienie PSAD do wieku chorego (ang. age-specific PSA density,
A-PSAD), odniesienie tempa wzrostu PSA do funkcji czasu (ang. PSA velocity, PSA-V,
a takze PSA slope i PSA doubling time), okreslenie stosunku wolnej frakcji PSA (ang.
free PSA, f-PSA) do catkowitego PSA (ang. total PSA, t-PSA) bedgcego sumg frakcji
wolnej i zwigzanej z a-l-antychymotrypsyng Iub a-2-makroglobuling (%f-PSA).
Modyfikacje te wykorzystujg fakt, ze poziom PSA w surowicy zalezy od wielu
czynnikéw, miedzy innymi od objetosci prostaty i wieku [4]. Brakuje jednak dowodéw
na to, ze ktorakolwiek ze zmodyfikowanych strategii oznaczania PSA poprawia wyniki
zdrowotne, a niektére z nich mogg nawet generowac szkody [24]. Jedno z badan
wykazato, ze stosowanie PSA-V bez innych dodatkowych wskaznikow moze prowadzi¢
do zakwalifikowania do biopsji jednego na siedmiu mezczyzn bez jednoczesnego
zwiekszenia doktadnos$ci predykcyjnej [40]. W celu ograniczenia liczby niepotrzebnych
biopsji przy zachowaniu detekcji wiekszosci klinicznie istotnych przypadkéw raka
stercza opracowany zostat algorytm postepowania uwzgledniajacy nie tylko poziom
PSA, ale réwniez objeto$¢ gruczotu krokowego, wynik badania per rectum i wynik
przezodbytniczego badania ultrasonograficznego [41]. Jednakze i w tym przypadku nie

udowodniono poprawy wynikéw zdrowotnych.
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2.2. Proteomika i metabolomika

Prowadzone od lat na swiecie badania z wykorzystaniem miedzy innymi
nowoczesnych i stale udoskonalanych technik tgczonych LC-MS doprowadzity do
dynamicznego rozwoju proteomiki i metabolomiki. Te dwie dziedziny stanowig
elementy tak zwanej biologii systeméw. Biologia systemow wychodzi naprzeciw
wyzwaniom stojagcym przed wspéiczesng naukg i stawia sobie za cel badanie
ztozonych i skomplikowanych oddziatywan, ktére zachodzg w systemach
biologicznych. Scala ona w jeden system zaleznosci cztery gtéwne ,omiki”, ktérymi sg
gemonika, transkryptomika, proteomika i metabolomika (Rycina 2).

Genetyka i genomika, od ktérych zaczyna sie przeptyw informacji w organizmie,
nie dajg informacji o wszystkich zjawiskach zachodzgcych w komérce ani nie opisuja
wszystkich relacji pomiedzy ré6znymi poziomami organizacji biologicznej. Uzasadniony
jest zatem wzrost zainteresowania proteomika i metabolomikg. ldentyfikacja peptydow i
biatek, produktow ekspresji genéw, to kolejny krok w kierunku catosciowego opisu
systeméw biologicznych. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze proteom, w przeciwiehstwie
do genomu, jest dynamiczny, niejednorodny i cechuje sie zmiennym stezeniem, nie
jest zatem prostg funkcjg ekspresji gendéw [42]. Jeszcze wieksza dynamika
charakteryzuje metabolom, czyli ogét metabolitow obecnych w organizmie, tkance czy
komorce. Metabolity petnig roznorodne funkcje w organizmie, natomiast ich obecnosg,
a tym bardziej stezenie, nie wynika wprost z sekwencji nukleotyddéw. Sposréd ,omik” to
metabolomika jest najbardziej zwigzana z fenotypem. Nie dziwi zatem fakt, iz
naukowcy na catym Swiecie wykorzystujg potencjat proteomiki i metabolomiki miedzy

innymi w poszukiwaniu biomarkeréw choréb nowotworowych [43-55].
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Rycina 2. Diagram ilustrujgcy techniki ,omiczne”. Przeptyw informacji w organizmie
zaczyna sie od gendw, ktérych liczba wynosi okoto 3 x 10%, a konczy na metabolitach,
ktorych liczba jest szacowana na okofo 8 x 10°. Sposréd ,omik”, metabolomika jest

najbardziej zwigzana z fenotypem [42, 47].

Pojecie biomarker funkcjonuje w terminologii medycznej od wielu lat. Pod tym
pojeciem wedtug Agencji Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA)
nalezy rozumie¢ wskaznik, dajgcy sie obiektywnie zmierzy¢ i mozliwy do zastosowania
w ocenie przebiegu procesow fizjologicznych, patologicznych, a takze odpowiedzi
organizmu na podjete leczenie [56]. Amerykanski National Cancer Institute definiuje z
kolei biomarker jako biomolekute obecng we krwi, innych ptynach ustrojowych lub

tkankach, ktéra jest sygnatem normalnego badz anormalnego procesu, stanu
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organizmu lub choroby [1]. Pod wzgledem witasciwosci biologicznych biomarkerem
moze byé cecha, materiat biologiczny (komorka, tkanka, itd.), gen lub czasteczka
obecna w ptynie ustrojowym czy w materiale biologicznym (produkty genow, enzymy,
hormony, metabolity, itd.), a nawet caty zmieniony profil biatkowy, peptydowy albo
metaboliczny, ktére wskazujg na przebieg choroby lub postepy w leczeniu [42, 57].

Biomarkery sg przydatne w diagnostyce oraz przy podejmowaniu decyzji
terapeutycznych. Obecnie do szeroko stosowanych biomarkeréw w praktyce klinicznej
nalezg miedzy innymi: temperatura ciata (marker gorgczki), cisnienie krwi (marker
choréb uktadu krazenia), glukoza (marker cukrzycy), cholesterol (marker miazdzycy i
choréb ukfadu sercowo-naczyniowego), PSA (marker raka gruczotu krokowego), AIAT i
AspAT (markery choréb watroby i drég zotciowych), troponiny (markery zawatu miesnia
sercowego), biatko C-reaktywne (marker stanéw zapalnych). Jednakze dzieki duzemu
postepowi nauki wcigz odkrywane i charakteryzowane sg nowe markery w wielu
dziedzinach, miedzy innymi w onkologii, kardiologii oraz pulmonologii. Pozwalajg one
nie tylko poszerzy¢ dostepny panel technik diagnostycznych, ale takze przyczyniajg sie
do lepszego zrozumienia patomechanizméw stanéw chorobowych oraz mechanizmow
naprawczych zwigzanych z podjetym leczeniem.

Dla celéw diagnostycznych, klinicznych i opracowywania nowych lekéw miedzy
innymi w dziedzinie onkologii mozna wyrdzni¢ cztery typy biomarkeroéw: diagnostyczne,
prognostyczne, predykcyjne oraz farmakodynamiczne [1, 56]. Biomarkery kazdego z
wymienionych typéw moga wptyng¢ na podejmowanie decyzji terapeutycznych i pomoc
w opracowywaniu lekow przeciwnowotworowych. Biomarkery diagnostyczne wskazujg
na toczacy sie w organizmie okreslony proces chorobowy. Pozwalajg zdiagnozowac
istniejgcg chorobe nowotworowg u danego pacjenta, co stanowi podstawe do podjecia
dalszych dziatan. Biomarkery prognostyczne okreslajg ryzyko wystgpienia choroby lub
informujg o naturalnym przebiegu choroby nowotworowej bez wdrozenia terapii lub
przy standardowym schemacie terapii. Pozwalajg rozrézni¢ pacjentédw z guzem
nowotworowym, dla ktoérych rokowania sg pomysine, od tych ze ztymi rokowaniami.
Moga by¢ wykorzystane do podejmowania decyzji o tym kogo leczy¢ i jak agresywnie
leczy¢. Biomarkery predykcyjne charakteryzujg sie tym, ze wykorzystuje sie je do
wskazania tych pacjentow, ktérzy z najwiekszym prawdopodobienstwem odniosg
korzys¢ z odpowiedniej terapii, co stanowi przyktad medycyny spersonalizowane;.
Umozliwiajg wybor terapii dajgcej najwieksze prawdopodobienstwo powodzenia,
poniewaz pomagajg oceni¢ najbardziej prawdopodobng odpowiedz na okreslony rodzaj
terapii u danego pacjenta. Z kolei biomarkery farmakodynamiczne pozwalajg oceni¢
efekty danego leku wzgledem guza, potwierdzi¢ cel terapeutyczny i mechanizm

dziatania leku. Mogg by¢ czasem pomocne przy okresleniu skutecznej dawki leku.
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Do klas zwigzkow, mogacych petni¢ role biomarkeréw, nalezg miedzy innymi
aminokwasy i inne zwigzki matoczgsteczkowe, ktore znajdujg sie w kregu
zainteresowania metabolomiki, oraz peptydy i biatka, ktorych analiza zajmuje sie
proteomika.

Proteomika jest dziedzing nauki, ktéra rozwineta sie jako kontynuacja i
uzupetnienie badan nad sekwencjonowaniem genomu. Proteomika stawia sobie za cel
identyfikacje kodowanych przez genom peptydoéw i biatek, ktoérych ogét zwany jest
proteomem [42]. Koncept proteomu zostat zapoczgtkowany przez Marca Wilkinsa w
1994 roku [52]. Od tamtego czasu okreslenia proteom oraz proteomika na state weszty
do jezyka nauki, a ilos¢ badan proteomicznych stale wzrasta, o czym swiadczg miedzy
innymi publikowane coraz liczniej artykuty naukowe oraz powstajgce czasopisma
naukowe poswiecone tej tematyce. W poréwnaniu do genomu i transkryptomu,
proteom jest znacznie bardziej ztozony i dynamiczny [54]. Nie jest on prostg punkcja
ekspresji gendéw, co czyni badania proteomiczne znacznie bardziej ztozonymi niz
mozna by tego oczekiwac biorgc pod uwage jedynie liczbe gendw (Rycina 2). Biatka sg
wiasciwymi funkcjonalnymi molekutami w komaorkach i reprezentujg jej aktualny stan,
dlatego ich oznaczanie jako czes$é diagnozy moze wspomagac¢ wykrywanie stanoéw
patologicznych. Znana jest dzi§ juz ogromna ilo$¢ biatkowych biomarkeréw, ktore
znalazty zastosowanie w diagnostyce Kklinicznej, wyborze odpowiedniej metody
leczenia oraz monitorowaniu postepdw choroby i skutecznosci terapii.

Badania proteomiczne obejmujg procedury jednoczesnego oczyszczania i
separacji zwigzkow wchodzagcych w sktad wielosktadnikowych probek materiatu
biologicznego, a nastepnie ich identyfikacje i interpretacje w celu selekcji potencjalnych
biomarkerow, ktorych przydatnosé w dalszej kolejno$ci musi by¢ zweryfikowana i
zwalidowana [42]. Strategia proteomiczna umozliwia szybkg identyfikacje réznic
pomiedzy profilami biatkowymi w réznych prébkach, co pozwala wykry¢ potencjalne
biomarkery Ilub szlaki metaboliczne zaangazowane w stan chorobowy. We
wspotczesnej proteomice mozna wyrozni¢ trzy podstawowe procedury analityczne:
bottom-up, shotgun oraz top-down [42]. Najpopularniejsza strategia bottom-up opiera
sie na rozdziale mieszaniny biatek przy pomocy elektroforezy dwuwymiarowe;.
Strategia ta jest jednak mato powtarzalna i czasochtonna. W zwigzku z tym
zastepowana jest czesto przez strategie shotgun, w ktérej wstepnie trawi sie wszystkie
biatka w probce, a otrzymang mieszaning peptyddw rozdziela sie za pomocag
chromatografii cieczowej i nastepnie przeprowadza sie ich identyfikacje za pomoca
technik spektrometrii mas. Ostatnia strategia, top-down, polega na fragmentaciji catych
biatek i nie wymaga ich wczesniejszego trawienia. Te trzy techniki wzajemnie sie

uzupetniajg.
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Metabolomika opiera sie o kompleksowg analizeé matoczgsteczkowych
metabolitéw organizmu lub okreslonej probki biologicznej i korzysta z biochemicznej
wiedzy rozwijanej na przestrzeni wielu lat [58]. Metabolomika to ostatnia z tak zwanych
technik ,omicznych” i skupia sie na potproduktach i produktach metabolizmu, miedzy
innymi  weglowodanach, kwasach tluszczowych, aminokwasach, nukleotydach,
kwasach organicznych, witaminach, antyoksydantach i innych grupach zwigzkow
(Rycina 2). Analogicznie do genomu, transkryptomu i proteomu, ogdt metabolitow
tworzy metabolom, ktéry moze odnosi¢ sie do wszystkich pozioméw organizacii
biologicznej: organizmu, tkanki, komodrki badz jej kompartmentu [58]. Liczba
metabolitdw w organizmie cztowieka jest stosunkowo niska w poréwnaniu do liczby
genéw czy biatek, jednakze liczba czynnikdéw, ktére majg wplyw na poziomy
metabolitdw w ptynach biologicznych i tkankach, jest bardzo duza. Metabolom jest
dynamiczny i podatny na naturalne fluktuacje oraz czynniki zewnetrzne, w zwigzku z
czym metabolomika zapewnia wglad w aktualny stan organizmu. Poziomy metabolitow
mozna traktowaé jako wypadkowg odpowiedz organizmu na choroby, podjete leczenie,
czynniki Srodowiskowe, diete, modyfikacje genetyczne, zmiany w mikroflorze jelitowej i
zmieniong aktywnos¢ enzymow [59-61]. Dlatego tez sposrod nauk ,omicznych” to
metabolomika jest najbardziej zwigzana z fenotypem.

Wspodtczesna metabolomika obejmuje czasowo kilka ostatnich dekad. Warto
jednak zwrdéci¢ uwage na to, ze koncept metabolomiki, czyli wykorzystanie zwigzkow
chemicznych jako biomarkeréw diagnostycznych, pochodzi z czaséw starozytnych,
niezaleznie od tego czy Starozytni rozumieli nature biomarkerow, czy tez nie. Idea, ze
zmiany w tkankach lub ptynach ustrojowych sg wskaznikami chordb, byta obecna
miedzy innymi w pracach Hipokratesa, ktory zaproponowat metode diagnozy cukrzycy
na podstawie stodkiego, owocowego zapachu z ust w IV w. p.n.e., a w 1506 roku Ulrich
Pinder opracowat diagram moczu, ktéry pozwalat diagnozowaé rozne choroby na
podstawie koloru, zapachu i smaku moczu [62]. Publikacja uwazang za pierwszg w
dziedzinie wspotczesnej metabolomiki jest praca Paulinga i wsp. z 1971 roku [63].
Natomiast stowo metabolomika zostato wymyslone w pdznych latach
dziewiecdziesigtych, a pierwszg publikacjg uzywajgcg stowa metabolom byta praca
Olivera i wsp. z 1998 roku [64]. Genomika, transkryptomika ani proteomika nie
wyjasniajg catkowicie ztozonej odpowiedzi organizmu na bodzce fizjologiczne i
patofizjologiczne, dlatego w ostatnich latach wzrasta zainteresowanie badaniami
metabolomicznymi [42, 61]. Liczne takie badania majg na celu poszukiwanie
metabolitéw, ktdre réznicowatyby prébki pochodzgce od pacjentéw z okreslong
chorobg i od oséb zdrowych badz tez spetniaty role biomarkeréw prognostycznych albo

predykcyjnych. Jest to jedno z gtéwnych zadan metabolomiki.
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WspotczeSnie w metabolomice wyréznia sie trzy podejscia badawcze:
metaboliczny ,odcisk palca”, profilowanie metabolitow oraz metabolomike celowana.
Strategia ,odcisku palca” to globalna i szybka ocena odtwarzalnego ,wzoru”
metabolitéw w probce biologicznej bez koniecznosci identyfikacji metabolitow. ,,Odcisk
palca” reprezentuje wiele réznych klas zwigzkéw o potencjalnym znaczeniu, ale nie
okreslonych a priori. Ta strategia nie wymaga zaawansowanego przygotowania probki
ani catkowitego rozdziatu chromatograficznego. Zamiast tego wykorzystuje techniki,
ktére prowadzg do otrzymania mniej zlozonych i bardziej odtwarzalnych danych.
Metaboliczny ,odcisk palca” jest wykorzystywany gtownie do klasyfikacji probek, a nie
do analizy ilosciowej. Celem tego podejscia badawczego jest bowiem dyskryminacja
pomiedzy prébkami o réznym statusie biologicznym, np. zdrowie /choroba, na
podstawie unikalnej sygnatury charakteryzujgcej stan metaboliczny okreslonej tkanki
czy ptynu biologicznego [65-67].

Profilowanie metabolitbw to w metabolomice podejscie niecelowane.
Koncentruje sie rowniez na analizie szerokiego zakresu metabolitow, miedzy innymi
aminokwasow, cukrow, lipidow czy soli zotciowych, a zwigzki o potencjalnym
znaczeniu takze nie sg znane a priori. Jednakze w przeciwienstwie do metabolicznego
,odcisku palca”, profilowanie metabolitbw ma na celu identyfikacje tak wielu zwigzkow,
jak to mozliwe, a takze ich oznaczenie ilosciowe. Wigze si¢ to z koniecznoscig
prowadzenia wysokoprzepustowych analiz metabolitow, ktére wymagajg rozdziatu
chromatograficznego o wysokiej rozdzielczosci oraz detekcji z wykorzystaniem
spektrometrii mas. Ta strategia pozwala wykry¢ zmiany w nieoczekiwanych czesciach
metabolomu. Zmiany te mogg sie odnosi¢ do konkretnych szlakow metabolicznych. W
zwigzku z tym profilowanie metabolitéw czesto prowadzi do sformutowania nowych
hipotez badawczych i do identyfikacji nowych metabolicznych biomarkeréw [65, 66,
68].

Metabolomika celowana skupia sie na monitorowaniu jednego Ilub kilku
predefiniowanych metabolitdw, co zwykle pozwala na ich identyfikacje i precyzyjne
oznaczenie w probkach. Analizowane zwigzki sg wybierane a priori na podstawie
znanych szlakéw metabolicznych lub zidentyfikowanych biomarkeréw i sg powigzane z
konkretng reakcjg w organizmie. Techniki analityczne w przypadku metabolomiki
celowanej, w tym przygotowanie probki i metody detekcji, majg na celu zapewnienie
maksymalnej czutosci i selektywnosci dla osiggniecia niskich granic wykrywalnosci i

oznaczalnosci metabolitéw [65, 66, 68].
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2.3. Aspekty proteomiczne i metabolomiczne w badaniach raka prostaty

Naukowcy na catym Swiecie poszukujg biomarkerow diagnostycznych i
prognostycznych raka prostaty. W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesien
naukowych odnosnie wykrycia biomarkeréw, mogacych potencjalnie polepszy¢
diagnostyke raka prostaty lub pomoéc w identyfikacji pacjentéw z agresywnymi
postaciami nowotworu. Nalezg do nich takie grupy zwigzkéw, jak: biatka, kwasy
nukleinowe oraz metabolity [43, 69, 70].

Komorki  nowotworowe wykazujg odmienny metabolizm oraz zwiekszone
wymagania energetyczne w poréwnaniu do komoérek zdrowych. Poniewaz niektore
zmiany metaboliczne zachodzg we wczesnym etapie procesu transformacii
nowotworowej, mogg nie tylko przyczyni¢ sie do poznania biomarkerow
umozliwiajgcych wykrycie raka w poczgtkowym stadium jego rozwoju, ale takze zostaé
wykorzystane jako potencjalny cel terapii nowotworowej. Cechg charakterystyczng
odmiennego metabolizmu komérek gruczotu krokowego jest wzmozona produkcja
cytrynianu, PSA oraz poliamin (sperminy i mio-inozytolu), ktére sg gtownymi
skfadnikami ptynu wydzielanego i magazynowanego przez prostate [70]. Zaktada sieg,
ze cho¢ zmiany genetyczne lezg u podstaw transformacji nowotworowej w prostacie, to
zmieniona aktywnosé komérkowa wymaga adaptacji metabolizmu, by dostosowac sie
do wymagan bioenergetycznych komorek nowotworowych. Te adaptacje zwigzane sg
miedzy innymi z metabolizmem cytrynianu, ktérego stezenie w efekcie procesu
karcynogenezy spada.

Zaburzenia metaboliczne komoérek i catego organizmu odzwierciedlane sg takze
poprzez stezenia aminokwasow w ptynach ustrojowych. Na podstawie dostepnego
pismiennictwa naukowego wiadomo, ze profile aminokwasowe mogg sie rézni¢ w
zaleznosci od rodzaju nowotworu oraz jego stadium zaawansowania [71, 72].
Aminokwasy sg niezbednymi komponentami biatek, enzyméw, sg takze prekursorami
wielu waznych fizjologicznie zwigzkéw, takich jak hormony, neuroprzekazniki, aminy
biogenne, hem, kreatyna, zasady purynowe i pirymidynowe, tlenek azotu, sole
z6tciowe, glukoza. Pod wzgledem chemicznym aminokwasy sg zwigzkami
organicznymi, zawierajgcymi w swojej czgsteczce zasadowg grupe aminowg i
kwasowg grupe karboksylowg. Aminokwasy mozna podzielic na dwie podstawowe
grupy. Pierwszg stanowig aminokwasy proteogenne (biogenne, budujgce biatka), do
ktorych zaliczamy 20 zwigzkéw. Oprécz nich mozna wyrdzni¢ grupe aminokwasow
nieproteogennych (niebiatkowych), do ktérych zaliczamy miedzy innymi tauryne,
ornityne, cytruline, sarkozyne. Poza swojg rolg strukturalng aminokwasy petnig wiele

waznych funkcji w organizmie. Aminokwasy takie jak kwas glutaminowy i kwas
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asparaginowy sg neurotransmiterami oraz prekursorami neurotransmiteréw,
umozliwiajgc transmisje impulséw nerwowych w mozgu ssakow. Jako sktadniki cytokin
I receptorow komorkowych aminokwasy biorg udziat w przekazywaniu sygnatow
pomiedzy komérkami organizmu. Zmiany w dostepnosci aminokwaséw wptywajg w
znaczacy sposéb na wiele funkcji komoérkowych, w tym na regulacje sygnatéw
komorkowych, ekspresje gendw i transport samych aminokwasow.

Stezenie aminokwasow, zaréwno w surowicy, jak i w moczu, jest odbiciem
stanu metabolicznego organizmu. Utrzymywane jest na statym poziomie u 0sob
zdrowych, jednak ulega zmianom w réznych stanach patologicznych, miedzy innymi w
dysfunkcji watroby czy w chorobach nowotworowych [73, 74]. Translokacja wolnych
aminokwasow w surowicy pacjentow onkologicznych jest zwigzana m. in. ze
wzmozong syntezg biatek w komaérkach rakowych. Nieprawidtowy profil aminokwaséw
jest zatem spowodowany odmiennym metabolizmem zwigzanym z toczacym sie
procesem kancerogenezy. Pod pojeciem nieprawidtowego profilu aminokwasowego
nalezy rozumie¢ nie tylko wzrost lub spadek stezenia poszczegoélnych aminokwasow w
ptynach ustrojowych, ale takze zmiany wzajemnych stosunkéw pomigedzy konkretnymi
aminokwasami lub ich catymi grupami. Poniewaz profile aminokwasowe mogg sie
rézni¢ w zaleznosci od rodzaju nowotworu lub jego stadium zaawansowania, nalezy
sadzi¢, ze zmiany profilu stezen aminokwasoéw w ptynach ustrojowych mogg by¢
obiecujgcym biomarkerem réznych choréb nowotworowych, w tym raka prostaty.

W doniesieniach naukowych pojawiajg sie liczne informacje o metabolitach,
ktérych poziomy w ptynach ustrojowych, takich jak surowica, mocz czy wydzielina z
prostaty, a takze w tkankach, wykazujg korelacje z progresjg raka prostaty i ktérych
zmiany poziomow mogg potencjalnie odrézniac nieistotne klinicznie przypadki raka od
choroby agresywnej. Nalezg do nich miedzy innymi aminokwasy: sarkozyna [69],
prolina [69], leucyna [69], tauryna [75], kwas glutaminowy [75], kinurenina [69], a takze
metabolity nalezgce do innych klas zwigzkéw chemicznych: cytrynian [76], cholina [77],
uracyl [69], glicerolo-3-fosforan [69], mio-inozytol [76], spermina [76], mleczan [78].

Metabolitem réznicujgcym nowotwér ztosliwy prostaty od gruczolaka tego
narzgdu zostata ogtoszona w 2009 roku sarkozyna — aminokwas nieproteogenny
bedacy N-metylowg pochodng glicyny [69]. Sarkozyna jest zaangazowana w
metabolizm aminokwasow oraz w procesy metylacji, zachodzace podczas progresji
raka prostaty [79]. Jest produktem posrednim szlaku oksydacji choliny [80]. Sreekumar
i wsp. [69] wykorzystujgc techniki tgczone LC-MS oraz GC-MS zbadali profil
metaboliczny w 262 probkach biologicznych, obejmujgcych tkanki, mocz i osocze
pacjentdow z dodatnim i ujemnym wynikiem biopsji prostaty. Wykazali oni znaczacy

wzrost stezenia sarkozyny w tkankach objetych nowotworem ztosliwym stercza w
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poréwnaniu z grupg kontrolng oraz podwyzszony poziom tego aminokwasu w moczu
chorych na ten nowotwdr. Zawezajgc badania do pacjentdw posiadajacych PSA w
zakresie ,szarej strefy”, czyli 2-10 ng/ml, Sreekumar i wsp. stwierdzili, ze stezenie
sarkozyny w moczu lepiej réznicuje pacjentow z dodatnim i ujemnym wynikiem biopsji
stercza w poréwnaniu z poziomem PSA w surowicy.

Jentzmik i wsp. [81] podjeli sie weryfikacji sarkozyny jako potencjalnego
biomarkera pozwalajgcego na wczesng detekcje raka prostaty i predykcje stopnia jego
agresywnosci. Ich niezalezne badanie obejmowato 106 pacjentéw z rakiem, 33
pacjentow bez objawow raka (potwierdzonych biopsjami) oraz 12 zdrowych mezczyzn i
12 zdrowych kobiet. Wykazano, ze poziom sarkozyny w moczu po badaniu per rectum
nie powoduje lepszego réznicowania miedzy pacjentami z guzem prostaty a grupa
kontrolng w poréwnaniu ze stezeniem PSA w we krwi. Co wiecej, znaczgco lepszym od
poziomu sarkozyny w moczu markerem nowotworu ztosliwego gruczotu krokowego
okazat sie wskaznik %f-PSA (stosunek frakcji wolnej PSA do catkowitego stezenia tego
antygenu w surowicy). Stezenia sarkozyny nie byly ponadto powigzane ani ze
stopniem zaawansowania raka, ani ze stopniem ztosliwosci. W kolejnych miesigcach
pojawity sie nastepne badania weryfikujgce role stezenia sarkozyny w moczu jako
markera raka prostaty. Sreekumar i wsp. [82] potwierdzili swoje wczesniejsze wnioski
dotyczgce istotnie wyzszego poziomu sarkozyny w moczu pacjentéw z guzem stercza.
Podkreslili  jednoczes$nie, ze celem ich wczesniejszych badan [69] nie byto
ustanowienie sarkozyny klinicznym testem wykrywajgcym raka prostaty, a ich praca
miata by¢ raczej przedstawieniem wynikéw i dowodem na uzytecznosé ich strategii, w
ktorej profilowanie metabolitéw wykorzystane zostato do poszukiwania w tkankach
biomarkeréw agresywnej postaci raka prostaty, sposréd ktérych sarkozyna moze by¢
takze wykryta w moczu i dodatkowo petni¢ role w progresji raka. Intencjg badan
zespotu bylo zatem zademonstrowanie potencjatu metabolomiki w poszukiwaniu
potencjalnych biomarkeréw raka. Kolejne dwa zespoty badaczy: Colleselli i wsp. [83]
oraz Wu i wsp. [84] nie stwierdzity istotnych statystycznie réznic miedzy stezeniem
sarkozyny w moczu chorych na raka prostaty a grupg kontrolng. Wyjasnienia
rozbieznosci pomiedzy doniesieniami o roli sarkozyny w moczu jako markera raka
stercza podjeli sie takze Cao i wsp. [85]. Zespdt ten wykazat, ze sarkozyna posiada
staby potencjat prognostyczny i diagnostyczny w porownaniu z parametrem %f-PSA.
Wiele grup badaczy podjeto takze wysitki majgce na celu oszacowanie znaczenia
stezenia sarkozyny w surowicy jako markera nowotworu ztosliwego gruczotu
krokowego. Struys i wsp. [86] stwierdzili, ze poziom sarkozyny w surowicy nie rézni sie
u pacjentéw zdrowych oraz cierpigcych na nowotwor ztosliwy prostaty. Z kolei Lucarelli

i wsp. [23] udowodnili wartos¢ diagnostyczng sarkozyny w surowicy u pacjentow z
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niskim poziomem PSA, wynoszgcym mniej niz 4 ng/ml. Jak natomiast wykazali Bohm i
wsp. [28], stezenie sarkozyny w surowicy nie jest jednak czynnikiem roznicujgcym
pomiedzy wczesnym a zaawansowanym stadium nowotworu ztosliwego stercza.

Przyktad sarkozyny pokazuje, jak bardzo zlozonym zagadnieniem jest
poszukiwanie biomarkerow. Nalezy kontynuowa¢ badania podejmowane w celu
wyjadnienia watpliwosci dotyczacych tej problematyki. Ponadto na przyktadzie
sarkozyny mozna zauwazy¢, jak waznym etapem procesu poszukiwania biomarkeréw
jest ich walidacja [60, 87]. Termin ten odnosi sie nie tylko do analitycznej czesci badan,
lecz réwniez do wszystkich czynnosci, ktére majg na celu zapewnienie wysokiej jakosci
wnioskéw wycigganych z analizy danych [88]. Walidacja rezultatéw badan pozwala
miedzy innymi zweryfikowac¢ wnioski poprzez analize dodatkowych zbiorow danych w
celu odréznienia wynikéw fatszywie dodatnich od tych, ktére stanowig istotng wartosc.

Badania majgce na celu znalezienie nowych, bardziej specyficznych markerow
nowotworu ztosliwego gruczotu krokowego koncentrujg sie nie tylko na analizie
metabolomu ludzkiego organizmu, ale takze w réwnie duzym stopniu na analizie jego
profilu biatkowego. Na podstawie analizy dostepnego pismiennictwa naukowego
mozna wytypowac szereg biatek umozliwiajgcych petniejsze zrozumienie toczgcego sie
W organizmie procesu kancerogenezy oraz mogacych ulepszyé i przyspieszy¢
diagnoze raka prostaty, a takze przewidzie¢ nawrét choroby. Ze wzgledu na matg
liczebnosé badanych préb, brak walidacji stosowanych metod oraz réznice w wynikach
otrzymanych w réznych zespoftach badawczych trudno na dzien dzisiejszy stwierdzié,
czy ktéres z tych biatek moze posiadac rzeczywiste znaczenie diagnostyczne.

Do potencjalnych biatkowych biomarkeréw raka stercza zaliczamy m.in.
proteaze serynowg KLK2 (ang. kallikrein-related peptidase 2), ktéra posiada w 80%
identyczng budowe jak antygen PSA oraz jest wydzielana przez te same komorki
nabtonka gruczotu krokowego. Stwierdzono podwyzszony poziom tego enzymu w
surowicy 0sob chorych na raka stercza. Biatko to w potaczeniu z parametrami PSA lub
%f-PSA przyczynito sie do polepszenia trafnosci diagnozy tego nowotworu ztosliwego
[89, 90]. Kolejny potencjalny marker raka stercza stanowi swoisty antygen btonowy
gruczotu krokowego (ang. prostate-specific membrane antigen, PSMA) [91, 92].
Biatkiem odzwierciedlajgcym zmiany zachodzgce w poczgtkowym stadium nowotworu
ztosliwego stercza jest wczesny antygen raka prostaty (ang. early prostate cancer
antigen, EPCA) [93, 94]. Z kolei funkcje obiecujgcego wskaznika diagnostycznego
obecnego w moczu chorych na raka gruczotu krokowego przypisuje sie antygenowi
nowotworu ztosliwego stercza (ang. prostate cancer antigen 3, PCA 3) [95]. Biatkiem
pozwalajgcym na odréznienie fagodnego przerostu prostaty od nowotworu ztosliwego

tego gruczotu jest takze racemaza metyloacylo-CoA (ang. methylacyl-CoA racemase,
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AMACR) [96]. Duzy potencjat diagnostyczny przypisuje sie antygenowi komorek
macierzystych stercza (ang. prostate stem cell antigen, PSCA), poniewaz wykazano
istnienie dodatniej korelacji pomiedzy produkcjg PSCA a punktami w skali Gleasona,
wielkoscig guza i obecnoscig przerzutow [97]. Do listy kandydatow na biomarkery raka
stercza nalezy takze zaliczy¢: hepsyne, E-kadheryne, chromogranine A, biatko CRISP-
3 (ang. cysteine-rich secretory protein 3), urokinazowy aktywator plazminogenu (ang.
urokinase-type plasminogen activator, u-PA) i wiele innych [31]. Podsumowujac,
konieczne sg dalsze badania poswiecone potencjalnym markerom nowotworu
ztosliwego gruczotu krokowego, majgce na celu weryfikacje dotychczas uzyskanych
wynikéw i potwierdzenie ich uzytecznosci w diagnostyce klinicznej, a takze
poszukiwanie nowych biomarkeréw, ktére zwiekszylyby trafnos¢ diagnozy i w
konsekwencji umozliwity wdrozenie wlasciwego sposobu leczenia.

Ze wzrostem guzow nowotworowych, a zwtaszcza guzow litych, Scisle wigze sie
proces angiogenezy w ich obrebie, ktory polega na zwiekszeniu liczby naczyn
krwionos$nych [98]. Z procesem tym zwigzana jest obecno$¢ réznorodnych czynnikow
stymulujgcych wzrost guza. Sg to biatka, ktérych rola w kancerogenezie jest coraz
lepiej poznana i wiele z nich jest typowanych na biomarkery choréb nowotworowych. W
tej grupie wymieni¢ mozna nastepujgce biatka: rozpuszczalny receptor naskdrkowego
czynnika wzrostu, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii granulocytow, czynnik wzrostu hepatocytéw, osteopontyna,
ptytkopochodny czynnik wzrostu, ptytkowo-srédbtonkowe biatko adhezyjne 1, czynnik
komoérek macierzystych oraz rozpuszczalne receptory 1 i 2 naczyniowo-
Srodbtonkowego czynnika wzrostu.

Rozpuszczalny receptor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. soluble
epidermal growth factor receptor, sEGFR) to rozpuszczalny fragment domeny
pozakomodrkowej receptora naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor, EGFR) [99]. Jest to receptor dla zewnatrzkomérkowych ligandow
biatkowych z rodziny naskorkowego czynnika wzrostu i nalezy do rodziny receptoréw
ErbB, stanowigcych podrodzine czterech receptorowych kinaz tyrozynowych. Mutacje
prowadzgce do nadekspresji lub zwigkszonej aktywnosci EGFR mogg prowadzi¢ do
rozwoju nowotworu, a identyfikacja EGFR jako onkogenu doprowadzita do
opracowania wielu lekéw przeciwnowotworowych skierowanych przeciwko temu
receptorowi, zwanych inhibitorami EGFR [100, 101]. Rozpuszczalny fragment EGFR o
masie 110 kDa jest obecny we krwi, poniewaz odigcza sie od macierzystego
btonowego biatka o masie 170 kDa.

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor,

FGF-basic) jest cztonkiem rodziny czynnikéw wzrostu fibroblastow, do ktérej nalezy
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ponad 20 biatek kontrolujgcych wiele proceséw komoérkowych, w tym proliferacje,
roznicowanie i przezywalnos¢ [102]. Czynniki te sg zaangazowane w proces
angiogenezy, gojenie sie ran i rozwoj zarodkow. FGF-basic jest silnym czynnikiem
wzrostu dla normalnych oraz nowotworowych komoérek nabtonkowych prostaty [103].
Ze wzgledu na udziat w angiogenezie FGF-basic odgrywa istotng role w progresji
nowotworu [102]. Ekspresja FGF-basic ma miejsce w raku prostaty, a takze w innych
nowotworach ztosliwych, miedzy innymi piersi, ptuca czy trzustki.

Czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF) to hemopoetyczny czynnik wzrostu. Jest glikoproteing
stymulujgcg szpik kostny do produkcji granulocytéw i komérek macierzystych [104].
Oprocz swojej roli w systemie krwiotwérczym G-CSF dziata rowniez na komorki
nerwowe jako czynnik neurotroficzny. Rekombinowana forma G-CSF jest
wykorzystywana w lecznictwie. W przypadku niektérych nowotwordéw podaje sie go
pacjentom po chemioterapii cierpigcym z powodu neutropenii.

Czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. hepatocyte growth factor, HGF) jest
biatkiem regulujgcym wzrost komorek, ruchliwo$s¢ komorek i morfogeneze. Ta
wielofunkcyjna cytokina bierze udziat w procesach angiogenezy, karcynogenezy i
regeneracji tkanek. Przyczynia sie do progresji nowotworu w wielu réznych tkankach, a
takze do powstawania przerzutéw nowotworowych [105-107]. Wykazano, ze HGF
odgrywa takze role w rozwoju raka prostaty [105].

Osteopontyna jest glikoproteing wigzacg integryne i sktada sie z okoto 300 reszt
aminokwasowych [108, 109]. Wystepuje w wielu tkankach i narzagdach organizmu i jest
wydzielana do ptynow ustrojowych, miedzy innymi do krwi, moczu oraz nasienia.
Osteopontyna petni wiele funkcji w organizmie. Jej stezenie zwigksza sie w ostrych i
przewlektych stanach zapalnych. Biatko to bierze udziat w powstawaniu kamieni
nerkowych, w regulacji odpowiedzi immunologicznej na alergeny, wptywa réwniez na
progresje zmian miazdzycowych. Badania wskazujg, ze ostepontyna bierze udziat w
progresji nowotworow i ze moze petni¢ role biomarkera w prognozowaniu przebiegu
réznych nowotwordw i monitorowaniu ich leczenia [108, 109].

Ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF)
jest czynnikiem wzrostu, odgrywajgcym istotng role w angiogenezie. Pod wzgledem
budowy chemicznej jest glikoproteing i dimerem, ktory moze wystepowac w kilku
roznych izoformach. Moze by¢é homodimerem sktadajgcym sie z dwdch tancuchéw A,
B, C lub D, a takze heterodimerem zbudowanym z tahcucha A i fancucha B [110].
PDGF reguluje wiele procesow komorkowych i odgrywa role w patogenezie réznych

typéw nowotworu [111].
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Ptytkowo-srodbtonkowe biatko adhezyjne 1 (ang. platelet endothelial cell
adhesion molecule 1, PECAM-1) jest biatkiem wigzagcym ze sobg komorki srédbtonka.
Jest zaangazowane w migracje leukocytow, angiogeneze i aktywacje integryn.

Czynnik komorek macierzystych (ang. stem cell factor, SCF) to cytokina
hemopoetyczna, ktéra moze wystepowac jako biatko transbfonowe lub rozpuszczalne
[112, 113]. Petni wazng role w proliferacji i przezyciu pluripotencjalnych komorek
prekursorowych. Gtéwnym zrodiem SCF jest szpik kostny.

Rozpuszczalne receptory naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu (ang.
soluble vascular endothelial growth factor receptor, sVEGFR) to biatka, ktére sg
rozpuszczalnymi formami réznych receptoréow dla naczyniowo-srodbtonkowego
czynnika wzrostu (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) [98]. Jest to gtdwny
czynnik odpowiedzialny za proces angiogenezy, a jego aktywnosc¢ biologiczna zalezy
od obecnosci specyficznych biatek receptorowych na powierzchni srédbtonka [98, 114].
Cytokina VEGF pobudza migracje i proliferacje komoérek srédbtonka oraz zwieksza
przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych srdodbtonka. To utatwia komoérkom rakowym
przechodzenie do pozanaczyniowej przestrzeni i w konsekwencji zapoczatkowanie
tworzenia przerzutéw. Swoje dziatanie na komorki srédbtonka VEGF wywiera poprzez
wigzanie z receptorami, do ktérych nalezg receptory 1, 2 i 3 (odpowiednio VEGFR-1,
VEGFR-2 i VEGFR-3). Oprocz postaci zwigzanych z btong komérkowg receptory dla
VEGF moga wystepowac réwniez w formie rozpuszczalnej (sSVEGFR-1 i SVEGFR-2), a

ich budowa jest nieco inna niz odpowiadajgcych im receptorow btonowych.
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2.4. Techniki analityczne w proteomice i metabolomice

Strategie i techniki analityczne oraz sposoby rozwigzywania problemow
stosowane w proteomice roznig sie od tych wykorzystywanych w metabolomice,
jednakze obie te dziedziny stajg przed wyzwaniem, jakim jest analiza ztozonych matryc
biologicznych, najczesciej ptynow ustrojowych, takich jak surowica, osocze, mocz, slina
czy ptyn mézgowo-rdzeniowy [42].

Strategie proteomiczne i metabolomiczne wykorzystuje sie do analizy niezwykle
szerokiego spektrum prébek biologicznych, od narzadéw i tkanek, poprzez ptyny
ustrojowe, az do hodowli komérkowych [42]. Nie ulega watpliwosci, ze ptyny ustrojowe
sg najlepszym zrédiem materialu analitycznego do poszukiwania biomarkeréw z
punktu widzenia klinicznego. Dotyczy to zwtaszcza ptyndw tatwo dostepnych, takich jak
surowica/osocze, mocz oraz slina, poniewaz ich pobieranie moze odby¢ sie nawet w
warunkach domowych i nie stanowi duzego obcigzenia dla pacjenta. W odniesieniu do
raka prostaty wyréznic mozna cztery gtowne zrodia biomarkeréw. Sg to: tkanki
uzyskane w wyniku biopsji lub zabiegu prostatektomii; petna krew, surowica lub
osocze; mocz lub mocz z wydzieling z prostaty otrzymang w wyniku masazu prostaty
podczas badania per rectum (ang. expressed prostatic secretion, EPS); EPS lub ptyn
nasienny [115, 116]. Tabela 2 prezentuje zalety i ograniczenia zwigzane z réznymi
rodzajami analizowanego materiatu biologicznego oraz typy markerow, ktérych
poszukuje sie w poszczegolnych rodzajach probek. Krew oraz ptyny ,bliskie”
gruczotowi prostaty (mocz, EPS, nasienie), ktére mogg by¢ pobrane nieinwazyjnie,

stanowig obiecujgce zrédto rozpuszczalnych zwigzkdéw — potencjalnych biomarkerdw.
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Tabela 2. Podstawowe zrodta biomarkerow raka prostaty [115, 116]. Zalety i

ograniczenia zwigzane z réznymi rodzajami probek odnoszg sie do techniki poboru,

przechowywania, objetosci i sktadu probek oraz markerow, ktore mogg zosta¢ wykryte.

Rodzaj
materiatu Markery Zalety Ograniczenia
biologicznego
- bezposrednia - inwazyjna technika
ocena ekspres;ji poboru probki
- cechy biatka lub genu - prébki zamrazane

tkanka

histopatologiczne
- proliferacja komorek

- kompletny obraz
ekspres;ji biatek guza

lub utrwalane w
formalinie i zatapiane

- czgsteczki - potencjalny wglad w | w parafinie
- aberracje lub wzory | biologie raka prostaty | - duza ztozonosc¢
genetyczne - najlepszy materiat prébki
do oceny odpowiedzi | - ograniczona ilosé
na podjetg terapie prébki
- nieinwazyjna
- PSA technika poboru
- krgzgce komorki probki - duzy zakres
pelna krew nowotworowe - szybka i tania dynamiczny
. ’ - krazgce DNA technika poboru - niskie stezenie
surowica lub L .
0S0Cze nowotworowe probl_q_ B _ mark_erow o
- mikroRNA - mozliwos¢ pobrania | - ztozonos$¢ probki
- rozpuszczalne duzej objetosci - odlegtos¢ od guza
biatka prébki
- szybka diagnoza
- nieinwazyjna
technika poboru
probki - niskie stezenie
- mikroRNA - szybka i tania markerow
mocz lub - RNA (np. PCA3) technika poboru - niestandaryzowana
- rozpuszczalne probki technika poboru
mocz z EPS . A . o
biatka - mozliwos¢ pobrania | prébki
- egzosomy duzej objetosci - zmiennos¢ sktadu
préobki dla danego pacjenta
- bliskos¢ guza
- szybka diagnoza
- bliskos¢ guza - inwazyjna procedura
- prawdopodobne - brak mozliwo$ci
- rozpuszczalne wieksze stezenie rutynowego poboru
EPS lub plyn | \iha bialek prostaty probki
nasienny o . T
- egzosomy - szybka i tania - zZtozonos¢ prébki

technika poboru
prébki

- zmiennos¢ sktadu
dla danego pacjenta
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Analiza krwi jest procedurg diagnostyczng stosowang od wielu lat. Najczesciej
nie analizuje sie krwi petnej, lecz otrzymane z niej pochodne ptyny, takie jak surowica i
osocze. Surowice otrzymuje sie przez odwirowanie skrzeptej krwi i stanowi ona frakcje
krwi pozbawiong elementéw morfotycznych i fibrynogenu. Osocze natomiast stanowi
ptynng frakcje krwi, w ktdrej zawieszone sg elementy morfotyczne. Otrzymuje sie je
przez wirowanie krwi. Ztozonos$¢ skifadu surowicy i osocza jest utrudnieniem w
poszukiwaniu biomarkerow. Dla przyktadu, proteom osocza ma zakres dynamiczny
stezen znanych biatek obejmujacy az 10 rzedéw wielkosci [115]. Zdarza sie zatem, ze
biatka o niskiej zawartosci nie sg wykrywane przez obecnie dostepne techniki.
Zaledwie 12 biatek, miedzy innymi albumina i immumoglobuliny, stanowi ponad 96 %
ogo6tu biatek surowicy [42]. Nie sa one interesujgce z diagnostycznego punktu
widzenia, natomiast ich obecno$¢ w matrycy maskuje inne biatka o potencjalnym
znaczeniu klinicznym. W zwigzku z tym koniecznym elementem badan proteomicznych
jest usuniecie przeszkadzajgcych biatek za pomocg technik deplecji i oczyszczenie
prébki lub wzbogacenie prébki w odniesieniu do potencjalnie waznych sktadnikéw.

Analiza moczu jest powszechnie stosowang procedurg diagnostyczng, ktéra
posiada wiele zalet w poréwnaniu z analizg innych ptynéw ustrojowych. Jest
wykorzystywana w wielu dziedzinach praktyki klinicznej. Przyktady rutynowych analiz
moczu to pomiar cukromoczu (zwigzany m. in. z przebiegiem cukrzycy), bilirubiny
(zwigzanej z dysfunkcjg nerek lub niedroznoscig drog zotciowych) i hormondw, np.
gonadotropiny kosmoéwkowej [117, 118]. Ponadto prébki moczu wykorzystuje sie do
analiz farmakokinetycznych lekow [119, 120], analizy ekspozycji na egzogenne toksyny
[121-123], analizy konsumpcji S$rodkéw odurzajgcych [124, 125], kontroli
antydopingowej [126, 127] i monitorowania terapii [128]. W ostatnich latach obserwuje
sie wzrost zainteresowania analizg moczu w poszukiwaniu biomarkeréw choréb
nowotworowych [125, 129-131].

Prébki moczu mozna podzielic na probki pobrane o jednym czasie, probki
stanowigce dobowg zbiorke moczu oraz probki potgczone z dwoch lub wiekszej liczby
probek zebranych w okreslonym przedziale czasu. Te rodzaje zbi6rki moczu majg
swoje zalety i ograniczenia [117, 121]. Dobowa zbiérka moczu jest ucigzliwa, jednakze
pozwala uzyskac lepszy wglad w ekspozycje na toksyny egzogenne. Jednorazowe
probki moczu mogg by¢ pobierane o dowolnej porze dnia, jednakze nalezy pamietac,
ze stezenia zwigzkow obecnych w moczu zalezg od jego objetosci. Konieczna jest
zatem kompensacja roznic w objetosci moczu poprzez normalizacje stezen
oznaczonych zwigzkéw do stezenia substancji obecnej w moczu, ale nie

reabsorbowanej [42]. Najczesciej w tym celu wykorzystuje sie kreatynine.
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Kreatynina (2-amino-1-metylo-2-imidazolidyn-4-on) jest produktem ubocznym
powstajgcym z kreatyny, czgsteczki o duzym znaczeniu dla dostarczania energii do
komorek, gtownie w miesniach [117]. Kreatynina jest markerem czynnos$ci nerek i jest
wykorzystywana w diagnozowaniu chorob nerek [118]. Oznaczanie kreatyniny jest
ponadto waznym elementem analizy moczu. Stezenia oznaczanych zwigzkéw dzieli sie
zwykle przez stezenie kreatyniny oznaczone w tej samej probce moczu [117, 132-134].
Poniewaz kreatynina jest wydalana z organizmu ze statg szybkoscia, jej oznaczanie
wykorzystuje sie do oceny kompletnosci dobowej zbiérki moczu [133, 135]. Natomiast
w przypadku profilowania biatkowego w moczu oznaczenie kreatyniny w kazdej probce
poprzedza rozcienczenie prébek do najnizszego stezenia kreatyniny zmierzonego w
populacji probek [136, 137].

Biatka surowicy sg filtrowane na podstawie ich wielkosci i tadunkéw przez
bariere filtracji kiebuszkowej w nerkach. Mogg nastepnie ulec reabsorpcji w
proksymalnych kanalikach nerkowych [138]. W zwigzku z tym stezenie biatek w moczu
jest zwykle bardzo niskie i wynosi okoto 150 mg/24 h. W sktad proteomu moczu
wchodzg jednak nie tylko biatka pochodzgce z filtracji, ale takze pochodzace z nerek i
uktadu moczowo-ptciowego. Podobnie jak w przypadku analizy surowicy lub osocza,
tak réwniez w analizie moczu mozna stosowac techniki deplecji. Niektore biatka, np.
uromoduliny, sg bowiem obecne w moczu w duzym stezeniu i mogg utrudniac¢ analize
innych biatek, wystepujgcych w mniejszych stezeniach [42].

Podstawowe narzedzia analityczne wykorzystywane przez proteomike to:
dwuwymiarowa elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE), dwuwymiarowa
chromatografia cieczowa potgczona z tandemowg spektrometrig mas (2D LC-MS/MS),
jonizacja laserowa wspomagana matrycg z detektorem czasu przelotu (MALDI-TOF)
oraz nanoelektrorozpylanie (nanoESI) [42]. Techniki oparte na dwuwymiarowej
elektroforezie zelowej byty pierwszymi uzywanymi w analizie proteomu [49]. Badania
proteomiczne zostaty nastepnie rozszerzone o techniki niezelowe, takie jak LC-MS.
Metody zelowe i niezelowe majg swoje zalety i ograniczenia. Badania oparte o techniki
zelowe sg czasochtonne i trudne do automatyzacji, stanowig jednak efektywne
narzedzie globalnego przegladu i poréwnania ilosciowego tysiecy biatek jednoczesnie
w obrebie ztozonych uktadéw biologicznych. Aby sprosta¢ wymaganiom dogtebne;j
analizy proteomicznej, opracowane zostaty procedury pre-frakcjonowania oraz depleciji
i wzbogacania probek. Rozwoj aparatury i procedur analitycznych, w tym
wykorzystanie zeli z immobilizowanym gradientem pH w waskim zakresie,
obrazowania fluorescencyjnego, mikromacierzy biatkowych oraz rozwdj metod
spektrometrii mas i metod chromatograficznych, pozwolit poszerzy¢ spektrum

aplikacyjne badan proteomicznych.
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Wspodtczesna  metabolomika  wykorzystuje  techniki  analityczne i
chemometryczne do detekcji i oznaczania setek metabolitéw w ptynach ustrojowych
lub tkankach. Do podstawowych narzedzi analitycznych metabolomiki naleza:
chromatografia cieczowa potgczona z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS),
chromatografia gazowa potgczona ze spektrometrig mas (GC-MS), chromatografia
gazowa potgczona z tandemowg spektrometrig mas (GC-MS/MS), tandemowy
spektrometr mas z analizatorem rezonansu cyklotronowego z transformacjg Fouriera
(FT ICR MS/MS) oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
[42]. Dwie najbardziej powszechne platformy analityczne stosowane w metabolomice,
czyli NMR (przede wszystkim *'H-NMR) i MS, pozwalajg analizowaé wiele
matoczasteczkowych metabolitéw obecnych w probce, wigczajgc w to ich identyfikacje
i oznaczenie ilosciowe, kazda z nich ma jednak zalety i ograniczenia [43, 87].

Zalety  spektroskopii NMR  obejmujg  nieskomplikowane  procedury
przygotowania probek i niezalezno$s¢ od rozdziatu analitow. Technika NMR nie
powoduje zniszczenia probek, ktére dzieki temu mogg zosta¢ uzyte w dalszych
analizach innymi metodami. Niedestrukcyjna natura NMR jest szczegdlnie uzyteczna w
analizie metabolitow komorek lub tkanek. Ponadto, skfadniki matrycy probki w
mniejszym stopniu wptywajg na intensywnos$¢ sygnatu NMR niz w przypadku MS, co
czyni NMR odpowiednim narzedziem do analiz ztozonych prébek biologicznych.
Gtoéwnym ograniczeniem techniki NMR pozostaje jej niska czutos¢ [61, 139].

Zastosowanie spektrometrii mas w badaniach metabolomicznych zwykle
wymaga oddzielenia metabolitow od analizowanych ptynéw biologicznych. W zwigzku
z tym spektrometria mas jest czesto tgczona z wysokorozdzielczymi technikami, takimi
jak chromatografia cieczowa, chromatografia gazowa czy elektroforeza kapilarna [87,
139, 140]. Platformy tgczgce chromatografie ze spektrometria mas sg chetnie
stosowane w metabolomice ze wzgledu na ich wysokg czuto$¢ i powtarzalnos¢. MS
jest technikg destrukcyjng wzgledem prébek, jednakze tylko niewielkie ich ilosci (rzedu
mikrolitrow) sg potrzebne do analiz. W GC-MS zwigzki sg ogrzewane i analizowane w
stanie gazowym, dlatego nielotne substancje nie mogg by¢ analizowane bezposrednio
i wymagajg derywatyzacji. LC-MS poprzez wybdér odpowiednich kolumn i faz
ruchomych zapewnia mozliwos¢ analizowania szerokiego zakresu metabolitow, od
hydrofilowych po hydrofobowe [139, 140]. Innowacjg w chromatografii byto
wprowadzenie techniki ultrasprawnej chromatografii cieczowej (ang. ultra-high
performance liquid chromatography, UHPLC), ktéra korzysta z krétszych kolumn o
mniejszej Srednicy wewnetrznej i mniejszych ziarnach, co skutkuje wzrostem
sprawnos$ci kolumny, czutosci, skréconym czasem analizy i mniejszym zuzyciem fazy

ruchomej w poréwnaniu do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [87,
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139]. Mechanizm rozdzielczy w elektroforezie kapilarnej jest inny niz w technikach LC i
GC i pozwala analizowa¢ czgsteczki obdarzone tadunkiem elektrycznym. Bardzo dobra
zdolnos¢ rozdzielcza to gtdwna zaleta tej techniki analitycznej, podczas gdy niska
powtarzalnosc jest jedng z jej gtdwnych wad [139-141].

Biomarkery wykryte przy pomocy technik NMR i MS s3g czesto rozne, co
sugeruje komplementarng nature tych dwoch platform analitycznych [142]. Mozna
zatem wnioskowac, ze kompleksowg charakterystyke metabolomu organizmu mozna
otrzymaé jedynie przez potaczenie réznych technik analitycznych i danych
pochodzacych z réznych instrumentéw.

Badania kliniczne koncentrujgce sie na poszukiwaniu biomarkeréw réznych
choréb z wykorzystaniem technik spektrometrii mas w dziedzinach proteomiki i
metabolomiki sg kosztowne i czasochtonne. Wigzg sie rowniez z wymaganiami
odnoszgcymi sie do populacji badanej, sposobu poboru probek i ich przechowywania,
prowadzenia analiz i statystycznej interpretacji wynikéw. Jednakze korzyscig z
identyfikacji potencjalnych biomarkeréw, ich walidacji i konstrukcji na ich podstawie
modeli klasyfikacyjnych i dyskryminacyjnych jest implementacja tych markerow do
praktyki klinicznej z wykorzystaniem opracowanych na te potrzeby tahszych metod

analitycznych.
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3. Cel pracy

Rak prostaty jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw i jedng z
gtéwnych przyczyn smierci z powodu nowotworéw wsérdéd mezczyzn. Diagnoza raka
prostaty, jak rowniez zdolno$¢ przewidywania progresji choroby, pozostaje
problematyczna. Nowotwory sg odpowiedzialne za wywotywanie zmian w organizmie
na poziomie proteomicznym i metabolomicznym [143]. W zwigzku z tym analiza biatek,
peptydéw oraz metabolitbw w ptynach ustrojowych jest obiecujgcym narzedziem w
poszukiwaniu diagnostycznych i prognostycznych biomarkeréw raka prostaty.

Celem naukowym badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej rozprawy
doktorskiej byto zastosowanie nowoczesnej i zlozonej strategii analityczno-
bioinformatycznej w analizie zwigzkéw endogennych w ptynach ustrojowych (surowicy
oraz moczu) w poszukiwaniu biomarkerow o wartosci diagnostycznej majacych
znaczenie w wykrywaniu raka prostaty. Badania prowadzone byly w oparciu o
nowoczesng platforme analityczng, opartg na metodach spektrometrii mas (LC-ESI-
QqQ-MS/MS, MALDI-TOF-MS) oraz testach immunologicznych. Nowatorski model
poszukiwania biomarkerdow raka prostaty w oparciu o powyzsze techniki wsparty zostat
zaawansowang analizg chemometryczng. Rycina 3 przedstawia schemat badan
przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej.

Oznaczanie matoczgsteczkowych metabolitéw, w tym aminokwasow, w ptynach
biologicznych (surowica, mocz) jest matoinwazyjng metodg o wysokim potencjale
diagnostycznym. Na podstawie analizy ilosciowej aminokwaséw w surowicy lub moczu
mozna stwierdzi¢ obecnos¢ zaburzen fizjologicznych, schorzen neurologicznych,
choréb metabolicznych, a takze choréb nowotworowych. W niniejszej pracy planowano
potwierdzi¢ hipoteze moéwigcg o tym, ze rak prostaty wywotuje zmiany w profilach
wolnych aminokwaséw w wybranych ptynach ustrojowych. Oceniony zostat takze
potencjat aminokwaséw w surowicy i moczu jako biomarkeréw raka prostaty i ich
uzytecznos¢ w klasyfikacji pacjentow z rakiem prostaty i oséb zdrowych. Badanie profili
wolnych aminokwaséw oparto o technike LC-ESI-QqQ-MS/MS, czyli chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrometria mas, oraz o odczynnik aTRAQ.
Technika LC-ESI-QqQ-MS/MS umozliwia globalne zobrazowanie aktualnego stanu
fizjologicznego organizmu na poziomie metabolomicznym. Pozwala analizowac rozne
klasy zwigzkéw, przede wszystkim zwigzki matoczgsteczkowe, takie jak na przyktad
aminokwasy. Stwarza zatem nowe mozliwosci zarbwno poszukiwania biomarkerow
(miedzy innymi raka prostaty), jak réwniez diagnostyki bezinwazyjnej, opartej na
analizie ptynéw ustrojowych tatwych do pozyskania od pacjentéw i mozliwej do

zastosowania w badaniach przesiewowych. Do zalet metody wykorzystujgcej
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odczynnik aTRAQ i technike LC-ESI-QqQ-MS/MS w oznaczaniu aminokwaséw w
ptynach ustrojowych nalezy wysoka specyficznos¢, skrocony czas analizy w
porownaniu do innych technik analizy aminokwaséw, mata objetos¢ prébki biologiczne;j
wymagana do wykonania oznaczen, duza ilo$¢ analitbw oznaczana w jednym cyklu
analitycznym oraz niska granica wykrywalnosci [144, 145]. W celu potwierdzenia
mozliwosci zastosowania metody w analizie aminokwasow zostata ona poddana
walidaciji.

Grupg zwigzkéw, mogacych potencjalnie petni¢ role biomarkeréw, sg takze
peptydy i biatka. Ekspresja tych zwigzkéw zmienia sie bowiem w réznych stanach
patoloficznych [143]. Analiza peptyddéw i okreslenie korelacji jakosciowych i ilosciowych
w obrebie peptydowych ,odciskéw palca” stwarza podstawy do opracowania szybkich i
bezinwazyjnych metod diagnostycznych wielu choréb, w tym nowotworowych. Z tego
wzgledu w niniejszej pracy planowana byta analiza profili peptydowych w wybranych
ptynach ustrojowych w celu potwierdzenia hipotezy moéwigcej o tym, ze profile
peptydowe ulegajg zmianie w raku prostaty. Oceniona zostata ponadto uzytecznosé
profili peptydowych w surowicy i moczu w dyskryminacji mezczyzn cierpigcych na raka
prostaty i zdrowych. Poniewaz peptydy majg wyzsze masy czgsteczkowe w
poréwnaniu do aminokwasoéw, ich analiza wymaga innego podejscia analitycznego.
Badanie profili peptydowych oparto o technike MALDI-TOF-MS, czyli spektrometrie
mas ze zrodtem jondw typu MALDI i analizatorem czasu przelotu. Technika MALDI-
TOF-MS pozwala globalnie zobrazowa¢ aktualny stan fizjologiczny organizmu na
poziomie proteomicznym. Wielosktadnikowy peptydowy ,odcisk palca” charakteryzuje
sie wiekszg specyficznoscig w stosunku do pojedynczych markeréow, a analizy
wykorzystujgce profile peptydowe mogg znaczgco przyczyni¢ sie do polepszenia
diagnostyki raka prostaty. Wsréd zalet metody wykorzystujgcej technike MALDI-TOF-
MS w profilowaniu peptydow wymieni¢ nalezy wysokg czuto$¢, nieskomplikowang
procedure przygotowania probek, matg objetos¢ ptynu biologicznego wymaganego do
wykonania analiz i mozliwos¢ automatyzacji procesu [143].

W surowicy krwi znajduje sie wiele biatek nieposiadajagcych znaczenia
diagnostycznego (np. albuminy czy globuliny), ktére dodatkowo utrudniajg analize i
detekcje peptyddw i biatek o potencjalnym znaczeniu w diagnostyce choréb. Takze w
moczu niektore biatka, np. uromoduliny, sg obecne w duzym stezeniu i mogg utrudniac
analize innych biatek, wystepujgcych w mniejszych stezeniach [42]. W
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej badaniach wykorzystano
koncowki ZipTip w celu zatezenia peptyddw w surowicy i moczu oraz oczyszczenia
prébek z zanieczyszczajgcych jg skiadnikow utrudniajgcych dalszg analize.

Wykorzystane koncowki ZipTip wypetnione byly ztozem C18, a ich technologia opiera
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sie na ekstrakcji do fazy statej. Zatezanie i oczyszczanie prébek surowicy i moczu
stanowito jeden z etapow przygotowania probek przed profilowaniem peptydowym
wykorzystujgcym technike MALDI-TOF-MS.

Analiza moczu jest procedurg, ktéra wymaga specyficznego podejScia ze
wzgledu na roznice w objetosci moczu w probkach pobieranych jednorazowo. Od
objetosci moczu zalezg bowiem stezenia zwigzkéw w nim obecnych. Konieczna jest
zatem kompensacja réznic w objetosci moczu poprzez normalizacje stezen
oznaczanych zwigzkoéw do stezenia kreatyniny w moczu [42]. W tym celu stezenia
oznaczanych zwigzkow dzieli sie przez stezenie kreatyniny oznaczone w tej samej
prébce moczu [117, 132-134], a w przypadku profilowania peptydow w moczu
oznaczenie kreatyniny w kazdej prébce poprzedza rozcienczenie probek do
najnizszego stezenia kreatyniny w danej populacji prébek [136, 137]. W ramach pracy
doktorskiej opracowano i zwalidowano metode oznaczania kreatyniny w moczu z
wykorzystaniem techniki LC-ESI-QqQ-MS/MS oraz nafazoliny jako wzorca
wewnetrznego. Opracowang metode wykorzystano nastepnie do normalizacji stezen
aminokwasow w prébkach moczu uzyskanych z wykorzystaniem techniki LC-ESI-QqQ-
MS/MS oraz odpowiedniego rozcienczenia prébek moczu przed profilowaniem
peptydowym wykorzystujgcym technike MALDI-TOF-MS.

Proces angiogenezy, czyli tworzenia sie nowych naczyh krwionos$nych, jest
jednym z fundamentalnych proceséw zachodzacych w organizmie i jest Scisle
zwigzany ze wzrostem guzéw nowotworowych [98, 146, 147]. W procesie angiogenezy
uczestniczy wiele biatek, a ich ekspresja ulega zmianie w zwigzku z toczacym sie
procesem nowotworowym [148]. Biatka te mogg petni¢ role biomarkeréw chorob
nowotworowych. W prezentowanej pracy podjeto sie analizy panelu markeréow
nowotworowych w surowicy w celu oceny, jak poziomy wybranych biatek ksztattujg sie
w raku prostaty, i okre$lenia ich potencjalnej uzytecznosci klinicznej w diagnostyce
raka prostaty. Oznaczono w tym celu 16 makreréw nowotworowych z wykorzystaniem
metody separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej przy uzyciu zestawu Bio-
Plex. Metoda jest przyktadem testu immunologicznego oraz techniki multipleksowej i
pozwala réwnoczesnie analizowa¢ wiele analitow w jednym cyklu analitycznym. Do
zalet tej metody w poréwnaniu do standardowych analiz technikg ELISA nalezy mata
objetos¢ probki biologicznej wymagana do wykonania oznaczen, prosta procedura
przygotowania probek, zwiekszona przepustowo$¢ oraz obnizenie kosztéw analiz.
Wykorzystana metoda zostata zwalidowana i cechuje sie dobrymi parametrami, miedzy
innymi wysokg precyzjg, czutoscig i szerokim zakresem oznaczalnosci, co pozwala na

jej zastosowanie w analizie panelu markeréw nowotworowych [149].
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prostaty (grupa badana, n = 49)
- zdrowi mezczyini (grupa kontrolna, n = 40)
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Rozdziat 4.2.
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Rycina 3. Schemat badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskie;.
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4. Czes¢ doswiadczalna

Na przeprowadzenie badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej wyrazita
zgode Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata nr 200/13).

Prowadzone przez autora w ramach pracy doktorskiej badania realizowane byty
w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Badania byly prowadzone z wykorzystaniem
dwadch technik spektrometrii mas oraz testéw immunologicznych. Analizy LC-ESI-QqQ-
MS/MS wykonywane zostaty z wykorzystaniem spektrometru 4000 QTRAP (AB Sciex),
natomiast do analiz MALDI-TOF-MS wykorzystywany byt spektrometr UltrafleXtreme
(Bruker Daltonics). Z kolei testy immunologiczne przeprowadzono z wykorzystaniem
zestawu Bio-Plex (Bio-Rad) oraz cytometru przeptywowego Bio-Plex MAGPIX (Bio-
Rad). Analizy statystyczne wykonane zostaly przy pomocy zaawansowanych
programow statystycznych, takich jak Statistica 10.0 (StatSoft), ClinPro Tools (Bruker
Daltonics) oraz dostepne online oprogramowanie MetaboAnalyst 3.0.

4.1. Rekrutacja pacjentéw do badan

4.1.1. Kryteria wiaczenia pacjentow do grupy badanej oraz do grupy kontrolnej

Wszystkie osoby biorgce udziat w badaniach zostaty zapoznawane z celem i
charakterem badan oraz podpisaty zgode na udziat w badaniach.

Grupe badang stanowili pacjenci ze zdiagnozowanym rakiem prostaty, ktoérzy
rekrutowani byli sposréd pacjentéw Oddziatu Urologicznego Kliniki $w. Rodziny w
Poznaniu. Kryteria wigczenia do grupy badanej obejmowaty: rozpoznanie raka prostaty
na podstawie obrazu klinicznego, brak wspétistnienia innych choréb nowotworowych,
brak historii leczenia raka prostaty. Rozpoznanie raka prostaty opierato sie na badaniu
per rectum, przeprowadzeniu przezodbytniczego badania USG (TRUS), badaniu
poziomu PSA w surowicy, histopatologicznym badaniu bioptatu (ostateczna diagnoza).
Kryteria wyfgczenia z grupy badanej obejmowaty: brak rozpoznania raka prostaty,
leczenie raka prostaty, wspotistnienie innej choroby nowotworowej.

Grupe kontrolng stanowili zdrowi mezczyzni, nie cierpigcy na raka prostaty ani
na inne choroby przewlekte. Osoby do grupy kontrolnej byly rekrutowane spos$rdéd osob
zgtaszajgcych sie na okresowe badania lekarskie. Grupa kontrolna odpowiadata grupie

badanej pod wzgledem ptci, wieku, rasy oraz stylu zycia (np. palenie papierosow).
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4.1.2. Charakterystyka pacjentéw

Ws$réd pacjentéw biorgcych udziat w projekcie przeprowadzane zostaty badania
ankietowe, ktére miaty na celu zebranie informacji o grupie badanej i kontrolnej
niezbednych do podjecia decyzji o wigczeniu bgdz wytgczeniu danej osoby z badan.
Najmtodszy pacjent ze zdiagnozowanym rakiem prostaty miat 52 lata, a najstarszy 86
lat, przy sredniej wieku pacjentdw w grupie badanej wynoszacej 67,7 lat i medianie
wynoszgcej 67 lat. W grupie kontrolnej najmtodszy mezczyzna miat 40 lat, a najstarszy
79 lat, natomiast srednia i mediana wieku mezczyzn w grupie kontrolnej wynosity
odpowiednio 61,3 lat i 62,5 lat.

Histopatologiczne  badanie tkanki pobranej podczas biopsji poza
potwierdzeniem diagnozy dostarczyto rowniez informacji o stopniu zilosliwosci
histologicznej raka prostaty u danego pacjenta (wynik w skali Gleasona). Dziewietnastu
pacjentow uzyskato wynik w skali Gleasona 3 +3 =6, co lokuje ich w grupie
prognostycznej | i wigze sie z dobrymi rokowaniami [20]. Dwudziestu czterech
pacjentow uzyskato wynik 7. U dwudziestu sposrdéd nich dominujgcym typem
histoarchitektonicznym nowotworu prostaty byt typ 3 i ci pacjenci znalezli sie w grupie
prognostycznej Il. Pozostatych czterech pacjentéw z wynikiem w skali Gleasona 7
zostato zaklasyfikowanych do grupy prognostycznej Ill o gorszych rokowaniach ze
wzgledu na przewage typu 4 komorek nowotworowych. Czterech pacjentéw uzyskato
wynik w skali Gleasona 4 +4 =8 (grupa prognostyczna IV). Najwyzszy stopien
ztosliwosci histologicznej sposréd pacjentdw zrekrutowanych do badan miato dwoch
mezczyzn i dla nich rokowania byly najgorsze (grupa prognostyczna V). Typ
histoarchitektoniczny 4 dominowat u jednego z nich, a typ 5 u drugiego.

Charakterystyka pacjentdw z grupy badanej zostata przedstawiona w Tabeli 3.
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Tabela 3. Charakterystyka grupy badanej — pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem

prostaty.
Grupa badana (n = 49) | Procent
Gleason3+3=6 19 38,8
Gleason3+4=7 20 40,8
Stopien ztosliwosci Gleason4 +3=7 4 8,2
histologicznej Gleason4+4=8 4 8,2
Gleason4+5=9 1 2,0
Gleason5+4=9 1 2,0
Srednia 67,7 -
mediana 67 -
Wiek [lata .
[lata] minimum 52 -
maksimum 86 -
sSrednia 27,5 -
2 mediana 27,2 -
BMI [kg/m’] minimum 21,1 -
maksimum 36,0 -
Palenie papierosow tak 9 18,4
pap nie 40 81,6
tak 9 18,4
Rak pr rodzini ’
ak prostaty w rodzinie nie 40 816

4.2. Pobor probek

Pobor probek krwi oraz moczu od pacjentdow ze zdiagnozowanym rakiem
prostaty (grupa badana) i od oséb zdrowych (grupa kontrolna) odbyt sie w
specjalistycznych laboratoriach stuzby zdrowia. Prébki pobierane byly na czczo. Krew
pobierana byta do fiolek zawierajgcych aktywator krzepniecia. Po utworzeniu skrzepu
probka byta wirowana w celu uzyskania surowicy. Mocz pobierany byt do odpowiednich
pojemnikow.

Pobrane prébki ptynéw biologicznych przechowywane byly w temperaturze
-20 °C nie dluzej niz 6 godzin. Nastegpnie probki byty transportowane przez
upowaznione osoby z zachowaniem zasad bezpieczenstwa i w warunkach
zapewniajgcych stabilno$¢ prébek do zamrazarki niskotemperaturowej, utrzymujgcej
temperature -80 °C. W takich warunkach prébki byly przechowywane do momentu
wykonania oznaczen.

Pobranych zostato 49 probek krwi i 49 prébek moczu od pacjentéw ze
zdiagnozowanym rakiem prostaty, a takze 40 probek krwi i 40 probek moczu od oséb
zdrowych. Tym samym liczebnos¢ grupy badanej wyniosta 49, natomiast liczebnos$é

grupy kontrolnej wyniosta 40.
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4.3. Optymalizacja i walidacja metody rozdziatu i oznaczania aminokwasow w
jednym cyklu analitycznym w surowicy i moczu przy wykorzystaniu zestawu LC-
ESI-QqQ-MS/MS

4.3.1. Odczynniki

o zestaw aTRAQ do analizy aminokwasoéw w ptynach ustrojowych (,aTRAQ Kit
for Amino Acid Analysis of Physiological Fluids”) — AB Sciex (Framingham, MA,
USA); w skitad zestawu wchodza:

o odczynnik aTRAQ A8

o kwas sulfosalicylowy 10 % — zawierajgcy 400 pmol/ul norleucyny

o bufor boranowy o pH 8,5 — zawierajgcy 20 pmol/ul norwaliny

o hydroksyloamina 1,2 %

o kwas mréwkowy 100 % — modyfikator A fazy ruchomej

o kwas heptafluoromastowy 100 % — modyfikator B fazy ruchomej

o izopropanol

o zestaw wzorcow wewnetrznych — aminokwaséw znakowanych
odczynnikiem aTRAQ A0

o kwas mréwkowy 2 %

e kontrolne osocze (ang. Control Plasma) — AB Sciex (Framingham, MA, USA)

e woda ultraczysta — otrzymana z wykorzystaniem system oczyszczajgcego
Millipore Simplicity UV (Waters Corporation, Milford, MA, USA)

¢ metanol HPLC gradient grade — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

4.3.2. Oznaczanie aminokwasow z wykorzystaniem odczynnika aTRAQ

Do oznaczenia aminokwasow w probkach surowicy i moczu wykorzystano
zestaw aTRAQ, ktory umozliwia oznaczenie 42 wolnych aminokwaséw w ptynach
ustrojowych i matrycach biologicznych (m. in. surowica, mocz, ptyn mdozgowo-
rdzeniowy, ekstrakty tkankowe) [144]. W rzeczywistosci nie wszystkie te zwigzki sg pod
wzgledem chemicznym aminokwasami, jednakze dla uproszczenia uzywa sie
okreslenia aminokwasy, zarbwno w pismiennictwie naukowym, jak i w niniejszej pracy.
Liste oznaczanych aminokwaséw przedstawia Tabela 5.

Odczynnik aTRAQ (zaréwno AO, jak i A8) zawiera w swojej czgsteczce grupe
reporterowg (znacznik aTRAQ) i reaktywng grupe aminowa, ktéra reaguje z pierwszo- i
drugorzedowg grupg aminowg kazdego aminokwasu. Aminokwasy w analizowanych

probkach biologicznych (anality) sg znakowane za pomocg znacznika aTRAQ o masie
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121 Da w reakcji z odczynnikiem aTRAQ A8 (Rycina 4). Grupa reporterowa tego
odczynnika jest znakowana izotopowo i zawiera w swojej strukturze sze$é atoméw *°C
oraz dwa atomy N. Kazdy aminokwas posiada odpowiadajgcy mu wzorzec
wewnetrzny znakowany uprzednio znacznikiem aTRAQ o identycznej budowie
chemicznej, lecz innej masie izotopowej (113 Da). W tym przypadku grupa reporterowa
odczynnika aTRAQ AQ posiada sze$¢ atoméw '°C oraz dwa atomy **N. Dzigki temu
poszczegdblne znakowane aminokwasy pochodzgce z probki biologicznej oraz ich
wzorce wewnetrzne réznig sie miedzy sobg masg o 8 jednostek (lub 16 jednostek w
przypadku aminokwasow, ktére przytgczajg dwie grupy reporterowe). Majg one takie
same czasy retencji, nie ulegajg bowiem rozdziatowi chromatograficznemu. Jednakze
moga by¢ rozréznione dzieki unikalnym przejsciom masowym (przejsciom MRM). Brak
koniecznosci rozdziatu chromatograficznego zwigzkéw jest zaletg analiz LC-MS/MS, w
ktérych detekcja odbywa sie z wykorzystaniem spektrometrii mas. Wyjgtkiem w
przypadku oznaczania aminokwaséw sg aminokwasy izobaryczne, dla ktérych
przejscia masowe sg identyczne (Tabela 5). W zwigzku z tym te aminokwasy nie sg
rozrézniane przez spektrometr mas i muszg by¢ uprzednio rozdzielone na kolumnie

chromatograficzne;.

NN+ ool — . + N~
\:l \[/U Nié K]/ \T/ Ny }_
0 8

aminokwas odczynnik aTRAQ znakowany aminokwas

Rycina 4. Przebieg reakcji znakowania przy uzyciu odczynnika aTRAQ [150]. Grupa
reporterowa ma mase 121 Da w przypadku aminokwaséw w probce biologicznej
(zawiera sze$¢ atoméw °C oraz dwa atomy *°N) i 113 Da w przypadku wzorcow

wewnetrznych.

4.3.3. Przygotowanie roztworéw wykorzystywanych w metodyce oznaczania

aminokwasoéw

Roztwoér odczynnika aTRAQ A8 przygotowano poprzez dodanie do fiolki z

odczynnikiem aTRAQ A8 70 ul izopropanolu i doktadne wymieszanie. Roztwér jest
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stabilny przez 4 tygodnie. Roztwor wzorcow wewnetrznych przygotowano poprzez
dodanie do fiolki z aminokwasami znakowanymi uprzednio odczynnikiem aTRAQ A8
okoto 1,8 ml 2 % kwasu mrowkowego (doktadna objetosé jest kazdorazowo podana w

Certyfikacie Analizy dla danego zestawu odczynnikow).

4.3.4. Przygotowanie prébek do analizy

Po rozmrozeniu surowicy lub moczu 40 pl prébki mieszano z 10 ul kwasu
sulfosalicylowego w celu wytracenia biatek obecnych w préobce, a nastepnie wirowano
przy 10000 g przez 2 minuty. 10 uyl supernatantu rozcienczano mieszajgc z 40 pl
buforu boranowego, ktéry zapewniat zasadowe S$rodowisko konieczne do zajscia
reakcji znakowania. W kolejnym etapie do 10 pyl mieszaniny supernatant / bufor
boranowy dodawano 5 ul roztworu odczynnika aTRAQ A8 w celu przeprowadzenia
reakcji znakowania aminokwaséw obecnych w analizowanej probce. Po wymieszaniu
inkubowano probke w temperaturze pokojowej przez co najmniej 30 minut. Nastepnie
zatrzymywano reakcje znakowania poprzez dodanie 5 pl hydroksyloaminy, ktora
reagowata z nadmiarem odczynnika aTRAQ A8. Probke mieszano i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez co najmniej 15 minut. Po tym czasie mieszano prébke z
32 ul roztworu wzorcow wewnetrznych. Objeto$¢é probek redukowano poprzez
odparowanie czesci rozpuszczalnika za pomocg koncentratora prézniowego (miVac
Duo, Genevac, Stone Ridge, NY, USA) przez 15 minut. Probke rozcienczano 20 ul
wody i po wymieszaniu przenoszono do insertu o matej objeto$ci umieszczonego we
fiolce do autosamplera. Przygotowano w ten sposéb wszystkie prébki surowicy i moczu
od pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (grupa badana) i od os6b zdrowych

(grupa kontrolna).

4.3.5. Parametry HPLC

Do rozdziatu chromatograficznego wykorzystano wysokosprawny chromatograf
cieczowy (ang. high performance liquid chromatograph, HPLC) 1260 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). W skfad zestawu HPLC wchodzit degazer,
pompa binarna, autosampler oraz termostat kolumny chromatograficznej. Czas analizy
wynosit 18 minut. Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie
chromatograficznej AB Sciex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0pum) (AB Sciex,
Framingham, MA, USA). Przeptyw faz ruchomych wynosit 800 pl/min. Fazami
ruchomymi byly woda (faza A) oraz metanol (faza B), obie z dodatkiem 0,1 % kwasu

mrowkowego i 0,01 % kwasu heptafluoromastowego. Rozdziat chromatograficzny
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przebiegat przy zastosowaniu elucji gradientowej (Tabela 4). Temperatura kolumny
byta utrzymywana na poziomie 50 °C. ObjetoS¢ nastrzyku wynosita 2 pl. Igta
nastrzykujgca roztwor na kolumne byta ptukana wodg przez 30s przed kazdym
nastrzykiem.

Eluat opuszczajgcy kolumne i HPLC nie trafiat do spektrometru mas w ciggu
catego czasu analizy. Wykorzystano zawdér, ktory kierowat do spektrometru mas tylko
te czes¢ eluatu, ktéra opuszczata kolumne pomiedzy 1,5 a 13,0 min analizy. W tym
przedziale czasu zawieraly sie bowiem czasy retencji wszystkich analizowanych
zwigzkow. Pozostata czes¢ eluatu trafiala do zlewek, co pozwalato ograniczyé
zanieczyszczanie zrodia jonéw spektrometru mas i tym samym zmniejszy¢é czestosé

czyszczenia aparatu.

Tabela 4. Procentowy udziat faz ruchomych podczas rozdziatu chromatograficznego w

metodzie LC-MS/MS oznaczania aminokwasow.

Czas [min] Faza A [%] Faza B [%)]
0-6,0 od 98 do 60 od 2 do 40
6,0 —10,0 60 40
10,0-11,0 od 60 do 10 od 40 do 90
11,0-12,0 10 90
12,0-13,0 od 10 do 98 od 90 do 2
13,0-18,0 98 2

4.3.6. Parametry MS

Do detekcji analitéw wykorzystano technike spektrometrii mas. Analizy MS/MS
wykonano wykorzystujgc tandemowy spektrometr mas typu potrojny kwadrupol 4000
QTRAP (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Spektrometr mas tego typu skfada sie ze
zrodfa jonow typu elektrorozpylanie (ang. electrospray ionization, ESI), trzech
szeregowo utozonych kwadrupoli (z ktdrych pierwszy i trzeci petnig role analizatora
mas, natomiast drugi jest komorg kolizyjng) oraz detektora. Wykorzystano typ jonizacji
pozytywny przy napieciu elektrody (ang. ion spray voltage) wynoszgcym 4500 V. Inne
parametry zrodfa jondw byty nastepujgce: temperatura w zrédle jonéw, 600 °C; gaz
rozpylajgcy 1 (ang. ion source gas 1), 60 psig; gaz rozpylajgcy 2 (ang. ion source gas
2), 50 psig; gaz kurtynowy (ang. curtain gas), 20 psig.

Wykorzystany w analizach tryb skanowania to planowane monitorowanie reakcji
wielokrotnych (ang. scheduled multiple reaction monitoring, SMRM). W tym trybie pracy

pierwszy kwadrupol (Q1) zostat zoptymalizowany w taki sposéb, aby przepuszczac
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tylko jony macierzyste (prekursorowe) o okreslonym stosunku masy do tadunku (m/z).
Odpowiadaty one analitom — aminokwasom pochodzgcym z probek surowicy i moczu
oznakowanym za pomocg znacznika aTRAQ o masie 121 Da oraz wzorcom
wewnetrznym — aminokwasom oznakowanym za pomocg znacznika aTRAQ o masie
113 Da (Tabela 5). Nastepnie jony macierzyste ulegaty fragmentacji w drugim
kwadrupolu (Q2). Uzytym gazem Kkolizyjnym byt azot. Trzeci kwadrupol (Q3)
przepuszczat z kolei tylko wybrane jony potomne (fragmentacyjne) o odpowiednich
stosunkach m/z (121,1 i 113,1 Da). Byly to jony reporterowe odpowiadajgce grupom
reporterowym odczynnikdw aTRAQ A8 i A0 przytgczonym do aminokwasow w reakcji
znakowania (Tabela 5). Te jony docieraty do detektora i byty przez niego zliczane. Tryb
sMRM jest modyfikacjg trybu monitorowania reakcji wielokrotnych (ang. multiple
reaction monitoring, MRM) i jest uzyteczny szczegodlnie woéwczas, gdy w danej
metodzie monitoruje sie wiele przejs¢ MRM. W trybie sMRM dla kazdego przejscia
MRM definiuje sie okno czasowe obejmujgce czas retencji analizowanego zwigzku
odpowiadajgcego danemu przejsciu masowemu. Monitorowanie danego przejscia
MRM odbywa sie nastepnie tylko w obrebie danego okna czasowego. Takie podejscie
zmniejsza liczbe przejs¢ MRM monitorowanych w okreslonym czasie analizy, co z kolei
pozwala zmaksymalizowa¢ czas skanowania kazdego przejscia MRM (ang. dwell time)
i polepszy¢ jakos¢ chromatograméw. Tym samym jakos¢ danych otrzymywanych w
analizach wykorzystujgcych tryb sMRM jest lepsza, a w zwigzku z tym uzyskuje sie
wiekszg dokfadnosé i powtarzalnos¢ wynikobw. Parametry MS zwigzane z
analizowanymi zwigzkami byly nastepujace: potencjat rozpadu klastrow (ang.
declustering potential, DP), 30 V; potencjat wejscia (ang. entrance potential, EP), 10 V,
potencjat wyjscia z komory kolizyjnej (ang. collision cell exit potential, CXP), 5 V.
Wartosci energii kolizyjnej (ang. collision energy, CE) byty rézne dla réoznych zwigzkéw
(Tabela 5).

Zbieranie danych i ich przetwarzanie odbywato sie z wykorzystaniem
oprogramowania Analyst 1.5 (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Dla kazdego
przejscia masowego wykreslany byt chromatogram. Stezenia aminokwaséw we
wszystkich prébkach surowicy oraz moczu zostaty wyznaczone w oparciu o pola
powierzchni zintegrowanych pikow. Stezenie danego aminokwasu byto obliczane
poprzez podzielenie pola powierzchni piku danego aminokwasu przez pole powierzchni
piku odpowiadajgcego mu wzorca wewnetrznego i pomnozenie przez stezenie wzorca
wewnetrznego. Otrzymane stezenia zostaty zebrane w odpowiednich arkuszach
kalkulacyjnych i sprawdzone pod wzgledem kompletnosci danych. Stezenia

aminokwasow w prébkach moczu zostaty znormalizowane na stezenie kreatyniny.
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Tabela 5. Parametry MS dla aminokwaséw oznaczanych z wykorzystaniem

odczynnikow aTRAQ. Dla kazdego oznaczanego aminokwasu podano przejscia MRM i

energie kolizyjng odpowiadajgce oznaczanemu aminokwasowi obecnemu w probce

biologicznej (analit) oraz jego wzorcowi wewnetrznemu. Przejscia MRM sg jednakowe

w przypadku aminokwasow izobarycznych. Q1 m/z — stosunek masy do tadunku jonu

macierzystego, Q3 m/z — stosunek masy do tadunku jonu potomnego, CE — energia

kolizyjna.

(cigg dalszy Tabeli 5 na kolejnej stronie)

. i Q1 Q3 CE
Aminokwas Skrot m/z m/z V]
i o wzorzec wewnetrzny 326,1| 113,1| 30
o-fosfo-L-seryna PSer analit 3341|1211 | 30
i . wzorzec wewnetrzny 282,1|113,1| 30
o-fosfoetanoloamina PEtN analit 2001 | 1211 | 30
taurvna Tau wzorzec wewnetrzny 266,1 | 113,1 | 30
y analit 2741 [ 121,1 | 30
L-asparagina Asn wzorzec wewnetrzny 273,21 113,1| 30
parag analit 281,2 | 121,1 | 30
L-servna Ser wzorzec wewnetrzny 246,2 | 113,1| 30
y analit 2542 | 121,1 | 30
licvna Gl wzorzec wewnetrzny 216,1 | 113,121 | 30
glicy Y | analit 2241 |121,1| 30
el wzorzec wewnetrzny 272,11 1131 | 30
hydroksy-L-prolina HYP | analit 280,1 | 121,1 | 30
. wzorzec wewnetrzny 202,2 | 113,21 | 30
etanoloamina BN | analit 210,2 | 121.1 | 30
] ) wzorzec wewnetrzny 287,21113,1| 30
L-glutamina Gln 1 Snalit 2052 | 121.1| 30
kwas L-asparadino As wzorzec wewnetrzny 274,11 113,1| 30
paraginowy P | analit 2821 |121,1| 30
) . . wzorzec wewnetrzny 316,2 | 113,1 | 30
L-cytrulina Cit | analit 3242 | 121.1| 30
i . wzorzec wewnetrzny 260,2 | 113,1| 30
L-treonina Thr 1 analit 268,2 | 1211 | 30
E?;T;nz%ga Szlra wzorzec wewnetrzny 230,2 | 113,21 | 30
. analit 238,2 | 121,1| 30
L-alanina Ala
i . wzorzec wewnetrzny 288,2 (113,11 30
kwas L- glutaminowy Glu analit 206.2 | 1211 | 30
™ . wzorzec wewnetrzny 296,2 | 113,21 | 30
L-histydyna His 1 analit 3042 | 1211 | 30
1-metylo-L-histydyna 1MHis | wzorzec wewnetrzny 310,2 | 113,1 | 30
3-metylo-L-histydyna 3MHis | analit 318,2 | 121,1| 30
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. wzorzec wewnetrzny 431,2 | 113,121 | 50
kwas argininobursztynowy | Asa analit 4392 | 1211 | 50
) : : wzorzec wewnetrzny 330,2 | 113,1| 30
L-homocytrulina Hcit analit 3382 | 1211 | 30
L-anservna ANs wzorzec wewnetrzny 381,2 | 113,1| 30
y analit 389,2 | 121,1| 30
L-karnozvna Car wzorzec wewnetrzny 367,2 | 113,1| 30
y analit 3752 | 121,1 | 30
P . wzorzec wewnetrzny 302,2 | 113,1| 30
kwas L-a-aminoadypinowy | Aad analit 3102 | 1211 | 30
kwas y-amino-n-mastowy | GABA
gvr\rll?r?olijz’o;g_slow bAib wzorzec wewnetrzny 2442 1 113,1 | 30
Ras | oo ppy | @nalt 252,2 | 121,1| 30
mastowy
L-arginina Ar wzorzec wewnetrzny 315,21 113,21 | 30
9 9 | analit 3232 | 121,1| 30
L-prolina Pro wzorzec wewnetrzny 256,21 113,1| 30
P analit 2642 | 121,1 | 30
P wzorzec wewnetrzny 413,3 | 113,12 | 50
L-ornityna om | analit 429,3|121,1| 50
o wzorzec wewnetrzny 503,3 | 113,1 | 50
cystationina Cth | anali 519,3 | 121,1 | 50
L-cvstvna Cvs wzorzec wewnetrzny 521,2 | 113,1| 50
ysty Y5 | analit 537,2 | 121,1 | 50
] . wzorzec wewnetrzny 443,31 113,1| 50
&-hydroksylizyna M| anaiit 459,3 | 121,1 | 50
L-lizvna Lvs wzorzec wewnetrzny 427,3 | 113,12 | 50
y y analit 4433|1211 | 50
T wzorzec wewnetrzny 290,2 | 113,121 | 30
L-metionina Met | anaiit 208,2 | 121,1 | 30
L-walina Val wzorzec wewnetrzny 258,2 | 113,12 | 30
L-norwalina Nva analit 266,2 | 121,12 | 30
i wzorzec wewnetrzny 322,2|113,1| 30
L-tyrozyna | analit 330,2 | 121,1 | 30
] . wzorzec wewnetrzny 549,3 | 113,1| 50
L-homocysteina Hey | analit 565,3 | 121,1 | 50
o zoleucyna ', | wzorzec wewngtrzny | 272,2 | 113.1| 30
L_norlgucyna Nle | anait 280,2 | 121,1 | 30
) . wzorzec wewnetrzny 306,2 | 113,1 | 30
L-fenyloalanina Phe analit 3142 | 1211 | 30
i wzorzec wewnetrzny 345,2 | 113,1 | 30
L-tryptofan TP | analit 3532 | 121,1 | 30
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4.3.7. Walidacja metody

Metoda LC-MS/MS oznaczania aminokwasow z wykorzystaniem odczynnikow
aTRAQ jest zwalidowana z uwzglednieniem nastepujacych parametréw: granica
oznaczalnosci, zakres, precyzja, doktadnos$¢. Granica oznaczalnosci jest rézna dla
réznych aminokwasow i wynosi od 0,05 uM dla kwasu y-amino-n-mastowego do 1 uM
dla glicyny, kwasu argininobursztynowego i L-cystyny (Tabela 9, 10 i 11). Zakres
metody obejmuje stezenia od granicy oznaczalnosci do 10000 uM dla wszystkich
aminokwasow, co odpowiada co najmniej czterem rzedom wielkosci. W celu weryfikacji
walidacji ocenie poddano nastepujgce parametry: dokltadnos¢, precyzja (powtarzalnos¢
i odtwarzalnos¢) w odniesieniu do oznaczanych stezen aminokwaséw i czasow
retencji.

Dokfadnos¢ metody zostata sprawdzona poprzez analize kontrolnego osocza,
do ktorego dotgczony jest certyfikat z zakresami referencyjnymi stezen 23
aminokwasow. W celu sprawdzenia powtarzalnosci metody jedna prébka surowicy
zostata przygotowana w trzech powtdrzeniach i kazde z nich bytlo nastepnie
nastrzykiwane trzykrotnie, co dato sumarycznie 9 analiz tej probki. W celu sprawdzenia
odtwarzalnosci metody powtdérzono procedure dla powtarzalnosci w ciggu trzech
kolejnych dni, a kazde powtdrzenie byto nastrzykiwane jednokrotnie, co dato
sumarycznie 9 analiz tej probki. Probka surowicy wykorzystana do przetestowania
powtarzalnosci byta jedng z probek zebranych do innych badan prowadzonych przez
zespot badawczy autora [144]. W podobny sposob przeprowadzono weryfikacje
powtarzalnosci metody w odniesieniu do analizy moczu.

Dodatkowo weryfikowano stabilnos¢ czasoéw retencji i czuto$¢ zestawu LC-MS.
Przed kazdg sekwencjg analiz przeprowadzano test sprawnosci systemu (ang. system
suitability test), aby przygotowac¢ zestaw LC-MS do pracy i sprawdzi¢ poprawno$¢ jego
dziatania. W celu sprawdzenia wydajnosci reakcji znakowania (ang. labeling efficiency)
i odzysku wykorzystano nieproteogenne aminokwasy: norleucyne i norwaline. Byly one
dodawane do kazdej prébki na etapie ich przygotowania do analizy. Norleucyna byta
dodawana razem z kwasem sulfosalicylowym, natomiast norwalina razem z buforem
boranowym.

Obecnos¢ wzorca wewnetrznego dla kazdego aminokwasu kompensuje efekty
matrycy oraz poprawia precyzje i doktadnoS¢ oznaczen. Ponadto podnosi
specyficznos¢ metody, zapewniajgc poprawng identyfikacje analitéw. ldentyfikacja
aminokwasow w prébkach fizjologicznych opiera sie o unikalne przejscia masowe dla
kazdego analitu oraz o zgodnos$¢ czasow retencji aminokwaséw i odpowiadajgcych im

wzorcow wewnetrznych.
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4.4. Opracowanie, optymalizacja i walidacja metody oznaczania kreatyniny w

moczu przy wykorzystaniu zestawu LC-ESI-QqQ-MS/MS

4.4.1. Odczynniki

e kwas mréwkowy — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e kreatynina — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

¢ nafazolina — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e acetonitryl HPLC grade — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

e woda ultraczysta — otrzymana z wykorzystaniem system oczyszczajgcego
Millipore Simplicity UV (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

4.4.2. Przygotowanie roztworéw wzorcow i probek kontrolnych

Odwazono doktadnie odpowiednie ilosci kreatyniny i nafazoliny, ktéra petnita
funkcje wzorca wewnetrznego, a nastepnie rozpuszczono w wodzie w celu otrzymania
dwodch roztwordow podstawowych wzorcow o stezeniu 1 mg/ml. Sprawdzono stabilnosé
tak przygotowanych roztworow podstawowych przez okres 4 miesiecy
przechowywanych w temperaturze -20 °C. Przygotowano roztwory robocze wzorcéw o
stezeniach 10 ug/ml i 100 ng/ml dla kreatyniny oraz 10 ug/ml i 200 ng/ml dla nafazoliny
poprzez rozcienczenie odpowiednich roztworéw podstawowych wodg. Roztwory
kreatyniny do krzywej wzorcowej zostaly przygotowane poprzez wymieszanie
odpowiednich objetosci roztworéw roboczych kreatyniny ze 100 pl roztworu roboczego
wzorca wewnetrznego o stezeniu 200 ng/ml i z wodg do otrzymania 1 ml kazdego z
roztworow. Stezenia roztworéw do krzywej wzorcowej obejmowaty zakres od 5 do
1500 ng/ml. Roztwory robocze i roztwory do krzywej wzorcowej byty przygotowywane
w dniu analizy. Probki kontrolne (ang. quality control, QC) byty przygotowywane
poprzez obcigzanie prébek moczu okreslonymi ilosciami wzorca kreatyniny. W
procesie walidacji wykorzystano prébki kontrolne obcigzone trzema réznymi ilosciami

wzorca kreatyniny.

4.4.3. Przygotowanie probek do analizy

Po rozmrozeniu probki moczu 100 yl moczu byto mieszane z 2 pl kwasu
mrowkowego w celu wytrgcenia biatek obecnych w probce, a nastepnie wirowane przy
10000 g przez 2 minuty. 2 yl supernatantu byto dodawane do 100 ul roztworu

roboczego wzorca wewnetrznego o stezeniu 200 ng/ml i mieszane. Roztwor
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uzupetniano wodg do objetosci 4 ml, co skutkowato 2000-krotnym rozciehczeniem
moczu. Do analizy LC-MS/MS 1 ml otrzymanego roztworu przenoszono do fiolki do
autosamplera. Kazda probka moczu byta przygotowana w trzech powtdrzeniach.
Przygotowano w ten sposdb wszystkie prébki moczu od pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem prostaty (grupa badana) i od osoéb zdrowych (grupa
kontrolna).

4.4.4. Parametry HPLC

Do rozdziatu chromatograficznego wykorzystano wysokosprawny chromatograf
cieczowy 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), ten sam jak w
punkcie 4.3.5. Czas analizy wynosit 15 minut. Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej XTerra C18 (100 mm x 2,1 mm,
3,5 um) (Waters Corporation, Milford, MA, USA). Przeptyw faz ruchomych wynosit
100 pl/min. Fazami ruchomymi byty 0,1 % roztwér kwasu mréwkowego w wodzie (faza
A) oraz 0,1 % roztwoér kwasu mrowkowego w acetonitrylu (faza B). Rozdziat
chromatograficzny przebiegat przy zastosowaniu elucji gradientowej (Tabela 6).
Temperatura kolumny byla utrzymywana na poziomie 25 °C. Objeto$¢ nastrzyku
wynosita 5 pl. Igta nastrzykujgca roztwor na kolumne byta ptukana wodg przez 30 s

przed kazdym nastrzykiem.

Tabela 6. Procentowy udziat faz ruchomych podczas rozdziatu chromatograficznego w

metodzie LC-MS/MS oznaczania kreatyniny.

Czas [min] Faza A [%] Faza B [%)]
0-05 85 15
05-7,0 od 85 do 20 od 15 do 80
70-75 20 80
75-85 od 20 do 85 od 80 do 15
8,5-15,0 85 15

4.4.5. Parametry MS

Do detekcji analitow wykorzystano technike spektrometrii mas. Analizy MS/MS
wykonano wykorzystujgc tandemowy spektrometr mas typu potrojny kwadrupol 4000
QTRAP (AB Sciex, Framingham, MA, USA) wyposazony w zrodio jonow typu ESI, ten
sam jak w punkcie 4.3.6. Wykorzystano typ jonizacji pozytywny przy napieciu elektrody
wynoszgcym 4500 V. Inne parametry zrédta jondw byty nastepujgce: temperatura w

zrédle jondéw, 550 °C; gaz rozpylajacy 1, 35 psig; gaz rozpylajgcy 2, 40 psig; gaz
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kurtynowy, 40 psig. Parametry Zzrodta jondw zalezg od wielkosci przeptywu faz
ruchomych, byty zatem zoptymalizowane przy przeptywie wykorzystanym w metodzie
poprzez kolejne nastrzyki roztworu roboczego wzorca kreatyniny.

Wykorzystany tryb skanowania to MRM. Pozwala on osiggngé wysoka
specyficznos¢ i czutos¢ oznaczen. Uzytym gazem kolizyjnym byt azot. Dla obu
analizowanych zwigzkéw (oznaczana w metodzie kreatynina oraz wzorzec wewnetrzny
— nafazolina) wybrano po dwie pary jonéw jon macierzysty — jon potomny (po dwa
przejscia masowe). Czas skanowania kazdej pary jonéw (ang. dwell time) wynosit
150 ms. Optymalizacji zostaty poddane nastepujgce parametry MS zwigzane z
analizowanymi zwigzkami: potencjat rozpadu klastrow (DP), potencjat wejscia (EP),
energia kolizyjna (CE) oraz potencjat wyjscia z komory kolizyjnej (CXP). Optymalizacja
miata miejsce podczas nastrzyku roztwordw roboczych wzorcéw kreatyniny i nafazoliny
przy statym przeptywie wynoszgcym 10 pl/min przy uzyciu pompki strzykawkowej
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) potgczonej bezposrednio ze zrodiem jonow
spektrometru mas.

Zbieranie danych i ich przetwarzanie odbywato sie¢ z wykorzystaniem

oprogramowania Analyst 1.5 (AB Sciex, Framingham, MA, USA).

4.4.6. Walidacja metody

Metoda oznaczania kreatyniny w moczu zostata zwalidowana zgodnie z
wytycznymi FDA dla metod bioanalitycznych [151]. Walidacji poddano nastepujace
parametry: selektywno$¢, doktadno$é, precyzja (powtarzalno$é i odtwarzalno$é),
liniowo$¢, zakres, granica wykrywalnosci, granica oznaczalnosci oraz stabilnosc.

Selektywno$¢ metody zostata zweryfikowana poprzez sprawdzenie
chromatograméw pod katem ewentualnych interferujgcych pikéw w czasie retenciji
analitow dla kazdego z przejs¢ MRM. Ponadto dla obu analizowanych zwigzkow
wyznaczano stosunek pierwszego przejscia masowego (wykorzystywanego do analizy
ilosciowej) do drugiego przejscia masowego (wykorzystywanego do potwierdzenia
tozsamosci zwigzku) (ang. quantifier/qualifier transition ratio, Q/q) i poréwnywano ze
Srednim stosunkiem Q/q wyznaczonym dla wzorcéw. Zgodnie z wytycznymi Unii
Europejskiej, aby potwierdzi¢ tozsamos$¢ zwigzku uzyskany stosunek Q/g powinien
znajdowac sie w zakresie tolerancji 20 % [152].

Liniowos¢ metody zostata wyznaczona poprzez analize 8 punktow krzywej
kalibracyjnej w trzech powtdrzeniach. Wspétczynnik korelacji r powyzej wartosci 0,995

byt uznawany za satysfakcjonujgcy.
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Granice wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD) oraz granice
oznaczalnosci (ang. limit of quantification, LOQ) metody wyznaczono na podstawie
wartosci stosunku sygnatu do szumu (ang. signal-to-noise ratio, S/N) na
chromatogramie. LOD okre$lono jako stezenie analitu, dla ktérego S/N wynosito 3,
natomiast LOQ odnosito sie do stezenia analitu, dla ktérego S/N wynosito 10.

Dokfadnos¢ metody zostata sprawdzona przy uzyciu prébek kontrolnych
obcigzonych trzema réznymi ilosciami wzorca kreatyniny. Zgodnie z wytycznymi FDA
[151] doktadnos¢ zostata sprawdzona poprzez wykonanie pieciu powtorzen dla
kazdego stezenia. Doktadno$¢ byta akceptowana, jesli srednia wartos¢ stezenia
kreatyniny otrzymana po analizie pieciu powtérzehn probek kontrolnych o okreslonym
stezeniu miescita sie w zakresie 15 % rzeczywistej wartosci.

W celu sprawdzenia precyzji metody wybrano trzy probki moczu o réznych
stezeniach kreatyniny (niskim, $rednim i wysokim). Precyzja zostata obliczona jako
wspotczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation, CV) pomiedzy powtérzonymi
pomiarami i byla akceptowana, jesli miescita sie w zakresie 15 %. Sprawdzono
zarébwno precyzje w odniesieniu do prébek przygotowanych tego samego dnia
(powtarzalnos¢, ang. intra-day precision), jak réwniez w roéznych dniach
(odtwarzalnos¢, ang. inter-day precision). Zgodnie z wytycznymi FDA [151] do oceny
powtarzalnosci przygotowano po pie¢ powtdrzen dla kazdej prébki i nastepnie
analizowano je w jednej sekwencji analiz, z kolei do oceny odtwarzalnosci
przygotowano po pie¢ powtdrzen dla kazdej probki kazdorazowo w ciggu pieciu
kolejnych dni.

Okre$lenie stabilnosci obejmowato sprawdzenie stabilnosci wzgledem
powtarzanych proceséw zamrazania i rozmrazania (ang. freeze and thaw stability),
stabilnosci  krotkoterminowej (ang. short-term  stability), stabilnosci roztworéw
podstawowych (ang. stock solution stability) i stabilnosci przygotowanych probek (ang.
post-preparative stability, autosampler stability). Stabilnos¢ wzgledem powtarzanych
procesOw zamrazania i rozmrazania zostata sprawdzona przy wykorzystaniu trzech
prébek moczu, ktére zostaty poddane trzem cyklom zamrazania i rozmrazania. Trzy
porcje kazdej z tych probek moczu byty przechowywane w temperaturze -20 °C przez
24 godziny i nastepnie rozmrazane w temperaturze pokojowej. Po rozmrozeniu probki
byly ponownie zamrazane na 24 godziny w tych samych warunkach. Taki cykl byt
powtérzony jeszcze dwukrotnie, a nastepnie probki byly analizowane metodg LC-
MS/MS. Do okreslenia stabilnosci krotkoterminowej wykorzystano trzy prébki moczu,
ktére zostaty rozmrozone w temperaturze pokojowej, przechowywane w tej
temperaturze przez 4 godziny, a nastepnie analizowane. Procedura zostata

powtérzona trzykrotnie dla kazdej z tych probek moczu. Stabilnos¢ roztworéw
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podstawowych analitu (kreatyniny) oraz wzorca wewnetrznego (nafazoliny) zostata
sprawdzona po przechowywaniu porcji tych roztworéw w dwdch warunkach: w
temperaturze pokojowej przez 6 godzin oraz w temperaturze -20 °C przez 4 miesigce.
Po tym czasie stabilno$¢ oceniono poréwnujgc odpowiedz instrumentu dla tych
roztworow z odpowiedzig dla roztworow $Swiezo przygotowanych. Do okreslenia
stabilnosci przygotowanych prébek wykorzystano trzy probki moczu oraz jeden roztwor

do krzywej wzorcowej po przechowywaniu przez 24 i 48 godzin w autosamplerze.

4.4.7. Porébwnanie z metoda wykorzystujaca reakcje Jaffe’go

20 probek moczu zostato dodatkowo przeanalizowanych w laboratorium
zewnetrznym za pomocg metody kolorymetrycznej z wykorzystaniem analizatora
ADVIA Chemistry (Siemens) [153]. Metoda jest oparta na reakcji kwasu pikrynowego z
kreatyning w s$rodowisku zasadowym opisanej przez Jaffe'go i stanowi obecnie
laboratoryjny standard w oznaczaniu kreatyniny. Pordwnane zostaty wyniki oznaczen
kreatyniny w moczu otrzymane przy wykorzystaniu opracowanej metody LC-MS/MS z

wynikami uzyskanymi metodg kolorymetryczna.
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4.5. Optymalizacja metody zatezania i oczyszczania prébek surowicy i moczu

4.5.1. Odczynniki

e acetonitryl LC-MS grade — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)
e kwas trifluorooctowy — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e woda — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

4.5.2. Przygotowanie roztworow wykorzystywanych do zatezania i oczyszczania

prébek

0,1 % oraz 1 % roztwdr kwasu trifluorooctowego w wodzie przygotowano przez
rozciehczenie wodg kwasu trifluorooctowego. 50 % roztwor acetonitrylu przygotowano
przez dodanie do 300 pl acetonitrylu 240 yl wody oraz 60 yl 1 % wodnego roztworu

kwasu trifluorooctowego.

4.5.3. Przeprowadzenie zatezania i oczyszczania probek

Wszystkie probki surowicy oraz moczu od pacjentéw ze zdiagnozowanym
rakiem prostaty (grupa badana) i od oséb zdrowych (grupa kontrolna) zostaty
oczyszczone i zatezone. Wykorzystano w tym celu koncéwki ZipTip (Millipore, MA)
wypetnione ztozem C18. Technika polega na ekstrakcji do fazy statej. Ztoze C18
kondycjonowano poprzez dwukrotne przeptukanie koncéwki ZipTip acetonitrylem oraz
dwukrotne przeptukanie 0,1 % wodnym roztworem kwasu trifluorooctowego.

Prébki surowicy rozciehczono 0,1 % roztworem kwasu trifluorooctowego w
wodzie w stosunku 1:5 i nastepnie wprowadzano na zioze C18 poprzez
dziesieciokrotne przepuszczenie roztworu przez koncéwke ZipTip. W celu przemycia
ztoza wykorzystano 0,1 % roztwor kwasu trifluorooctowego w wodzie, po czym
wymywano frakcje peptydéw za pomocg 5 ul 50 % roztworu acetonitrylu, trzykrotnie
przepuszczajgc roztwor przez ztoze.

Oczyszczanie probek moczu i nastepujgce poézniej profilowanie peptydéw
wymagato innej procedury w poréwnaniu do prébek surowicy ze wzgledu koniecznosé
przeprowadzenia normalizacji, jak rowniez ze wzgledu na to, ze zawartosc¢ peptydow w
moczu jest nizsza niz w surowicy. Procedura przygotowania prébek moczu zostata
zatem zoptymalizowana. Probki moczu poddano normalizacji poprzez rozcienczenie
ich wodg do najnizszego stezenia kreatyniny w populacji préobek (metodyka oznaczania

kreatyniny zostata opisana w Rozdziale 4.4, natomiast wyniki zostaty przedstawione w
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Rozdziale 6.2). Maksymalne rozcienczenie wynosito okoto 1:9 dla prébki moczu o
najwyzszym stezeniu kreatyniny, natomiast prébka moczu o najnizszym stezeniu
kreatyniny nie zostata w ogole rozcienczona. 9 ul tak przygotowanych préobek moczu
mieszano z 1l 1% wodnego roztworu kwasu trifluorooctowego, po czym
wprowadzano na ztoze C18 poprzez dziesieciokrotne przepuszczenie roztworu przez
koncowke ZipTip. Ztoze przemywano 0,1% wodnym roztworem kwasu
trifluorooctowego, a nastepnie eluowano frakcje peptydoéw za pomoca 1 ul acetonitrylu,
jednokrotnie przepuszczajgc rozpuszczalnik przez ztoze, nanoszac eluat bezposrednio
na ptytke AnchorChip Standard 800 um (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy) w trzech

powtérzeniach.
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4.6. Optymalizacja metody profilowania peptydéw obecnych w surowicy i moczu

przy wykorzystaniu zestawu MALDI-TOF-MS

4.6.1. Odczynniki

e kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (HCCA) — Bruker Daltonics (Brema,
Niemcy)

e mieszanina wzorcéw peptyddw do kalibracji (,Peptide Calibration Standard”) —
Bruker Daltonics (Brema, Niemcy); w sktad mieszaniny wchodzg: angiotensyna
II, angiotensyna |, substancja P, bombezyna, fragment 1-17 hormonu
adrenokortykotropowego, fragment 18-39 hormonu adrenokortykotropowego,
somatostatyna 28

e mieszanina wzorcoéw biatek do kalibracji (,Protein Calibration Standard 1) —
Bruker Daltonics (Brema, Niemcy); w skfad zestawu wchodzg: insulina,
ubikwityna 1 (oraz inne biatka nie wykorzystane do kalibracji w niniejszej pracy
doktorskiej ze wzgledu na masy biatek wykraczajgce poza analizowany zakres
mas)

e octan amonu — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

¢ diwodorofosforan amonu — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e etanol — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

e aceton —J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

e acetonitryl LC-MS grade — J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

e kwas trifluorooctowy — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e woda— J.T. Baker (Center Valley, PA, USA)

4.6.2. Przygotowanie roztworow wykorzystywanych w profilowaniu peptydow

Odwazono kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy i rozpuszczono w acetonie,
otrzymujgc roztwér podstawowy HCCA o stezeniu 1 mg/ml. Przygotowano roztwér
HCCA o stezeniu 0,3 mg/ml, ktéry petnit role matrycy do profilowania peptydowego
surowicy, przez dodanie do 300 pl roztworu podstawowego HCCA 33 pl acetonu oraz
666 ul etanolu. Wykorzystanie matrycy jest niezbedne w technice MALDI (ang. matrix-
assisted laser desorption ionization, jonizacja laserowa wspomagana matrycg). Rolg
matrycy jest zaabsorbowanie energii promienia laserowego i przekazanie czesci tej
energii do analizowanych zwigzkow, co wywotuje ich jonizacje i wybija je z matrycy.

Jest to tagodna metoda jonizacji i nie doprowadza ona do fragmentacji czgsteczek.
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Dobér rodzaju matrycy jest zwigzany z analizowanym zakresem mas peptydow lub
biatek i jest waznym etapem przygotowania probki do analizy MALDI-TOF-MS. Inny
roztwor HCCA przygotowano jako matryce do profilowania moczu. Odwazony HCCA
rozpuszczono w uprzednio przygotowanej mieszaninie zamierajacej 85 % acetonitrylu,
15 % wody, 0,1 % kwasu trifluorooctowego oraz 1 mM diwodorofosforanu amonu.
Przygotowano roztwory kalibrantobw — peptydow oraz biatek — przez
rozpuszczenie mieszaniny wzorcow peptydow w 125 ul 0,1 % wodnego roztworu
kwasu trifluorooctowego oraz mieszaniny wzorcow biatek w takiej samej ilosci
rozpuszczalnika. Mieszaniny kalibrantéw skftadajg sie z peptydow i bialek o
okreslonych masach w zakresie 1 — 10 kDa i sg uzywane w celu zewnetrznej kalibraciji
spektrometru mas. 10 mM roztworu octanu amonu przygotowano przez rozpuszczenie
77 mg substancji w 100 ml wody. Zmieszano przygotowane roztwory wzorcow

peptydow, wzorcdw biatek oraz octanu amonu w stosunku 1:5:4.

4.6.3. Przygotowanie préobek do profilowania peptydéow

W przypadku prébek surowicy po przeprowadzonej deplecji 1 pl eluatu (frakcji
peptydow pochodzgcych z prébki) mieszano z 10 ul roztworu matrycy. 1 pl tak
przygotowanej mieszaniny nanoszono za pomocg pipety automatycznej na ptytke
AnchorChip Standard 800 um (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy) w trzech
powtorzeniach. Ptytka AnchorChip posiada 384 miejsca (spoty), na ktore nanosi sie
prébki zmieszane z matrycg. Plytka tego typu umozliwia precyzyjne wyréwnanie
spotow dzieki ich hydrofilowym witasciwosciom, ktore wywotujg efekt centrowania
podczas wysychania probki. Dzieki temu zapewnione jest to, ze kazdy strzat lasera w
zrodle jondw spektrometru mas trafi w probke, co wptywa na wydajno$¢ procesu
zbierania danych. Ponadto ptytka AnchorChip pozwala zwiekszy¢ czuto$¢ analiz dzieki
temu, ze probka wysycha na matej powierzchni spotu. Na ptytke nanoszono rowniez
roztwér wzorcow peptydow i biatek do kalibracji. Przygotowana ptytka po wyschnieciu
byta umieszczana w spektrometrze mas MALDI-TOF/TOF.

Inng procedure, zwang technika suchej kropli, zastosowano w przypadku
eluatéw prébek moczu. Bezposrednio naniesione na ptytke AnchorChip eluaty
pozostawiano do wyschniecia, a nastepnie dodawano do nich 1 pl roztworu matrycy. W
podobny sposéb nanoszono na ptytke roztwory kalibrantow i mieszano z matrycg. Po

wyschnieciu ptytke umieszczano w spektrometrze mas.
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4.6.4. Parametry MS i wstepna obrébka profili peptydowych

Do profilowania peptydéw wykorzystano technike spektrometrii mas. Analizy
MS wykonano wykorzystujgc spektrometr mas typu MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme
(Bruker Daltonics, Brema, Niemcy). Spektrometr mas tego typu sktada sie ze zrodta
jonow typu MALDI, analizatora mas typu TOF (ang. time of flight, analizator czasu
przelotu) oraz detektora. Spektrometr UltrafleXtreme wyposazony jest w laser 2 kHz w
trybie TOF. Profilowanie opiera sie na analizie widm MS otrzymywanych w trybie
liniowym. Parametry spektrometru mas byly nastepujgce: tryb jonizacji pozytywny,
napiecie w zrodle jonéw 1 (ang. ion source 1), 25,09 kV; napiecie w zrodle jonéw 2
(ang. ion source 2), 23,79 kV; napiecie na soczewce (ang. lens), 6,40 kV; pulsacyjna
ekstrakcja jondow (ang. pulsed ion extraction), 260 ns; supresja matrycy (ang. matrix
suppression mass cut off), m/z 700 Da. Widma MS (profile peptydowe) zostaty
wygenerowane w zakresie mas 1000 — 10000 Da. Dla kazdego spotu na ptytce
AnchorChip sumowano wyniki z 2000 strzatow lasera. Do generowania widm i ich
bezposredniej obrébki oraz analizy wykorzystano oprogramowanie FlexControl 3.4,
FlexAnalysis 3.4 oraz ClinPro Tools 3.0 (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy).

W celu otrzymania listy pikbw wraz z intensywnosciami dla widma kazdej
analizowanej probki surowicy i moczu przeprowadzono wstepng obrobke profili
peptydowych z wykorzystaniem programu MALDIquant 1.10 [154]. Aby osiggngé
stabilizacje wariancji wyciggnieto pierwiastek kwadratowy 2z intensywnosci w
pojedynczych widmach. Widma zostaty takze wygtadzone z wykorzystaniem algorytmu
Savitzky-Golay. Korekcja linii bazowej zostata wykonana przy uzyciu algorytmu
TopHat. Intensywnoséci we wszystkich widmach zostaty nastepnie znormalizowane z
wykorzystaniem mediany intensywnosci (oddzielnie dla zbioru widm wygenerowanych
dla probek surowicy i moczu). Do dalszych analiz jako piki potraktowano zmienne, dla
ktérych stosunek S/N byt powyzej 5. Piki powigzane z tg samg masg zostaly

wyréwnane przy pomocy regres;ji statystycznej.
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4.7. Oznaczanie wybranych biomarkeréw nowotworowych w surowicy z

wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej

4.7.1. Odczynniki

e zestaw ,Bio-Plex Pro Human Cancer Biomarker Panel 1 (16-plex)” do analizy
biomarkerow — Bio-Rad (Hercules, CA, USA); w sktad zestawu wchodza:
o liofilizat wzorcéw oznaczanych biatek
o roztwor zawierajgcy kulki magnetyczne
o roztwor zawierajgcy biotynylowane przeciwciata do detekcji
o roztwor zawierajgcy koniugat streptoawidyny i fikoerytryny
o roztwor do rozcienczania wzorcow
o roztwor do rozciehczania probek
o roztwor do rozciehczania biotynylowanych przeciwciat do detekcji
o bufor do analiz
o bufor do przeptukiwania
o liofilizat do przygotowania roztworu kontrolnego o wysokim stezeniu
o liofilizat do przygotowania roztworu kontrolnego o niskim stezeniu
e zestaw ,MAGPIX Calibration Kit” do kalibracji czytnika — Bio-Rad (Hercules,
CA, USA); w sktad zestawu wchodzi roztwor mikrosfer ,MAGPIX Calibrator”
e zestaw ,MAGPIX Performance Verification Kit” do weryfikacji kalibracji czytnika
— Bio-Rad (Hercules, CA, USA); w skfad zestawu wchodzg roztwory mikrosfer
,MAGPIX Verifier’, ,MAGPIX Fluidics 1” oraz ,MAGPIX Fluidics 2”

4.7.2. Oznaczanie biatek z wykorzystaniem zestawu Bio-Plex

Do oznaczenia biatek w prébkach surowicy wykorzystano zestaw ,Bio-Plex Pro
Human Cancer Biomarker Panel 1 (16-plex)”, ktéry umozliwia jednoczesne oznaczenie
16 biatek w réznych matrycach biologicznych (m. in. surowica, osocze, kultury
komoérkowe). Oznaczane w metodzie biatka to: rozpuszczalny receptor naskérkowego
czynnika wzrostu (SEGFR), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (FGF-basic),
folistatyna, czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF),
rozpuszczalny receptor kinazy tyrozynowej erbB-2 (sHER2/neu), czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF), rozpuszczalny receptor a interleukiny 6 (slL-6Ra), leptyna,
osteopontyna, ptytkopochodny czynnik wzrostu — heterodimer zbudowany z tancucha A
i tancucha B / homodimer zbudowany z dwéch tahcuchéw B (PDGF-AB/BB), ptytkowo-
Srodbtonkowe biatko adhezyjne 1 (PECAM-1), prolaktyna, czynnik komérek
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macierzystych  (SCF), rozpuszczalny receptor dla angiopoetyny (STIE-2),
rozpuszczalny receptor 1 naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu (SVEGFR-1) i
rozpuszczalny receptor 2 naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu (SVEGFR-2).
Sa to markery (receptory, cytokiny, chemokiny, czynniki wzrostu i hormony) o
bezposrednim znaczeniu w zwigzanej z guzem angiogenezie, czyli tworzeniu sie
nowych naczyn krwionosnych, a takze w innych zwigzanych z chorobg nowotworowg
procesach, takich jak metastaza (przerzut nowotworowy), proliferacja komorek,
adhezja komorek, apoptoza, reakcja zapalna [148]. Angiogeneza jest fundamentalnym
procesem w wielu fizjologicznych i patologicznych zjawiskach zachodzacych w
organizmie. Zachodzi w wielu procesach chorobowych, miedzy innymi w nowotworach,
reumatoidalnym zapaleniu stawdéw, chorobach uktadu krazenia, cukrzycy oraz
luszczycy [146, 147]. Analiza probek z wykorzystaniem zestawu Bio-Plex dostarcza
informacji o profilu klinicznie istotnych biatkowych biomarkeréw zwigzanych z
procesem angiogenezy.

Metoda oznaczania biatek wykorzystuje barwione fluorescencyjnie Kkulki
(mikrosfery) magnetyczne. Sg one kluczowe podczas etapow przeptukiwania w
procedurze przygotowania probek do analizy. Separacja magnetyczna jest procedurg
wygodng dla uzytkownika i zapewnia wysokg powtarzalno$¢ wynikow. Ponadto kulki
magnetyczne stanowig podstawe technologii Luminex/xMAP [155]. Jest to jedna z
technik multipleksowych (ang. multiplex assay). Techniki multipleksowe to typ
oznaczen, ktore rownoczesnie analizujg wiele analitéw w jednym cyklu analitycznym,
co odrdznia je od procedur mierzacych jeden analit w danej analizie [156]. Techniki
takie sg szeroko stosowane w genomice i proteomice, gdzie analizuje sie profil
biomolekut okreslonej grupy (np. mRNA, biatek) w probce biologicznej w celu
okreslenia wptywu stanu chorobowego, warunkéw eksperymentalnych lub mutacji DNA
na biomolekuty i szlaki w danej probce. Przyktady technik multipleksowych to:
mikromacierz DNA, seryjna analiza ekspresji genow, sekwencjonowanie DNA,
multipleksowa reakcja farncuchowa polimerazy, mikromacierz biatkowa, mikromacierz
przeciwciat oraz wspomniana technologia Luminex/xMAP. W technologii
Luminex/xMAP  kazdy rodzaj kulek magnetycznych posiada odmienny kod
kolorystyczny (adres spektralny), ktoéry umozliwia dyskryminacje poszczegdinych
analitow w multipleksowej mieszaninie. Pozwala to na jednoczesng detekcje nawet
setek roznych biomolekut w pojedynczym dotku 96-dotkowej mikroptytki.

Oznaczanie z wykorzystaniem zestawu Bio-Plex to w rzeczywistosci test
immunologiczny powigzany z kulkami magnetycznymi. Zasada oznaczania jest
podobna jak w metodzie ,kanapkowej” ELISA (ang. ,sandwich” ELISA; ELISA — ang.

enzyme-linked immunosorbent assay, test immunoenzymatyczny). Przeciwciata
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wychwytujgce, specyficzne wzgledem danego biomarkera (antygenu) sg kowalencyjnie
zwigzane z powierzchnig okreslonych kulek magnetycznych  barwionych
fluorescencyjnie réznymi stosunkami dwéch fluoroforéw. Dzieki takiemu sposobowi
barwienia kulki sg klasyfikowane do jednego ze 100 unikalnych regionéw. Kulki reaguja
z biomarkerami obecnymi w probce (antygeny wigzg sie ze specyficznymi
przeciwciatami). Po serii ptukan w celu usuniecia niezwigzanych biatek dodaje sie
specyficznych biotynylowanych przeciwciat do detekcji. Tworzy sie woéwczas struktura
.kanapki”’. Na koncu dodaje sie koniugat streptoawidyny i fikoerytryny, w wyniku czego
powstaje finalny kompleks. Fikoerytryna jest barwnikiem, ktory petni tu role znacznika
fluorescencyjnego. Fluorescencyjnie znakowana streptoawidyna taczy sie z
biotynylowanymi przeciwciatami. Technologia Luminex/XMAP wykorzystuje cytometr
przeptywowy wyposazony w dwa lasery lub dwie diody elektroluminescencyjne i
system optyczny do rozpoznawania kulek magnetycznych (klasyfikowania ich na
podstawie adresdéw spektralnych) i nastepnie detekcji promieniowania emitowanego
przez fikoerytryne zwigzanego z obecnos$cig analitu. Intensywnosé sygnatu stanowi
podstawe analizy ilosciowej. Schemat powyzszej procedury przedstawiony jest na
Rycinie 5.
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Rycina 5. Schemat procedury ,kanapkowego” testu immunologicznego opartego na
kulkach magnetycznych, wykorzystujgcego technologie Luminex/xMAP i zestaw Bio-
Plex [157]. A — kulki magnetyczne z kowalencyjnie zwigzanymi przeciwciatami naktada
sie na ptytke 96-dotkowg. B — po dodaniu probki biomarkery wigzg sie z
przeciwciatami. C — dodane biotynylowane przeciwciata wigzg sie z biomarkerami,
tworzgc strukture ,kanapki”. D — dodana fluorescencyjnie znakowana streptoawidyna
tgczy sie z biotynylowanymi przeciwciatami. E — w cytometrze przeptywowym Kkulki
magnetyczne sg sortowane i mierzona jest intensywno$¢ sygnatu znacznika
fluorescencyjnego z  wykorzystaniem dwoéch laseréw  lub  dwéch  diod

elektroluminescencyjnych.
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4.7.3. Przygotowanie roztworow wzorcoéw i probek kontrolnych

Roztwér wyjsciowy wzorcéw biatek przygotowano poprzez dodanie do fiolki z
wzorcami 781 yl roztworu do rozcienczania wzorcdéw i delikatne wymieszanie, a
nastepnie inkubowano na lodzie przez 30 minut. Tak przygotowany roztwor stanowi
jednoczesnie roztwor do krzywej wzorcowej o najwyzszym stezeniu. Pozostate 7
punktow krzywej wzorcowej przygotowano poprzez czterokrotne rozcienczanie
kolejnych roztworow. W tym celu do probdéwek typu Eppendorf dodano po 150 ul
roztworu do rozcienczania wzorcéw. Nastepnie do jednej z probéwek dodano 50 pl
roztworu do krzywej wzorcowej o0 najwyzszym stezeniu, zmieszano i 50 pl
przygotowanego roztworu przeniesiono do kolejnej probéwki. Procedure kontynuowano
az do ostatniego punktu krzywej wzorcowej. Calg krzywg wzorcowg przygotowano w
dwoch powtdrzeniach. Roztwory kontrolne o wysokim i niskim stezeniu przygotowano
poprzez dodanie do fiolek z odpowienimi liofilizatami 250 ul roztworu do rozciehczania
wzorcow i delikatne wymieszanie. Tak przygotowane roztwory inkubowano na lodzie
przez 30 minut. Wszystkie przygotowane roztwory zuzyto bezposrednio po

przygotowaniu.

4.7.4. Przygotowanie innych roztworow wykorzystywanych w metodyce

oznaczania biatek

Przygotowano roztwér roboczy zawierajgcy kulki magnetyczne przez
wstrzgsniecie stezonego roztworu zawierajgcego kulki magnetyczne, a nastepnie 20-
krotnie rozcienczenie buforem do analiz. Roztwér chroniono przed $wiattem za pomocag
folii aluminiowej i doprowadzono do temperatury pokojowej przed uzyciem. Roztwor
roboczy zawierajgcy biotynylowane przeciwciata do detekcji przygotowano 10 minut
przed uzyciem poprzez wstrzgsniecie stezonego roztworu zawirajgcego przeciwciata, a
nastepnie 20-krotne rozciehczenie roztworem do rozciehczania przeciwciat. Roztwor
roboczy zawierajgcy koniugat streptoawidyny i fikoerytryny przygotowano 10 minut
przed uzyciem poprzez wstrzgsniecie stezonego roztworu zawierajgcego koniugat i
100-krotne rozcienczenie buforem do analiz. Roztwdr chroniono przed sSwiattem.
Wszystkie roztwory przygotowywano w nadmiarze, ktéry miat zapewni¢ mozliwos¢
swobodnego pobrania wtasciwych objetosci roztworéw pipetg osmiokanatowg z

odpowiedniego rezerwuaru.
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4.7.5. Przygotowanie prébek do analizy

Prébki surowicy rozmrozono i pozostawiono na lodzie. Rozciehczenia probek
surowicy przygotowano bezposrednio przed przeprowadzeniem procedury testu
immunologicznego. Probki rozcienczono czterokrotnie, mieszajgc kazdorazowo 45 pl
roztworu do rozcienczania probek z 15 ul surowicy, i doprowadzono do temperatury
pokojowej. Do kazdego wykorzystywanego dotka ptytki 96-dotkowej o ptaskim dnie
dodano 50 ul roztworu roboczego zawierajgcego kulki magnetyczne. Plytke ptukano
dwukrotnie za pomocg 100 ul buforu do przeptukiwania. Po dodaniu kazdej porciji
roztworu ptytke umieszczano na minute na podktadce magnetycznej pod przykryciem z
folii aluminiowej, po czym nie zdejmujac piytki z podktadki wylewano roztwor.
Podktadka magnetyczna zapewniata przyciggniecie kulek magnetycznych do dna
ptytki, dzieki czemu kulki nie byly wylewane wraz z roztworem. Nastepnie do
odpowiednich dotkéw plytki dodano po 50 ul roztworow do krzywej wzorcowej,
roztworow kontrolnych, probek slepych (roztwér do rozcienczania wzorcow) oraz
rozciehczonych prébek surowicy. Plytke przykryto tasmg uszczelniajgcg i inkubowano
przez godzine w temperaturze pokojowej w ciemnosci pod przykryciem z folii
aluminiowej z jednoczesnym wstrzgsaniem przy 850 rpm. Po inkubacji piytke
trzykrotnie ptukano za pomocg 100 ul buforu do przeptukiwania. W kolejnym kroku do
wszystkich dotkéw dodano po 25 pl roztworu roboczego zawierajgcego biotynylowane
przeciwciata do detekcji. Plytke przykryto tasma uszczelniajgcg i ponownie inkubowano
przez pot godziny w tych samych warunkach. Po inkubacji ptytke ptukano trzykrotnie za
pomocg 100 ul buforu do przeptukiwania, a nastepnie do wszystkich dotkéw dodano po
50 ul roztworu roboczego zawierajgcego koniugat streptoawidyny i fikoerytryny, po
czym ptytke przykryto tasmg uszczelniajgcg i inkubowano przez 10 minut w tych
samych warunkach. Po trzykrotnym przeptukaniu ptytki, analogicznie jak we
wczesniejszych etapach, dodano do wszystkich dotkéw po 125 ul buforu do analiz,
przykryto piytke tasmg uszczelniajgcg i wytrzgsano przez 30s. Plytke z

przygotowanymi probkami umieszczano w czytniku — cytometrze przeptywowym.

4.7.6. Parametry czytnika

Do detekcji analitow wykorzystano technologie Luminex/xMAP. Dane zbierano
przy uzyciu czytnika Bio-Plex MAGPIX (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Czytnik ten jest
cytometrem przeptywowym wyposazonym w dwie diody elektroluminescencyjne, z
ktorych jedna emituje Swiatto czerwone o dtugosci fali 635 nm, a druga emituje Swiatto

zielone o dlugosci fali 532 nm. Czerwona dioda oswietla barwniki fluorescencyjne
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kazdej kulki, prowadzac do klasyfikacji kulek i tym samym identyfikacji analitéw. W tym
samym czasie zielona dioda wzbudza fikoerytryne, ktéra generuje sygnat. Detekcja
emitowanego promieniowania odbywa sie przy uzyciu fotopowielacza, a na podstawie
odczytanych intensywnosci fluorescenciji, ktére sg proporcjonalne do stezenia biatek
zwigzanych z kulkami, wyznacza sie krzywe wzorcowe oraz zawartosci biatek w
probkach. Objetos¢ prébki pobierana przez czytnik z kazdego dotka ptytki wynosita
50 ul. Zbieranie danych i ich przetwarzanie odbywato sie z wykorzystaniem

oprogramowania Bio-Plex Manager (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.7.7. Walidacja metody

Metoda separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej oznaczania biatek z
wykorzystaniem zestawu Bio-Plex jest zwalidowana z uwzglednieniem nastepujgcych
parametrow: specyficzno$¢ i reaktywnos$¢ krzyzowa, dokfadnosé (odzysk), precyzja
(powtarzalnosc¢ i odtwarzalnosé), czutosé (LOD), zakres (dolna granica oznaczalnosci
(ang. lower limit of quantification, LLOQ) / gbérna granica oznaczalnosci (ang. upper
limit of quantification, ULOQ)), liniowos¢ rozcienczenia, paralelizm i efekt matrycy. W
celu weryfikacji walidacji ocenie poddano doktadno$¢é metody oraz wykreslono krzywe
wzorcowe dla analitbw z wykorzystaniem 5-parametrowej regresji logistycznej,
oceniono poprawnosc¢ ich dopasowania i okreslono zakres (LLOQ/ULOQ) dla kazdego
analitu. Doktadno$s¢ metody zostata sprawdzona poprzez analize dwéch roztworow
kontrolnych, o wysokim i niskim stezeniu biatek, do ktérych dotgczony jest certyfikat z
zakresami referencyjnymi stezen wszystkich 16 biatek. Dodatkowo przed kazdg analizg
weryfikowano sprawnos¢ systemu, aby przygotowaé cytometr przeptywowy do pracy i

sprawdzi¢ poprawnos¢ jego kalibraciji.
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4.8. Statystyczna analiza otrzymanych wynikéw

W celu analizy danych metabolomicznych i proteomicznych otrzymanych w
przeprowadzonych badaniach wykorzystano analizy statystyczne jednozmiennowe
oraz wielozmiennowe. Zmiennymi w analizach byty stezenia aminokwaséw oznaczone
w probkach surowicy i moczu, intensywnosci peptydow z widm MS otrzymanych w
wyniku profilowania probek surowicy i moczu oraz stezenia biatek oznaczone w
prébkach surowicy. Kazda prébka byta przypisana do jednej z dwoch analizowanych
grup: pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (grupa badana, n = 49) lub oséb
zdrowych (grupa kontrolna, n =40). Odpowiednio przygotowane zbiory danych
analizowano w programie Statistica 10.0 (StatSoft Polska, Krakow), z wykorzystaniem
platformy online MetaboAnalyst 3.0 oraz w programie ClinPro Tools 3.0 (Bruker
Daltonics, Brema, Niemcy). We wszystkich analizach statystycznych za istotng

statystycznie przyjeto wartos¢ p < 0,05.

4.8.1. Jednozmiennowe analizy statystyczne

Przeprowadzono analizy jednozmiennowe uzyskanych danych. W programie
Statistica porownano poziomy zmiennych pomiedzy grupami. W pierwszej kolejnosci
sprawdzano normalnos¢ rozktadu analizowanych zmiennych (aminokwasow, peptydéw
oraz biatek) w ptynach ustrojowych (surowicy oraz moczu) wykorzystujgc test W
Shapiro-Wilka. Jest to preferowany test normalnosci, poniewaz cechuje go duza moc w
porownaniu do innych testéw. Zmienne, ktorych rozktad stezen (w przypadku
aminokwasow oraz biatek) lub intensywnosci (w przypadku peptydoéw) nie spetniat
zatozeh o normalnosci rozktadu, poddano analizie statystycznej z uzyciem
nieparametrycznego testu U Manna-Whitney’a. Stuzy on do weryfikacji hipotezy
zerowej o nieistotnosci réznic pomiedzy medianami badanych zmiennych w dwdch
grupach. W przypadku zmiennych, ktérych rozktad spetniat zatozenie o normalnosci
rozktadu, zastosowano analize jednorodnos$ci wariancji przy uzyciu testu Levene’a i
testu Browna-Forsythe’a. W przypadku nie spetnienia zatozenia o jednorodnosci
wariancji w obrebie grup, w celu oceny roéwnosci S$rednich w dwoéch grupach
przeprowadzono test F Welcha. Natomiast w przypadku, gdy na podstawie obliczonej
przez program wartosci prawdopodobienstwa testowego (p) brak byto podstaw do
odrzucenia hipotezy o jednorodnosci wariancji, do oceny zréznicowania przecietnego
poziomu stezen aminokwasow lub intensywnosci peptydow w dwéch grupach uzyto
testu t-Studenta. Zmienne, ktérych poziomy réznity sie pomiedzy grupg badang i

kontrolng (p < 0,05), uznano za potencjalnie istotne dla raka prostaty.
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Wykorzystujgc platforme MetaboAnalyst wykreslono krzywe receiver operating
characteristic (ang., ROC) uzywane do oceny poprawnosci klasyfikatora. Okreslono
poprawnos$¢ klasyfikacji osobno dla kazdej zmiennej oraz porownano miedzy sobg
uzyskane modele klasyfikacyjne przy uzyciu pola pod wykresem krzywej ROC (ang.
area under curve, AUC).

4.8.2. Wielozmiennowe analizy statystyczne

Wykorzystujgc platforme MetaboAnalyst przeprowadzono analizy
wielozmiennowe uzyskanych danych. W pierwszej kolejnosci wykonywano
normalizacje (wstepng obrébke) danych, ktéra obejmowata trzy etapy. Dane zostaty
poddane normalizacji w odniesieniu do prébek (ang. sample normalization) w celu
zniwelowania réznic pomiedzy prébkami (rodzaj normalizacji — ang. normalization by
sum), a takze transformacji (logarytmowaniu) i autoskalowaniu w celu umozliwienia
poréwnywania zmiennych miedzy sobg. Te etapy normalizacji danych odbywaty sie
niezaleznie dla kazdego analizowanego statystycznie zbioru zmiennych. Czterema
podstawowymi zbiorami danych byly: stezenia aminokwaséw w prébkach surowicy,
stezenia aminokwasow w prébkach moczu znormalizowane na kreatynine,
intensywnosci peptydéw w prébkach surowicy oraz intensywnosci peptydéw w
probkach moczu.

W celu przedstawienia korelacji w obrebie danych oraz poréwnania profili
aminokwasowych i biatkowych miedzy grupg badang i kontrolng przeprowadzono
analizy PLS-DA (ang. partial least squares — discriminant analysis). PLS-DA
wykorzystano do klasyfikacji prébek oraz do wytypowania zmiennych majgcych
najwieksze znaczenie w klasyfikacji pacjentéw do jednej z dwoch grup. PLS-DA jest
metodg nadzorowang i w zwigzku z tym ma tendencje do nadmiernego
dopasowywania danych. Dlatego modele otrzymane w PLS-DA powinny byé
walidowane. W celu walidacji modeli przeprowadzono testy permutacji [158]. Test
permutacji polega na losowej zamianie etykiet identyfikujgcych analizowane grupy, po
czym analiza PLS-DA jest wykonywana dla zbioru danych z nowymi etykietami. Ten
proces jest powtarzany wiele razy (w analizach przeprowadzanych w niniejszej pracy
przeprowadzano po 2000 powtdrzen), a nastepnie ocenia sig, czy klasyfikacja probek
byta istotna ze statystycznego punktu widzenia, czy tez byta przypadkowa.

Wykorzystujgc platforme MetaboAnalyst wykreslono ponadto krzywe ROC dla
modeli sktadajgcych sie z wielu zmiennych i dla kazdego modelu okreslono
poprawnos¢ klasyfikacji oraz poréwnano miedzy sobg uzyskane modele klasyfikacyjne

przy uzyciu wartosci AUC. W programie Statistica przeprowadzono ponadto analizy
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dyskryminacyjne w celu oceny zdolnosci klasyfikacyjnych wybranych grup zmiennych
(aminokwaséw, peptyddw), w tym czutosci i swoistosci. Kazda analiza dyskryminacyjna
zostata poprzedzona normalizacjg odpowiedniego zbioru danych poprzez platforme
MetaboAnalyst.

Do wielozmiennowej analizy profili peptydowych wykorzystano rowniez program
ClinPro Tools. Zaroéwno dla prébek surowicy, jak i moczu, wygenerowane zostaty trzy
modele klasyfikacyjne z wykorzystaniem trzech réznych algorytméw. Pierwszy z nich to
QuickClassifier (QC), ktory jest algorytmem sortujgcym jednoczynnikowym. Kolejny
algorytm to Supervised Neural Network (SNN), wykorzystujgcy charakterystyczne
widma dla kazdej grupy, zwane prototypami. Ostatnim algorytmem jest Genetic
Algorithm (GA), ktéry wybiera kombinacje pikdw najbardziej istotne dla dyskryminaciji.
Dla kazdego modelu uzyskano wartos¢ okreslong jako zdolnosé rozpoznawania, czyli
poprawnos¢ klasyfikacji pacjentéw do odpowiedniej grupy chorych lub zdrowych.
Przeprowadzono ponadto procedure walidacji krzyzowej. Walidacja krzyzowa okresla
wiarygodnos¢ zbudowanego modelu i moze byé uzyta do przewidzenia, jak model
bedzie sie zachowywat w przysztosci.

Przeprowadzono dodatkowe analizy PLS-DA danych dla prébek pacjentéw z
rakiem prostaty z wykorzystaniem platformy MetaboAnalyst. Celem analiz byto
okreslenie korelacji w obrebie danych poprzez sprawdzenie, czy mozliwa jest
dyskryminacja prébek w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej. Pacjentéw
podzielono na trzy grupy wedtug klasyfikacji patomorfologicznej raka prostaty: grupa z
szescioma punktami w skali Gleasona (n = 19), grupa z siedmioma punktami w skali
Gleasona (n = 24) oraz grupa z osmioma lub dziewiecioma punktami w skali Gleasona
(n =6). Analizowano cztery zbiory danych: stezenia aminokwasow w prébkach
surowicy, stezenia aminokwaséw w probkach moczu znormalizowane na kreatynine,
intensywnosci peptydow w prébkach surowicy oraz intensywnosci peptydow w

prébkach moczu.
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5. WyniKi

5.1. Tabele

5.1.1. Spis tabel

Tabele 1i 2 dotycza Czesci teoretycznej i sg umieszczone w Rozdziale 2.

Tabela 1, strona 18. Grupy prognostyczne odpowiadajgce wynikowi w skali Gleasona
[20]. Grupa prognostyczna | wigze sie z bardzo dobrymi rokowaniami i jest
najkorzystniejsza dla pacjenta. Rokowania pogarszajg sie znaczgco od grupy

prognostycznej | do V.
Tabela 2, strona 38. Podstawowe zrdodta biomarkerow raka prostaty [115, 116]. Zalety

i ograniczenia zwigzane z réznymi rodzajami probek odnoszg sie do techniki poboru,

przechowywania, objetosci i sktadu probek oraz markerow, ktore mogg zostaé wykryte.

Tabele 3-6 dotycza Czes$ci doswiadczalnej i sg umieszczone w Rozdziale 4.

Tabela 3, strona 49. Charakterystyka grupy badanej — pacjentow ze zdiagnozowanym

rakiem prostaty.

Tabela 4, strona 53. Procentowy udziat faz ruchomych podczas rozdziatu

chromatograficznego w metodzie LC-MS/MS oznaczania aminokwaséw.

Tabela 5, strony 55-56. Parametry MS dla aminokwaséw oznaczanych z
wykorzystaniem odczynnikéw aTRAQ. Dla kazdego oznaczanego aminokwasu podano
przejscia MRM i energie kolizyjng odpowiadajgce oznaczanemu aminokwasowi
obecnemu w prébce biologicznej (analit) oraz jego wzorcowi wewnetrznemu. Przejscia
MRM s3 jednakowe w przypadku aminokwasow izobarycznych. Q1 m/z — stosunek
masy do tadunku jonu macierzystego, Q3 m/z — stosunek masy do tadunku jonu

potomnego, CE — energia kolizyjna.

Tabela 6, strona 59. Procentowy udziat faz ruchomych podczas rozdziatu

chromatograficznego w metodzie LC-MS/MS oznaczania kreatyniny.
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Tabele 7-30 dotyczg Wynikow i sg umieszczone w Rozdziale 5.

Tabela 7, strona 82. Parametry walidacyjne metody LC-MS/MS oznaczania
aminokwasow: precyzja dla oznaczania aminokwasoéw w surowicy oraz doktadnosc.

AA — aminokwas, Powt. — powtarzalnos¢, Odt. — odtwarzalno$é.

Tabela 8, strona 83. Parametry walidacyjne metody LC-MS/MS oznaczania
aminokwasow: precyzja dla oznaczania aminokwaséw w moczu. AA — aminokwas,

Powt. — powtarzalno$¢, Odt. — odtwarzalnosé.

Tabela 9, strona 84. Oznaczone stezenia aminokwasow [uM] w surowicy pacjentow z
grupy badanej (n=49) z wykorzystaniem metody LC-MS/MS. LOQ - granica

oznaczalnosci.

Tabela 10, strona 85. Oznaczone stezenia aminokwaséw [uM] w surowicy pacjentow
z grupy kontrolnej (n =40) z wykorzystaniem metody LC-MS/MS. LOQ - granica

oznaczalnosci.

Tabela 11, strona 86. Oznaczone minimalne stezenia aminokwaséw [uM] w moczu
pacjentow z grupy badanej (n = 49) i z grupy kontrolnej (n = 40) przed normalizacjg z

wykorzystaniem metody LC-MS/MS. LOQ — granica oznaczalno$ci.

Tabela 12, strona 87. Oznaczone stezenia aminokwaséw znormalizowane na stezenie
kreatyniny (stosunki stezen aminokwas / kreatynina) [10 yM aminokwasu / M
kreatyniny] w moczu pacjentéw z grupy badanej (n = 49) z wykorzystaniem metody LC-
MS/MS.

Tabela 13, strona 88. Oznaczone stezenia aminokwasow znormalizowane na stezenie
kreatyniny (stosunki stezen aminokwas / kreatynina) [10 yM aminokwasu / M
kreatyniny] w moczu pacjentéw z grupy kontrolnej (n = 40) z wykorzystaniem metody
LC-MS/MS.

Tabela 14, strona 89. Parametry MS dla metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w
moczu. DP — potencjat rozpadu klastrow, EP — potencjat wejscia, CE — energia
kolizyjna, CXP — potencjat wyjscia z komory kolizyjnej, * - pierwszy jon potomny
(pierwsze przejscie masowe, ilosciowe), ** - drugi jon potomny (drugie przejscie

masowe, jakosciowe).
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Tabela 15, strona 89. Odzysk dla metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w moczu
dla prébek kontrolnych moczu obcigzonych trzema réznymi poziomami wzorca

kreatyniny.

Tabela 16, strona 89. Powtarzalno$¢ metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w

moczu dla trzech pozioméw stezen kreatyniny. CV — wspoétczynnik zmiennosci.

Tabela 17, strony 90-93. Intensywnosci peptydéw w surowicy pacjentow z grupy
badanej i kontrolnej otrzymane z wykorzystaniem metody MALDI-TOF-MS.

Tabela 18, strony 94-97. Intensywnosci peptyddw w moczu pacjentdéw z grupy
badanej i kontrolnej otrzymane z wykorzystaniem metody MALDI-TOF-MS.

Tabela 19, strona 98. Doktadnos¢ metody separacji magnetycznej i cytometrii
przeptywowej oznaczania biatek. Zakresy referencyjne dla roztworéw kontrolnych o

wysokim i niskim stezeniu oraz stezenia oznaczone [pg/ml].

Tabela 20, strona 98. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] w surowicy pacjentéw z
grupy badanej (n=49) z wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii
przeptywowej. LLOQ - dolna granica oznaczalnosci, ULOQ - gdérna granica

oznaczalnosci.

Tabela 21, strona 99. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] w surowicy pacjentéw z
grupy kontrolnej (n=40) z wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii
przeptywowej. LLOQ - dolna granica oznaczalnosci, ULOQ - godrna granica

oznaczalnosci.

Tabela 22, strony 100-101. Poréwnanie srednich stezen aminokwasow w dwdch

grupach w surowicy i moczu oznaczonych z wykorzystaniem metody LC-MS/MS.
Tabela 23, strona 101. Poréwnanie $rednich stezen biatek [pg/ml] w surowicy

pacjentow w dwdch grupach oznaczonych z wykorzystaniem separacji magnetycznej i

cytometrii przeptywowej.
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Tabela 24, strona 102. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli
zbudowanych na podstawie oznaczonych stezen aminokwaséw w prébkach surowicy.
Model 1 A — zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujgcej, model 1 B —
zbudowany z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych

aminokwasow wedtug analiz jednozmiennowych).

Tabela 25, strona 103. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli
zbudowanych na podstawie oznaczonych stezen aminokwaséw w prébkach moczu.
Model 2 A — zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujgcej, model 2 B —
zbudowany z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych

aminokwaséw wedtug analiz jednozmiennowych).

Tabela 26, strona 104. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli
zbudowanych na podstawie wyznaczonych intensywnosci peptydéw w préobkach
surowicy. Model 3 A — zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujace;j,
model 3 B — zbudowany z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej

réznicujgcych peptydéw wedtug analiz jednozmiennowych).

Tabela 27, strona 105. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli
zbudowanych na podstawie wyznaczonych intensywnosci peptydéw w prébkach
moczu. Model 4 A — zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujace;,
model 4 B — zbudowany z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej

roznicujgcych peptydéw wedtug analiz jednozmiennowych).

Tabela 28, strona 106. Analiza dyskryminacyjna. Poréwnanie modeli zbudowanych na
podstawie czterech zbioréw danych dwoma réznymi sposobami. Czutos¢, swoistos¢ i

ogolna poprawnos¢ klasyfikacji wyznaczone na podstawie zbioru testowego.
Tabela 29, strona 107. Ogdlna poprawnos$¢ klasyfikacji dla opartych o krzywe ROC
modeli sktadajgcych sie z réznej ilosci zmiennych i otrzymanych dla czterech zbiorow

danych.

Tabela 30, strona 107. Wyniki zdolnosci klasyfikacyjnych trzech modeli
klasyfikacyjnych wykorzystujgcych profile peptydowye w prébkach surowicy i moczu.
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5.1.2. Tabele

Tabela 7. Parametry walidacyjne metody LC-MS/MS oznaczania aminokwasow:

precyzja dla oznaczania aminokwasow w surowicy oraz dokfadnosé. AA — aminokwas,

Powt. — powtarzalno$¢, Odt. — odtwarzalnosé.

Precyzja — wspotczynnik zmiennosci [%] (n = 9)

Doktadnos$é — kontrolne
osocze

Czas retencji

Czas retencji

AA Stezenie analitu WeWV\r/]ze;:;:gego Stezenie [uM]
Powt. | Odt. | Powt. | Odt. | Powt. | Odt. zakres Ozna-
referencyjny | czone
Tau 6,54 2,21 0,66 1,87 0,51 2,33 25,9 - 38,8 33,9
Asn 2,96 6,04 0,44 2,38 0,53 1,67 26,4 - 39,7 32,6
Ser 1,32 | 10,35 | 0,43 2,64 0,48 1,87 68,6 - 100,3 86,5
Gly 3,10 | 10,05 | 0,41 2,28 0,39 2,37 | 137,0-206,0 | 193,3
Hyp 2,10 | 10,99 | 0,46 2,66 0,41 2,54 - -
EtN 2,29 7,72 0,32 2,17 0,32 2,28 - -
Gln 1,59 | 11,49 | 0,28 2,18 0,39 2,74 | 220,0-330,0 | 253,4
Asp 6,03 7,05 0,31 2,56 0,21 2,07 10,2 - 15,3 11,5
Cit 8,23 | 18,24 | 0,19 1,98 0,25 2,27 16,8 - 25,2 20,2
Thr 1,46 | 10,23 | 0,24 2,20 0,24 2,38 79,8 - 120,0 98,2
Sar 6,06 2,86 0,26 2,40 0,35 1,90 - -
bAla 2,81 8,34 0,27 2,08 0,16 2,20 - -
Ala 3,62 5,92 0,15 2,03 0,09 2,40 | 279,0-418,0 | 408,1
Glu 4,77 6,74 0,18 2,04 0,15 1,99 | 147,0-221,0 | 162,8
His 6,89 3,26 0,25 3,09 0,19 1,96 57,8 - 86,7 68,7
1MHis | 0,58 6,53 0,25 2,65 0,25 2,03 - -
3MHis | 3,57 9,07 0,15 2,18 0,30 3,09 - -
Aad 11,54 | 11,16 | 0,00 1,48 0,00 2,65 - -
bAib 7,01 6,28 0,07 1,37 0,00 2,62 - -
Abu 2,70 | 10,00 | 0,07 1,40 0,07 1,39 10,9- 16,4 16,1
Arg 7,82 6,02 0,15 2,11 0,13 1,84 45,3 - 67,9 54,0
Pro 3,27 8,39 0,07 1,45 0,07 2,05 | 159,0-238,0 | 2305
Orn 1,29 | 10,10 | 0,07 1,63 0,00 1,48 56,1 - 84,1 56,7
Cys 23,83 | 20,05 | 0,07 1,29 0,07 1,48 - -
Lys 4,73 | 12,09 | 0,07 1,29 0,07 1,40 92,1-138,0 129,9
Met 2,38 10,20 0,11 1,07 0,17 2,11 41,9-62,8 47,3
Val 1,28 | 10,59 | 0,17 1,00 0,17 1,38 | 145,0-217,0 | 197,2
Tyr 6,13 | 10,82 | 0,11 0,76 0,16 1,56 39,2 - 58,7 43,9
lle 2,74 7,01 0,00 0,97 0,00 1,41 46,1 - 69,2 55,1
Leu 0,73 9,05 0,00 1,09 0,00 1,34 | 127,0-191,0 | 156,1
Phe 1,22 8,16 0,00 0,94 0,00 2,27 59,3 - 88,9 65,0
Trp 1,38 6,98 0,48 0,49 0,48 1,29 35,5-53,2 39,6
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Tabela 8. Parametry walidacyjne metody LC-MS/MS oznaczania aminokwasow:
precyzja dla oznaczania aminokwaséw w moczu. AA - aminokwas, Powt. —

powtarzalnos¢, Odt. — odtwarzalnosé.

Precyzja — wspotczynnik zmiennosci [%] (n = 9)

Aminokwas Stezenie Czas retencji analitu Czas retencji wzorca
wewnetrznego
Powt. Odt. Powt. Odt. Powt. Odt.
PEtN 2,55 2,59 0,48 1,19 0,48 1,14
Tau 6,34 3,47 0,69 1,08 0,46 1,10
Asn 3,20 4,91 0,66 1,56 0,50 1,57
Ser 0,23 5,63 0,50 1,48 0,50 1,50
Gly 8,20 5,55 0,61 1,44 0,61 1,52
Hyp 10,92 18,07 0,48 2,27 0,47 1,37
EtN 2,26 1,73 0,42 1,61 0,56 1,50
Gln 3,46 3,77 0,58 1,41 0,58 1,38
Asp 6,71 7,57 0,58 1,44 0,73 1,28
Cit 7,63 13,70 0,51 1,17 0,51 1,17
Thr 6,03 6,29 0,51 1,17 0,39 1,18
Sar 8,29 17,50 0,40 1,25 0,40 1,24
bAla 2,70 15,07 0,50 1,26 0,37 1,27
Ala 4,88 4,90 0,47 1,27 0,59 1,27
Glu 1,65 5,69 0,62 1,15 0,62 1,16
His 1,66 3,47 0,54 2,11 0,54 2,13
1MHis 4,71 5,83 0,51 1,72 0,51 1,72
3MHis 4,19 4,59 0,46 2,10 0,58 2,12
Asa 5,85 6,50 0,49 1,63 0,61 1,66
Hcit 7,88 6,13 0,32 0,82 0,32 0,80
Car 7,00 10,92 0,23 2,00 0,56 1,99
Aad 9,45 6,75 0,31 0,73 0,21 0,75
GABA 9,94 12,39 0,43 0,94 0,33 0,99
bAib 3,44 3,12 0,30 0,74 0,20 0,73
Abu 5,36 8,07 0,30 0,73 0,20 0,75
Arg 15,28 3,30 0,65 2,08 0,44 1,97
Pro 0,53 9,43 0,40 0,84 0,40 0,80
Orn 0,29 18,68 0,50 1,04 0,30 1,11
Cth 12,09 10,23 0,00 0,85 0,30 0,86
Cys 5,29 5,23 0,19 0,76 0,29 0,78
Hyl 5,74 14,01 0,31 2,83 0,31 1,15
Lys 3,35 5,31 0,28 0,82 0,19 0,84
Met 1,72 3,03 0,17 0,50 0,17 0,47
Val 4,83 6,45 0,17 0,50 0,17 0,49
Tyr 2,02 4,91 0,16 0,39 0,16 0,38
lle 8,87 15,46 0,15 0,30 0,15 0,29
Leu 4,56 4,94 0,22 0,28 0,14 0,30
Phe 1,75 4,09 0,14 0,30 0,14 0,28
Trp 2,40 1,62 0,00 0,50 0,00 0,50
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Tabela 9. Oznaczone stezenia aminokwasow [UM] w surowicy pacjentéw z grupy

badanej (n = 49) z wykorzystaniem metody LC-MS/MS. LOQ - granica oznaczalnosci.

Aminokwas | Srednia SD Mediana | Min. Maks. LOQ
Tau 115,1 30,6 117,2 32,7 174,5 0,5
Asn 39,0 6,6 38,7 26,5 55,1 0,5
Ser 126,4 23,2 128,5 84,9 174,7 0,5
Gly 227,7 39,5 219,2 163,6 362,1 1,0
Hyp 13,3 7,8 10,4 51 35,9 0,2
EtN 7,6 1,1 7,6 51 10,4 0,5
GIn 407,8 56,1 404,0 303,8 509,1 0,5
Asp 14,2 6,1 14,0 4,6 26,4 0,1
Cit 26,1 9,2 24,6 10,4 54,2 0,5
Thr 102,1 23,4 106,0 53,4 168,0 0,2
Sar 1,7 1,0 1,4 0,6 5,6 0,2
bAla 21,5 11,8 18,7 4,4 54,3 0,5
Ala 396,5 80,0 384,8 281,9 604,1 0,2
Glu 53,7 23,9 47,5 24,6 142,7 0,5
His 55,8 9,2 56,8 36,1 75,6 0,5
1MHis 51 8,0 2,0 0,3 44,7 0,2
3MHis 4,5 1,7 4,5 2,1 8,9 0,2
Aad 1,0 0,4 0,9 0,3 2,5 0,2
bAib 2,0 1,2 1,7 0,7 7,3 0,2
Abu 20,9 7,6 18,9 6,6 46,1 0,2
Arg 715 15,2 67,4 47,9 110,4 0,5
Pro 202,6 62,3 191,0 101,1 413,9 0,1
Orn 79,3 22,1 81,1 32,4 139,5 0,5
Cys 12,9 15,5 2,6 1,0 56,0 1,0
Lys 154,9 25,0 150,9 115,2 233,2 0,5
Met 16,9 4,1 16,7 10,6 28,9 0,1
Val 222,8 40,0 220,9 139,9 328,6 0,2
Tyr 40,6 9,1 38,8 25,1 68,9 0,5
lle 56,3 14,6 54,3 29,4 103,1 0,5
Leu 101,6 23,4 100,0 59,1 163,4 0,5
Phe 47,8 7.9 45,7 34,9 72,5 0,2
Trp 41,2 7,8 40,3 271 60,2 0,1
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Tabela 10. Oznaczone stezenia aminokwasow [uM] w surowicy pacjentéw z grupy

kontrolnej

(n =40)

oznaczalnosci.

z wykorzystaniem metody LC-MS/MS.

LOQ

Aminokwas | Srednia| SD | Mediana | Min. Maks. | LOQ
Tau 105,6 42,1 105,5 48,0 232,1 0,5
Asn 44,3 8,2 43,7 27,7 63,4 0,5
Ser 121,7 28,5 117,4 78,2 199,1 0,5
Gly 2345 52,6 229,7 136,8 404,6 1,0
Hyp 12,3 7.6 9,5 31 | 407 0,2
EtN 9,8 2,3 9,6 6,3 16,2 0,5
GIn 496,3 96,2 488,1 333,6 734,3 0,5
Asp 11,8 4,2 11,2 5,0 21,0 0,1
Cit 26,9 8,4 27,8 7,4 45,2 0,5
Thr 100,6 23,3 95,5 62,6 152,3 0,2
Sar 1,2 0,6 1,2 0,2 3,0 0,2
bAla 15,6 8,8 14,2 59 45,1 0,5
Ala 488,3 130,8 479,9 207,6 782,2 0,2
Glu 65,4 30,2 59,3 24,8 187,3 0,5
His 63,7 11,1 61,2 47,9 101,2 0,5
1MHis 6,0 53 4,6 0,7 24,8 0,2
3MHis 3,2 0,9 3,1 1,6 6,3 0,2
Aad 1,0 0,3 0,9 0,5 2,0 0,2
bAib 1,9 0,9 1.8 0,8 4,2 0,2
Abu 24,1 7,2 23,6 13,1 42,8 0,2
Arg 95,0 29,1 87,7 58,3 180,1 0,5
Pro 188,8 53,8 183,5 98,9 311,3 0,1
Orn 92,9 27,0 85,4 46,7 158,4 0,5
Cys 4,3 5,2 2,7 1,0 30,5 1,0
Lys 188,8 41,9 189,5 122,5 2999 0,5
Met 23,7 5,8 22,5 14,3 36,3 0,1
Val 236,8 42,2 232,6 161,9 307,6 0,2
Tyr 43,6 10,0 41,8 26,5 68,7 0,5
lle 69,9 13,2 70,1 45,5 101,5 0,5
Leu 124,7 24,5 125,5 77,6 189,0 0,5
Phe 55,8 8,8 55,8 41,2 83,7 0,2
Trp 44,9 9,5 43,4 30,3 67,4 0,1

granica
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Tabela 11. Oznaczone minimalne stezenia aminokwasow [uM] w moczu pacjentéow z
grupy badanej (n=49) i z grupy kontrolnej (n=40) przed normalizacja z
wykorzystaniem metody LC-MS/MS. LOQ — granica oznaczalno$ci.

Aminokwas | Grupa badana (n =49) | Grupa kontrolna (n =40) | LOQ
PEtN 1,0 4,2 0,5
Tau 95,3 25,8 0,5
Asn 9,0 19,2 0,5
Ser 37,0 67,5 0,5
Gly 75,8 190,9 1,0
Hyp 0,2 0,2 0,2
EtN 57,1 74,5 0,5
Gin 7,0 97,3 0,5
Asp 0,2 0,3 0,1
Cit 0,5 0,5 0,5
Thr 3,4 24,4 0,2
Sar 0,2 0,2 0,2
bAla 11 2,8 0,5
Ala 17,6 30,9 0,2
Glu 1,3 2,9 0,5
His 8,6 154,0 0,5
1MHis 11,6 13,4 0,2
3MHis 32,2 44,5 0,2
Asa 1,0 1,9 1,0
Hcit 1,8 3,9 0,2
Car 0,5 1,4 0,5
Aad 0,3 59 0,2
GABA 0,3 0,1 0,05
bAib 13,0 6,2 0,2
Abu 0,2 15 0,2
Arg 1,7 4,2 0,5
Pro 1,4 1,3 0,1
Orn 14 4,6 0,5
Cth 0,5 2,0 0,5
Cys 4.9 10,6 1,0
Hyl 0,5 0,6 0,5
Lys 3,7 9,3 0,5
Met 0,2 1,6 0,1
Val 3,2 8,7 0,2
Tyr 2,5 14,3 0,5
lle 1,0 2,6 0,5
Leu 2,3 7,0 0,5
Phe 3,1 10,0 0,2
Trp 2,7 8,3 0,1
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Tabela 12. Oznaczone stezenia aminokwaséw znormalizowane na stezenie kreatyniny

(stosunki stezen aminokwas / kreatynina) [10 yM aminokwasu / M kreatyniny] w moczu

pacjentéw z grupy badanej (n = 49) z wykorzystaniem metody LC-MS/MS.

Aminokwas | Srednia | SD Mediana | Min. Maks.
PEtN 113,5 78,8 97,9 7,2 299,7
Tau 6605,8 | 4062,7 | 5836,1 560,5 | 16462,5
Asn 637,7 369,9 604,3 123,4 1620,4
Ser 2843,2 | 1420,3 | 25139 512,9 5925,1
Gly 8527,7 | 4702,0 | 7533,5 | 1050,8 | 19514,0
Hyp 31,2 42,2 13,5 1,9 167.,4
EtN 2440,2 774,7 2597,8 847,0 4838,3
GIn 2781,4 | 1403,1 | 2677,3 97,0 6676,7
Asp 22,0 16,7 19,0 2,3 69,2
Cit 42,3 40,3 29,2 57 167,3
Thr 957,9 755,4 691,1 47,1 3227,7
Sar 12,7 15,6 7,3 0,8 101,5
bAla 288,5 471,5 162,0 13,7 3113,6
Ala 2270,2 | 1761,9 1573,1 266,5 7452.,4
Glu 89,0 50,4 83,1 12,5 239,8
His 3829,7 | 2627,3 | 3060,1 119,2 9470,3
1MHis 2516,9 | 3764,6 1138,7 124,6 | 16491,3
3MHis 1558,8 634,0 1525,9 364,0 3190,0
Asa 111,5 97,6 85,1 16,7 451,0
Hcit 120,4 59,2 122,9 19,0 338,8
Car 118,5 171,2 65,3 3,8 1101,0
Aad 212,6 157,4 151,7 4,2 584,3
GABA 12,6 54 12,2 3,8 33,1
bAib 1639,6 | 2082,6 866,2 209,9 9144,3
Abu 110,1 56,5 105,9 2,8 237,2
Arg 161,5 208,8 100,4 21,6 952,3
Pro 91,1 53,1 79,3 11,8 288,7
Oorn 124,2 96,2 104,9 12,5 4279
Cth 97,6 67,0 96,3 49 269,4
Cys 400,7 321,1 349,2 38,3 1816,3
Hyl 28,4 26,9 21,1 57 161,7
Lys 905,5 1360,8 423,1 51,3 7879,6
Met 63,6 40,4 58,1 2,8 184,6
Val 342,2 208,9 301,9 44 .4 1033,9
Tyr 537,6 335,3 438,8 34,7 1372,7
lle 93,9 53,5 81,0 13,9 267,2
Leu 218,1 149,3 188,0 31,9 708,1
Phe 338,2 207,7 280,8 43,0 997,0
Trp 466,9 271,8 4145 37,4 1159,9
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Tabela 13. Oznaczone stezenia aminokwaséw znormalizowane na stezenie kreatyniny
(stosunki stezen aminokwas / kreatynina) [10 yM aminokwasu / M kreatyniny] w moczu

pacjentow z grupy kontrolnej (n = 40) z wykorzystaniem metody LC-MS/MS.

Aminokwas | Srednia SD | Mediana | Min. Maks.
PEtN 308,3 228,2 263,6 41,2 1313,6
Tau 6227,6 | 7766,2 | 3790,1 931,5 | 40322,8
Asn 1018,5 4747 900,7 392,8 2804,3
Ser 3527,1 | 1471,1 | 3108,8 | 1180,9 | 7353,6
Gly 10731,4 | 7523,6 | 8648,7 | 2952,8 | 44161,0
Hyp 438 | 73,8 17,1 31 | 387,0
EtN 4103,6 | 1463,4 | 3800,6 | 2021,2 | 7776,4
GIn 4238,6 | 1867,7 | 3889,5 | 1505,0 | 10003,7
Asp 17,3 15,7 10,6 4,1 76,3
Cit 62,0 66,9 47,0 11,3 422,3
Thr 1016,9 499,7 920,3 377,0 2323,3
Sar 19,2 19,8 11,5 2,5 80,6
bAla 237,1 250,6 173,1 26,1 1385,6
Ala 2501,1 | 1732,9 | 1997,5 477,5 7384,6
Glu 145,3 109,0 1141 38,3 623,5
His 5773,9 | 2619,1 | 5603,4 | 2142,9 | 12610,5
1MHis 4777,7 | 5467,9 | 2731,4 138,0 | 24075,1
3MHis 2147,8 | 1106,8 | 1841,4 764,3 6658,4
Asa 108,2 60,1 87,6 38,3 288,6
Hcit 275,7 253,7 196,5 67,7 1136,1
Car 125,8 129,0 86,9 18,6 560,4
Aad 312,3 204.,4 253,8 111,8 1034,0
GABA 30,3 12,0 29,4 1,3 62,4
bAib 1716,0 | 2213,8 871,6 115,0 9943,9
Abu 114,3 52,8 106,6 23,2 253,4
Arg 278,2 165,8 238,9 69,6 878,5
Pro 83,4 63,6 60,8 21,9 287.,4
Orn 186,9 136,6 146,4 49,1 689,9
Cth 279,9 411,1 162,2 37,3 1923,2
Cys 584,8 439,4 4451 189,0 2385,6
Hyl 102,2 173,3 47,7 13,1 898,7
Lys 1684,3 | 2162,3 | 1047,9 262,8 | 10773,2
Met 96,7 41,2 86,4 37,1 212,6
Val 366,8 164,5 324,5 164,8 970,4
Tyr 820,2 451,6 642,5 350,1 2369,7
lle 124,8 65,7 101,1 49,0 367,8
Leu 283,5 138,0 237,7 120,6 681,7
Phe 476,7 232,1 364,0 215,3 1089,0
Trp 665,2 353,0 547,3 272,7 1631,4
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Tabela 14. Parametry MS dla metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w moczu. DP

— potencjat rozpadu klastréw, EP — potencjat wejscia, CE — energia kolizyjna, CXP —

potencjat wyjscia z komory kolizyjnej, * - pierwszy jon potomny (pierwsze przejscie

masowe, ilosciowe), ** - drugi jon potomny (drugie przejscie masowe, jakosciowe).

. Jon nacierzysty Jon potomny
Zwigzek (m/2) DP [V] | EP [V] (m/2) CE[eV] | CXP V]
. 86.1* 17 15
kreatynina 114,1 60 10 44 1+ 33 10
. 141.1* 47 24
nafazolina 211,1 90 10 115, 1%+ 65 20

Tabela 15. Odzysk dla metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w moczu dla prébek

kontrolnych moczu obcigzonych trzema réznymi poziomami wzorca kreatyniny.

Dodany wzorzec kreatyniny

Stezenie kreatyniny [ng/ml] (n = 5)

Odzysk [%]

[ng/ml] Srednia + SD

0 327,7+12,4 nd
100,0 425,0 + 34,6 97,7
500,0 779,3 £941 90,3
1000,0 1266,7 £ 106,0 93,9

Tabela 16. Powtarzalnos¢ metody LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w moczu dla

trzech poziomow stezen kreatyniny. CV — wspotczynnik zmiennosci.

Powtarzalnosc (intra-day precision)

Odtwarzalnos¢ (inter-day precision)

(n=95) (n=95)
Stezenie kreatyniny [ng/ml Stezenie kreatyniny [ng/ml
¥ éredniayir Sé[ o/mi CV %] © éredniayi Sé[ o/mi CV %]
125,3+94 7,51 129,5 + 16,5 12,74
308,8 + 11,3 3,65 331,0 + 28,9 8,74
841,0+9,8 1,17 931,6 + 79,4 8,52
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Tabela 17. Intensywnosci peptydow w surowicy pacjentéw z grupy badanej i kontrolnej

otrzymane z wykorzystaniem metody MALDI-TOF-MS.

(cigg dalszy Tabeli 17 na kolejnych stronach)

Peptyd Grupa badana (n = 49) Grupa kontrolna (n = 40)

(m/z) Sr. SD | Med. | Min. | Maks. | Sr. SD | Med. | Min. | Maks.
1005,19 | 54 2,7 58 | 0,49 | 10,3 3,8 1,7 3,7 1,12 7,7
1021,02 | 85,6 | 32,0 | 88,6 | 14,62 | 1475 | 86,7 | 37,0 | 87,5 | 11,75 | 166,5
1037,22 | 155 | 9,2 138 | 0,87 | 305 | 12,8 | 5,8 13,3 | 2,34 | 38,0
1043,03 | 5,3 2,8 48 | 0,10 | 12,7 91 6,9 73 | 0,53 | 28,3
1049,39 | 5,1 2,5 52 | 0,14 | 11,0 3,5 2,2 3,1 | 0,00 | 10,9
1065,21 | 8,5 50 90 | 0,19 | 19,0 6,9 3,1 69 | 0,18 | 21,3
1073,72 | 9,5 4,3 9,1 157 | 19,5 8,7 3,8 8,6 154 | 21,5
1074,64 | 9,1 3,8 9,0 1,40 | 18,5 8,5 3,7 76 | 2,02 | 19,7
1078,06 | 33,3 | 16,8 | 33,7 | 567 | 853 | 50,5 | 26,4 | 428 | 7,17 | 113,3
108145 | 174 | 70 | 18,0 | 490 | 315 | 215 | 91 194 | 7,64 | 46,4
1093,41 | 3,8 1,9 34 | 0,86 8,2 2,7 1,2 2,7 | 0,18 6,2
1099,41 | 2,7 2,3 21 | 000 | 10,1 | 140 | 8,3 135 | 0,86 | 41,7
1109,23 | 7,5 4,0 7,7 1,25 | 15,3 6,1 2,6 59 | 0,00 | 13,3
1125,40 | 9,5 55 | 10,0 | 0,84 | 20,8 8,7 4,0 85 | 2,52 | 27,0
1129,92 | 3,8 2,0 3,7 | 0,73 9,3 4,0 2,0 35 | 0,14 9,1
1153,32 | 6,0 3,0 6,5 | 0,13 | 12,0 7,2 4,7 55 | 2,61 | 18,6
1169,41 | 6,9 4,0 74 | 0,26 | 13,6 6,0 3,1 6,2 | 0,73 | 19,1
1194,42 | 2,2 1,8 2,0 | 0,00 8,6 84 | 106 | 3,6 | 0,08 | 425
1207,37 | 166,7 | 64,0 | 176,8 | 37,11 | 282,0 | 186,5 | 68,3 | 188,8 | 28,22 | 315,8
1216,98 | 5,1 2,6 45 | 0,59 | 13,7 8,0 51 6,7 | 0,10 | 20,4
1221,13 | 5,1 2,9 4,7 | 0,00 | 13,8 51 2,8 46 | 049 | 12,8
1229,21 | 138 | 70 | 13,4 | 1,10 | 334 | 17,7 | 91 16,6 | 1,40 | 34,5
1233,46 | 3,1 2,3 2,5 | 0,00 8,7 6,5 4,0 57 | 0,78 | 21,6
124497 | 7,6 2,5 72 | 3,74 | 16,8 7,9 8,9 57 | 0,13 | 56,0
1251,24 | 3,4 1,8 3,1 | 0,04 9,8 5,0 3,5 49 | 0,00 | 18,3
1261,39 | 51,2 | 21,8 | 499 | 6,47 | 116,5| 49,1 | 20,1 | 43,2 | 14,62 | 98,3
1264,29 | 44,4 | 24,2 | 42,0 | 8,70 | 131,7 | 60,7 | 24,4 | 60,3 | 22,40 | 122,2
1277,36 | 22,0 | 130 | 21,4 | 1,73 | 59,2 | 21,2 | 11,5 | 18,5 | 2,68 | 48,5
128325 | 120 | 6,4 | 11,8 | 0,00 | 346 | 119 | 7,2 99 | 2,50 | 29,1
1288,69 | 5,5 2,1 5,8 1,69 9,0 14 1,3 1,2 | 0,00 4,7
1300,82 | 9,6 57 92 | 0,72 | 23,2 9,9 6,1 9,0 154 | 28,3
1301,27 | 9,4 5,6 94 | 1,16 | 24,1 | 10,2 | 6,1 9,1 1,53 | 30,1
1304,65 | 8,4 3,4 7,9 159 | 183 | 114 | 7,3 82 | 3,32 | 30,0
1305,66 | 7,4 3,3 7,1 1,63 | 20,0 | 12,3 | 9,8 8,2 2,82 | 41,6
1309,08 | 6,8 3,5 6,1 | 0,88 | 18,2 7,5 3,5 7,4 1,71 | 14,8
1321,29 | 3,5 1,9 3,2 | 0,53 8,1 5,0 51 29 | 0,30 | 24,3
1332,57 | 105 | 34 | 10,6 | 449 | 22,1 7,0 4,4 57 1,30 | 17,8
1351,56 | 115,7 | 67,0 | 109,0 | 20,60 | 315,6 | 162,2 | 74,7 | 172,9 | 31,70 | 324,8
1364,33 | 6,4 3,3 6,4 | 0,57 | 16,7 7,5 4,1 6,8 | 0,58 | 20,4
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1373,39
1376,76
1389,93
1395,27
1419,82
1435,71
1441,50
1450,70
1466,79
1488,62
1504,88
1510,41
1519,99
1528,28
1537,93
1546,64
1563,80
1568,50
1585,14
1607,81
1617,79
1627,92
1639,46
1655,76
1661,06
1679,00
1692,31
1699,77
1721,32
1741,40
1779,38
1866,53
1888,55
1897,69
1919,73
1922,95
1935,75
1945,40
1993,75
2022,79
2082,79
2093,22
2105,96
2117,02
2154,32
2212,57

10,0
7,5
6,6
5,1

50,1

19,9
8,2

33,5

279,1

31,1

11,5
8,7

39,5
7,2

27,2

113,2
8,2

13,1
4,8
4,6

110,2

19,9

19,2
5,4
51
4,8
8,3
3,8
4,0

26,0

16,0

34,0
3.9

29,1
3,8
4,8
2,8
6,5

23,2

30,1
4,9
3,0
5,9
8,2
51
59

7,3
2,5
2,6
3,0

31,1
15,6
7.7
20,6
124,2
17,0
8,7
4,7
14,4
3,5
11,2
47,7
4,8
6,9
3,9
3,2
55,4
11,1
11,9
3,5
3,0
2,5
5,7
17
2.3
16,1
9,5
21,1
2,4
15,9
2,2
4,2
1,4
4,8
22,7
22,8
2,6
2,1
2.3
7,8
3,0
5,9

8,6
7,1
6.4
4,8
42,8
15,6
6,3
27,8
295,5
29,6
11,8
8,2
39,6
1,7
26,4
1116
6,9
12,9
3,5
4,8
105,8
16,5
16,8
4,2
4,8
4,8
6,7
3,6
3,6
23,2
12,8
27,6
3,2
23,8
3,5
3,6
2,6
55
11,3
25,3
4,3
2,7
54
51
4,2
3,7

1,39
3,31
2,42
0,01
7,09
1,68
0,00
7,71
61,31
5,29
0,00
1,63
7,47
0,76
7,28
24,53
2,02
2,23
0,43
0,00
6,49
4,60
3,34
0,00
0,63
0,73
2,41
0,45
0,42
4,50
3,43
7,19
0,10
5,41
1,07
0,77
0,52
0,21
1,30
2,52
1,08
0,19
0,91
0,07
1,52
0,99

34,7
15,0
13,3
13,0

123,4
60,4
31,6

101,5

641,0
85,7
44,3
24,0
70,4
17,0
61,5

212,0
23,3
35,5
23,7
12,6

2524
56,9
51,9
15,7
12,8
11,2
32,5

7.4
11,5
98,7
52,0
98,3
10,7
88,4
12,2
27,3

6,7
22,8

101,2
82,7
12,9
11,0
11,1
34,1
18,0
35,9

17,0
8,9
12,0
7,9
48,0
19,0
6.4
59,4
315,0
43,1
19,9
9,9
36,8
11,8
30,1
93,2
22,0
12,1
54
8,3
118,0
16,3
22,2
7,7
4,9
52
23,6
3,9
4,9
27,6
48,2
117,2
13,3
59,1
7,1
5,6
8,6
6,2
16,6
67,4
9,1
6,1
4,8
4,0
6,4
6,3

9,6
4.4
8,1
3,4

29,6
15,6
5,8
34,7
127.,8
22,3
16,7
7,0
11,0
8,4
9,4
40,9
15,2
5,7
3,8
6,1
42,0
17,1
9,7
5,3
2,5
2,8
17,9
1,6
2,9
35,5
38,2
78,2
9,6
70,0
9,9
5,9
7.4
8,9
23,0
48,8
6,9
3,4
2,0
3,0
3,8
4,9

17,0
8,5
10,8
7,3
42,3
11,8
4,6
58,0
3275
43,3
16,0
8,3
34,1
8,9
28,7
92,4
20,6
11,1
4,4
6,9
118,0
10,7
22,4
6,7
4,7
4,7
20,2
4,1
5,0
15,1
41,4
98,6
11,3
35,4
3,9
3,4
6,7
2,6
8,2
62,2
7,3
5,5
4,6
3,1
5,8
5,2

3,51
2,42
2,48
1,24
12,50
2,38
0,00
11,98
74,95
13,79
3,05
0,41
13,17
0,53
12,99
11,69
0,58
2,06
0,35
0,00
27,91
0,81
4,69
1,84
0,98
1,39
3,94
0,75
0,53
0,86
6,89
8,71
1,74
2,26
0,00
0,28
0,23
0,00
0,00
0,91
1,04
1,85
0,30
0,00
0,20
0,23

39,5
21,3
50,0
16,1

134,9
62,2
21,3

152,2

585,6

101,5
91,5
30,9
63,8
37,6
55,2

181,3
63,0
28,4
16,2
30,4

226,2
94,5
44,2
25,3
10,8
14,5
75,4

7,8
13,5

174,8

205,6

314,2
37,5

289,9
44,4
24,3
35,9
40,9

116,8

210,8
29,2
14,3

8,2
13,2
14,8
20,2
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2241,00
2272,73
2284,04
2295,07
2379,65
2424.47
2467,98
2496,01
2554,89
2575,25
2604,21
2617,79
2660,94
2673,92
2760,12
2770,12
2791,08
2862,94
2884,38
2933,15
2954,96
2973,30
3158,65
3192,44
3241,40
3263,42
3278,87
3315,82
3951,91
3955,32
3965,49
4053,59
4090,64
4209,73
4266,81
4565,77
4572,93
4710,12
5003,75
5063,79
5336,31
5903,95
6432,17
6630,33
7156,22
7171,79

8,0
7,0
34,1
3,9
14,4
4,9
5,7
4,3
27,2
9,1
10,7
3,5
17,9
4,9
5,1
31,8
4,4
9,2
4,6
38,6
5,0
2,4
6,3
24,5
9,7
35,5
4,7
5,5
11,1
9,8
4,1
11,7
7.2
40,3
6,4
4,1
3,7
5,1
5,2
3,7
6,2
10,4
11,8
20,9
16,0
8,4

8,2
6,4
31,2
3,2
5,6
2,5
2,8
2,4
14,4
8,7
5,3
3,2
7,7
3,0
3,1
20,0
2,9
91
2,6
18,0
2,6
14
3,1
13,8
6,1
19,3
3,6
2,3
6,1
4,3
3,5
5,6
2,6
14,4
2,5
2,3
1,7
2,5
2,0
1,6
3,2
6,0
6,0
8,3
19,5
9,7

4,2
5,5
21,0
3,2
13,7
4,7
5,2
3,5
23,5
5,8
9,5
2,0
17,4
4,3
4,5
26,8
3,9
7,6
4,4
37,5
4,4
2,2
6,0
23,1
8,1
32,3
3,6
5,9
9,8
9,3
3.1
10,8
6,9
38,8
6,2
4,1
3,5
4,8
5,2
3,5
5,4
9,3
10,0
20,1
9,2
4,0

0,92
1,28
1,91
0,37
3,53
0,90
0,10
0,36
3,57
0,47
1,83
0,00
1,88
1,46
0,70
4,19
0,00
1,74
0,52
6,51
1,13
0,14
1,48
3,95
1,74
3,29
0,00
0,48
1,86
1,02
0,04
3,28
1,64

10,73
0,78
0,60
0,76
0,99
0,93
0,45
1,47
1,57
4,43
9,43
0,46
0,30

38,0
38,7
140,8
20,9
34,9
13,6
13,4
11,3
65,2
48,2
24,8
11,5
42,3
18,7
16,5
81,7
16,7
64,6
14,9
85,6
11,5
5,8
15,3
73,0
33,2
97,3
20,5
11,1
27,5
19,4
12,7
25,0
13,2
75,1
12,9
9,9
8,2
12,1
10,9
9,7
16,1
26,8
29,8
40,5
76,4
37,6

6,1
3,4
24,6
6,1
11,6
4,2
55
3,8
36,4
7,3
12,9
4,8
8,9
8,6
4,9
24,6
3,9
4.8
2,7
37,9
4,5
4.8
6,2
22,4
4,2
31,5
3,8
5,0
7,7
8,0
4,1
8,2
6.4
33,7
4,8
51
3,6
5,8
4,5
5,0
8,1
6,3
9,7
18,5
14,2
3,2

7,9
4,3
30,8
51
51
2,4
3,1
2,5
26,3
7,6
9,7
4,1
7,3
7,1
3,4
13,6
2,0
4,1
15
22,3
2,8
3,3
59
14,1
3,3
21,2
3,3
2,1
59
6,7
3,9
5,6
2,7
14,2
2,6
2,3
1,7
2,7
3,7
2,6
53
5,8
4,1
7,2
17,2
2,8

3,6
2,1
14,6
4,8
111
3,5
4,8
3,0
29,4
4,9
11,4
3,7
7,8
59
4,6
24,0
3,2
3,4
2,2
32,2
4,2
3,5
4,5
20,4
3,2
28,8
2,7
5,1
6,7
6,4
2,3
7,4
6,0
36,6
4,6
5,0
3,3
5,3
3,5
5,1
6,5
3,9
9,6
19,0
7,8
2,4

0,00
0,00
0,16
0,65
3,05
0,75
1,63
0,21
6,73
1,29
0,68
0,23
0,00
0,06
0,38
4,96
1,47
0,10
0,79
6,00
0,37
0,74
1,60
3,54
0,00
2,70
0,53
1,33
0,76
1,76
0,33
0,41
1,18
4,73
0,00
1,08
0,41
2,15
0,39
0,63
1,47
0,46
1,34
1,83
0,67
0,00

41,1
20,8
152,9
20,3
23,7
9,5
11,8
11,8
114,3
36,7
45,9
14,5
22,2
26,2
12,3
62,7
10,5
15,7
7,3
85,8
12,3
14,3
28,3
63,0
10,6
86,8
14,9
8,9
26,3
40,2
15,6
22,4
115
63,5
11,4
9,6
6,3
10,8
18,4
11,7
25,3
25,5
19,8
34,3
70,1
11,3
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7765,35
8916,69
9133,29
9149,58
9423,44

10,6
2,9
9,6
6,1
9,0

4,8
2,2
5,2
2,8
4,7

9,5
2,2
9,7
5,8
8,7

2,03
0,00
1,58
0,44
1,73

28,4
12,4
23,8
14,2
20,8

8,2
4,5
12,8
6,3
10,8

4,7
2,1
6,2
2,8
54

8,0
4,5
13,0
6,5
11,2

1,31
0,56
1,56
0,27
0,66

22,8
10,6
25,3
11,4
22,3
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Tabela 18. Intensywnosci peptydow w moczu pacjentow z grupy badanej i kontrolnej
otrzymane z wykorzystaniem metody MALDI-TOF-MS.
(cigg dalszy Tabeli 18 na kolejnych stronach)

Peptyd Grupa badana (n = 49) Grupa kontrolna (n = 40)

(m/z) Sr. SD | Med. | Min. | Maks. | Sr. SD | Med. | Min. | Maks.

1014,58 | 6,1 3,5 59 | 0,67 | 16,6 8,0 3,0 73 | 260 | 155
1051,81 | 2,6 1,8 2,2 | 0,05 | 10,0 4,2 2,2 3,6 | 0,69 9,4

1060,20 | 4,3 2,4 36 | 0,63 | 10,1 4,8 15 50 1,88 8,4

1085,91 | 4,6 2,6 42 | 0,08 | 14,0 6,3 1,8 6,5 151 | 104
1097,80 | 3,0 2,2 25 | 0,00 9,4 3,8 2,2 3,7 0,41 9,6

1126,69 | 8,3 6.4 6,2 | 0,72 | 333 | 11,6 | 6,2 11,0 | 2,46 | 30,8
1149,16 | 5,9 5,6 44 | 0,35 | 26,7 4,5 3,7 35 | 0,00 | 184
1162,32 | 8,9 59 7,6 1,92 | 268 | 13,3 | 6,1 12,5 | 405 | 36,3
1181,96 | 5,6 3,5 50 | 0,93 | 15,6 8,5 3,9 74 | 3,06 | 20,9
1205,06 | 3,0 29 1,8 | 0,16 | 13,4 4,0 2,6 3,7 0,24 | 13,2
1219,23 | 53,7 | 33,4 | 484 | 406 | 1351 | 804 | 326 | 77,8 | 30,78 | 163,7
1234,11 | 4,2 3,1 36 | 0,84 | 159 6,6 2,7 59 | 35 | 151
1237,03 | 6,7 54 5,6 106 | 31,1 | 145 | 6,7 13,0 | 5,68 | 31,0
1241,20 | 4,0 2,7 34 | 0,50 | 13,2 6,8 4,5 6,1 1,71 | 23,3
1252,21 | 16,4 | 125 | 130 | 0,58 | 53,8 | 33,9 | 15,7 | 28,9 | 11,61 | 91,2
1258,49 | 3,6 2,1 3,0 | 0,99 | 10,6 5,2 1,7 51 1,68 | 11,0
1270,22 | 3,4 29 25 | 0,09 | 139 8,2 6,0 6,4 | 2,17 | 32,6
1290,60 | 3,0 1,8 26 | 0,25 | 10,3 4,6 2,0 4,5 1,22 9,3

1323,30 | 6,4 51 53 | 0,69 | 248 | 141 | 7,7 12,3 | 3,86 | 33,6
1369,32 | 4,0 2,5 30 | 0,18 | 124 6,2 2,5 5,7 2,00 | 12,9
1380,27 | 3,4 2,1 3,0 | 0,48 9,2 6,5 2,6 6,0 | 2,87 | 13,7
1410,00 | 2,9 1,8 2,7 | 0,22 7,5 50 1,8 4,7 1,95 9,2

1426,17 | 5,7 3,9 4.8 1,11 | 19,2 | 10,8 | 5,0 93 | 342 | 23,8
1448,04 | 2,9 2,0 25 | 0,35 | 10,5 6,2 2,8 5,7 1,96 | 15,6
1509,30 | 3,5 2,3 29 | 0,10 91 6,0 2,2 59 | 0,66 | 11,8
1525,17 | 7,3 50 60 | 0,33 | 241 | 10,7 | 3,2 10,9 | 3,42 | 20,1
1534,86 | 6,6 2,7 6,4 | 2,44 | 13,7 7,1 3,0 7,3 1,87 | 16,4
1578,17 | 3,0 1,7 3,0 | 0,38 9,2 4,7 1,7 46 | 2,02 | 115
1598,48 | 3,5 1.8 3,2 1,09 9,2 4,0 1.3 4,1 | 0,97 7,3

1625,73 | 4,6 4,1 34 | 000 | 21,0 | 10,0 | 49 86 | 472 | 29,0
1635,80 | 2,6 1,6 2,4 | 0,00 6,1 4,4 15 4,4 1,57 8,1

1642,73 | 5,8 4,6 51 | 0,07 | 23,0 | 10,7 | 5,2 9,7 2,68 | 26,7
1652,72 | 2,7 2,1 22 | 013 | 111 51 19 4,9 1,07 91

1682,14 | 17,1 | 229 | 98 | 0,42 | 137,3 | 14,2 | 142 | 89 | 0,71 | 60,0
173551 | 3,5 2,6 26 | 0,03 | 111 6,2 2,8 56 | 2,29 | 13,6
1739,80 | 5,0 51 33 | 0,12 | 30,3 | 11,0 | 5,8 88 | 436 | 37,0
1769,05 | 13,2 | 17,0 7,9 1,34 | 102,8 | 8,4 7,7 6,2 0,66 | 39,4
1793,20 | 4,0 2,1 3,7 | 0,28 9,3 8,8 2,7 86 | 423 | 175
1796,80 | 4,4 3,1 36 | 042 | 184 8,5 3,2 79 | 424 | 21,0
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1879,44
1884,76
1895,20
1913,36
1936,23
1951,36
1979,74
1994,36
2010,46
2017,35
2027,01
2032,96
2050,43
2066,30
2081,71
2088,21
2140,12
2171,56
2177,35
2195,46
2207,36
2212,55
2235,57
2251,64
2268,12
2284,06
2308,25
2316,33
2324,07
2364,03
2379,65
2387,18
2415,30
2438,45
244456
2485,46
2509,48
2527,94
2550,12
2566,68
2582,97
2602,20
2611,86
2628,49
2645,25
2649,43

5,0
4,7
5,4

49,7
4,6
3,6
5,0
5,7
6,9
3,4
2,8
3,4

27,8

12,7

11,3
5,3
3,9
2,9
4,4
7.7
3,8
3,7
8,4

41,4

18,0
7.4
3,7
2,9
4,2
2,8
8,1
3,4
3,6
5,2
4,6
4,0
2.3
4,5
2,7

20,2
6,4
3,6
3,5
5,9
7,0
5,1

4,3
3,5
5,8
42,9
3,6
2,3
3,1
29
4,6
2,8
2,0
2,6
23,5
11,8
10,2
4,3
3,7
3,1
29
4,3
3,1
3,4
5,7
32,7
15,7
4,3
1,9
2,4
1,7
1.8
51
1,4
2,1
3,7
2,0
2,2
1,8
2,2
1,9
16,3
5,6
1.8
1,8
3,1
4,0
2,1

4,1
3,8
3,9
38,0
3,3
3,1
4,8
50
6,3
2,1
2,0
2,6
23,1
9,3
8,3
4,2
2,7
19
3,7
6,9
2,8
2,1
7,5
34,1
15,2
6,2
3,5
2,3
4,2
2,4
7,1
3,4
3,2
4,5
4,6
4,2
1,7
4,1
2,5
14,9
4,7
3,2
3,4
5,6
59
52

0,43
0,13
0,22
0,31
0,61
0,56
0,48
0,47
1,12
0,03
0,00
0,03
2,35
0,20
1,51
0,55
0,40
0,00
0,54
0,47
0,45
0,02
0,91
0,34
0,50
1,31
0,56
0,13
1,16
0,06
2,12
0,31
0,00
1,27
0,31
0,32
0,00
0,59
0,00
2,44
0,06
0,36
0,55
1,59
0,71
0,46

24,4
16,2
35,9

194,0
20,6
10,5
16,6
14,2
19,4
12,8
10,3
14,1

128,3
55,5
42,6
21,0
14,8
18,5
16,5
22,9
14,0
15,2
34,0

136,2
66,9
16,2

8,4
14,1
8,4
9,0
28,2
6,6
11,2
21,7
9,5
8,7
7.1
9,1
9,2
71,4
22,4
8,1
11,4
19,3
16,5
10,3

9,4
8,3
5,7
22,8
8,0
6,1
5,8
9,9
13,7
6,7
3,8
6,0
54,8
25,2
24,9
9,8
8,8
5,4
7,2
8,6
6,6
8,3
15,5
88,5
38,6
13,4
4,5
5,5
5,6
3,9
10,5
5,6
5,6
4,0
9,1
5,4
4,1
5,5
4,0
33,4
11,6
3,7
4,5
8,3
9,3
6,3

3,4
3,7
1,8
20,9
3,0
2,3
2,0
3,2
4,2
3,2
1,6
2,4
15,2
7,1
9,1
3,6
3,9
2,4
1,9
3,0
2,7
4,8
3,7
24,8
13,3
6,1
1,9
2,0
1,6
1,6
3,4
2,2
1,9
2,1
2,9
1,6
1,4
3,2
1,9
13,0
4,5
1.3
2,1
2,5
2,8
1,7

8,7
7,8
5,7
17,2
7,7
6,0
5,5
9,5
12,9
6,3
3,6
5,9
54,2
24,3
23,7
8,8
8,7
4,9
6,8
8,6
6,0
7,9
15,0
89,2
35,7
12,4
4,7
5,1
5,7
4,1
10,2
5,4
5,6
3,4
8,3
5,5
3,8
5,0
3,9
32,4
10,4
3,4
4,4
8,0
9,7
6,3

3,48
2,70
2,68
0,04
3,74
2,57
2,21
5,32
7,12
1,97
0,39
2,63
26,34
10,26
7,21
3,97
2,34
1,13
3,45
3,13
1,83
1,72
8,52
40,31
16,50
2,98
0,03
2,25
1,89
1,10
5,38
2,33
2,21
0,56
4,47
2,08
2,05
0,00
0,63
12,67
4,64
1,39
1,41
3,57
4,13
3,15

21,1
20,3
12,6
105,8
19,7
14,0
111
18,3
25,3
19,2
8,0
14,5
108,3
43,7
57,3
20,0
20,5
10,7
11,9
18,3
14,6
24,5
23,3
156,1
74,6
26,6
8,2
10,9
9,5
6,7
18,8
11,3
10,1
9,6
16,1
8,1
8,0
12,1
10,2
66,2
24,1
7,0
12,2
13,7
15,8
111
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2661,16
2665,86
2682,09
2698,05
2727,97
2743,92
2770,02
2802,01
2827,54
2841,70
2928,20
294481
3002,08
3015,41
3025,44
3044,14
3061,12
3066,10
3095,17
3124,05
3139,27
3140,45
3155,10
3170,98
3195,72
3212,04
3251,82
3261,51
3268,49
3283,85
3289,68
3340,10
3359,53
3388,46
3406,65
3408,12
3424,92
3425,93
3443,86
3459,98
3475,63
3534,28
3635,90
3722,29
3738,53
3989,94

5,0
10,1
19,0
23,9
5,8
4,3
3,7
9,8
9,7
6,7
3,4
8,3
7.1
14,8
8,4
11,6
6,7
5,1
3,6
4,4
5,1
5,3
5,9
5,7
3,9
15,6
6,5
5,8
16,1
15,6
8,1
5,1
5,1
11,6
9,6
9,6
5,4
5,4
9,8
16,8
3,2
3,8
6,2
8,3
7,6
7.4

6,8
5,3
10,5
14,6
3,5
3,2
2,2
4,1
8,6
3,5
2,4
7.3
5,5
9,0
4,2
6,1
3.1
2,2
1,4
1,9
2,1
2,1
3,4
4,0
3.1
11,6
3,0
5,8
8,8
7,0
3,9
3,2
3,5
4,3
3,9
4,0
2,4
2,3
13,2
10,1
2,4
1,9
3,3
3,7
3,7
4,4

2,8
9,4
17,0
21,8
5,1
4.4
3,5
9,3
7.1
6,0
3,1
6,1
6,2
13,8
8,1
10,6
6,7
5,2
3,9
4,9
47
5,2
5,1
5,4
3,3
13,2
6,7
4,0
14,8
15,4
7.8
4,6
4.8
11,5
9,6
9,8
5,1
5,2
7.3
15,8
3,0
3,8
5,8
8,1
7.4
6,4

0,00
0,91
0,26
0,00
0,90
0,08
0,00
1,32
0,34
0,70
0,02
0,21
0,00
1,63
0,98
1,84
1,21
0,61
0,08
1,10
0,39
0,87
0,59
0,20
0,12
1,03
0,00
0,00
1,04
3,68
1,63
0,44
0,35
2,47
1,45
0,81
0,94
0,54
0,34
0,02
0,00
0,80
0,70
0,03
0,67
1,39

32,9
26,1
63,5
88,2
20,1
12,5
9,5
19,5
40,6
16,7
13,6
35,4
30,5
41,6
19,3
38,8
15,0
10,5
7.9
10,3
9,7
10,9
17,1
27,3
17,6
61,2
12,4
26,8
41,7
35,5
18,4
14,4
18,3
20,6
18,6
19,1
11,9
11,3
78,7
45,3
9,1
7.7
22,0
21,1
19,2
19,9

6,9
13,0
24,1
29,9

4,5

8,2

4,1

6,6
17,9

8,8

6,2
16,6

8,7
24,5
11,5
16,0

8,1

5,6

3,7

4,9

5,8

5,6

6,2

6,2

7,2
23,8

5,9
10,6
21,7
15,2

8,2

8,0

53

8,9

7,4

8,0

51

5,0
10,2
23,1

3,9

3,1

4,2

7,3

7,9

3,0

4,8
5,2
8,8
8,8
1,9
2,2
1,7
3,1
5,0
2,5
1,8
4,7
2,5
7,2
3,4
5,9
2,3
1,8
1,3
2,4
2,1
2,0
2,4
19
3,2
6,4
2,7
3,7
5,7
3,9
2,6
2,6
2,0
3,9
3,4
3,7
2,3
2,3
3,4
6,5
15
1.3
13
2,3
2,4
19

6,7
13,0
23,2
27,6

4,5

7,5

3,6

6,6
17,9

9,0

6,0
16,6

8,2
22,9
12,1
15,1

8,1

5,6

3,5

4,5

54

5,5

59

6,1

6,1
22,7

6,0

9,6
21,7
15,0

7,8

7,8

50

8,7

7,0

6,9

4,9

4,8
10,2
23,4

3,9

3,1

4,2

7,6

7,6

2,6

0,00
6,35
13,50
16,35
1,13
5,26
1,32
2,49
6,75
3,82
3,05
5,07
4,91
11,26
3,67
8,32
3,42
2,67
0,96
0,63
1,83
1,54
1,77
2,05
2,86
12,75
0,74
2,92
10,49
7,70
1,33
3,18
1,99
1,61
1,56
2,51
1,18
1,53
3,10
9,20
1,64
0,43
1,39
3,47
3,52
0,08

17,1
33,1
61,5
59,0
9,5
12,2
8,7
154
27,8
13,0
11,6
28,8
14,9
39,8
18,1
40,0
13,4
10,0
6,6
12,1
10,7
9,2
12,1
11,3
18,3
42,1
13,3
20,6
39,6
25,1
14,3
13,3
9,6
16,2
16,7
19,7
12,3
12,0
18,7
37,6
7,3
6,1
6,8
12,9
12,7
8,1
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4008,67
4025,05
4046,90
4065,72
4101,14
4116,98
4173,37
4293,23
4309,18
4470,76
4633,18
4803,87
4866,58
5004,07
5215,86
6134,03
6174,85
6190,60

6,2
4,9
4,4
3,5
12,2
6,1
5,8
14,0
13,4
3,8
4,0
8,0
3,7
5,5
3,6
3,5
18,3
12,3

2,7
2,3
2,5
2,5
6.4
3,7
2,8
6,5
6,0
1,8
1,7
5,8
1,7
3,7
1,4
15
11,7
7,6

6,0
4,8
4,0
2,7
10,3
53
53
12,9
13,0
3,8
3,9
7,1
3,6
4,7
3,3
3,2
16,9
11,3

1,48
0,06
0,69
0,24
1,34
1,14
0,47
1,68
1,75
0,34
1,00
0,37
0,14
0,24
1,72
1,00
0,90
1,24

14,5
12,2
11,2
13,8
314
20,9
12,3
34,2
30,5
9,6
8,6
34,1
6,8
17,4
8,7
7,3
55,5
41,2

7,6
5,8
2,1
3,9
12,8
59
4,0
16,0
13,3
4,1
4,2
3,5
3,6
2,5
3,2
3,3
8,7
6,7

3,0
1,9
11
1,9
4,7
2,3
1,9
6,2
4,7
1,7
15
2,1
1,3
14
1,3
15
6,7
4,6

7,1
5,8
2,0
3,5
12,8
5,7
3,7
14,4
13,1
4,0
4,3
3,0
3,8
2,1
2,8
2,9
6,0
5,3

2,12
2,03
0,17
1,18
4,53
1,22
0,14
3,99
3,06
1,00
0,44
0,72
1,01
0,35
1,48
1,11
0,47
0,51

16,9
111
6,0
8,4
22,9
11,3
8,4
29,5
22,8
7,7
7,3
9,1
6,3
6,5
6,3
7,1
25,2
16,8
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Tabela 19. Dokfadnos¢ metody separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej

oznaczania biatek. Zakresy referencyjne dla roztworéw kontrolnych o wysokim i niskim

stezeniu oraz stezenia oznaczone [pg/ml].

Roztwor kontrolny Roztwor kontrolny
Biatko 0 wysokim stezeniu 0 niskim stezeniu
Zakres Zakres
referencyjny Oznaczone referencyjny Oznaczone

SEGFR 10244 - 23903 18490,9 482 - 1125 1085,8
FGF-basic 871 - 2033 1300,2 98 - 230 172,7
folistatyna 4242 - 9897 4494.6 273 - 636 290,7
G-CSF 2526 - 5895 2558,3 205 - 479 280,4
SHER2/neu 3492 - 8149 6682,1 214 - 498 428,1
HGF 4181 - 9756 4830,3 306 - 714 391,3
sIL-6Ra 825 - 1925 1383,3 48 - 111 97,7

leptyna 4740 - 11059 5914,6 269 - 627 616,3
osteopontyna 11440 - 26694 14832,9 655 - 1528 943,6
PDGF-AB/BB 2506 - 5848 2852,2 178 - 415 2443
PECAM-1 12219 - 28512 26125,1 910 - 2124 1984,6
prolaktyna 27274 - 63640 36677,7 930 - 2170 1960,5
SCF 4054 - 9460 5014,4 139 - 324 223,7
STIE-2 32718 - 76342 41039,6 895 - 2089 1462,3
SVEGFR-1 2380 - 5554 3509,8 173 - 403 304,7
SVEGFR-2 19573 - 45671 36112,0 1068 - 2493 2292,0

Tabela 20. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] w surowicy pacjentéw z grupy badanej

(n =49) z wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej. LLOQ —

dolna granica oznaczalnosci, ULOQ — gdrna granica oznaczalnosci.

Biatko Srednia SD Mediana Min. Maks. LLOQ | ULOQ
SEGFR 24863,9 | 4848,1 | 24856,9 | 9699,6 | 37427,6 | 44,8 | 212605,8
FGF-basic 266,1 27,5 265,8 206,9 336,6 4,6 4737,4
folistatyna 463,0 145,6 429,6 215,9 1051,9 1,8 27427,0
G-CSF 128,5 19,4 123,4 82,0 177,4 1,1 15007,4
sHER2/neu 5189,7 | 1314,0 | 4962,5 | 3198,3 | 10858,2 1,7 26896,8
HGF 1709,0 | 548,1 1566,0 | 1182,8 | 5002,3 2,0 28957,0
slL-6Ra 11031,4 | 2058,1 | 10798,0 | 7077,2 | 16250,8 0,8 12174,4
leptyna 7505,7 | 5250,7 | 6582,2 | 1249,7 | 24569,4 52 90151,1
osteopontyna | 39644,6 | 15190,5 | 38656,2 | 15981,8 | 111453,7 | 61,1 | 183293,5
PDGF-AB/BB | 3643,2 | 1404,5 | 3501,9 991,5 7342,0 1,8 22593,6
PECAM-1 5177,7 | 1285,3 | 4870,1 2964,5 8496,6 26,8 | 130878,7
prolaktyna 9361,4 | 5662,1 | 7725,8 | 3904,9 | 34548,9 | 12,3 | 193021,4
SCF 287,0 54,1 283,7 139,5 477,2 2,1 32694,5
sTIE-2 9873,3 | 2445,4 | 9902,3 | 5300,9 | 16616,3 | 13,4 | 200214,3
SVEGFR-1 241,6 75,7 239,3 125,6 422,3 2,1 28698,3
SVEGFR-2 4832,8 | 1199,5 | 4858,1 | 2397,5 | 7840,9 12,8 | 198711,3
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Tabela 21. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] w surowicy pacjentéw z grupy kontrolnej

(n = 40) z wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej. LLOQ —

dolna granica oznaczalnosci, ULOQ — gorna granica oznaczalnosci.

Biatko Srednia SD Mediana Min. Maks. LLOQ ULOQ
SsEGFR 22100,5 | 6359,3 | 22521,2 | 8945,1 | 35926,3 | 44,8 | 212605,8
FGF-basic 242,1 32,4 242,7 145,2 311,5 4,6 4737,4
folistatyna 424.6 156,8 399,9 165,3 941,0 1,8 27427,0
G-CSF 1114 23,8 110,0 47,6 172,3 1,1 15007,4
sHER2/neu 5145,5 | 1470,4 | 5011,6 | 2583,6 | 9123,9 1,7 26896,8
HGF 1359,2 | 291,6 1348,6 608,6 2298,4 2,0 28957,0
slL-6Ra 10575,5 | 3480,9 | 9667,2 | 2693,7 | 19780,1 0,8 12174,4
leptyna 5639,7 | 3746,2 | 4568,3 731,2 | 15835,8 5,2 90151,1
osteopontyna | 28687,3 | 8476,5 | 27730,2 | 11904,1 | 50100,3 61,1 183293,5
PDGF-AB/BB | 2552,6 | 1403,5 | 2214,1 270,3 6125,1 1,8 22593,6
PECAM-1 4545,3 | 1414,5 | 4403,0 | 2008,1 | 8028,1 26,8 | 130878,7
prolaktyna 8462,0 | 4109,2 | 7852,8 | 2646,9 | 19438,7 | 12,3 | 193021,4
SCF 258,5 53,6 252,5 108,9 405,5 2,1 32694,5
STIE-2 9204,9 | 3106,7 | 9043,7 | 3110,3 | 16696,4 | 13,4 | 200214,3
SVEGFR-1 167,3 61,1 156,9 23,3 302,1 2,1 28698,3
SVEGFR-2 4417,7 | 1552,2 | 4064,1 | 1992,0 | 9055,8 12,8 | 198711,3
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Tabela 22. Porownanie Srednich stezen aminokwaséw w dwéch grupach w surowicy i

moczu oznaczonych z wykorzystaniem metody LC-MS/MS.

(cigg dalszy Tabeli 22 na kolejnej stronie)

Surowica Mocz
. Stezenie
Stezenie [10 uM a?ninokwasu /

Aminokwas [uM] s M kreatyniny] s

Grupa Grupa Wartos¢ p Grupa Grupa Wartos¢ p

badana kontrolna badana kontrolna

(n =49) (n = 40) (n =49) (n = 40)
PEtN - - - 1135 308,3 < 0,001
Tau 115,1 105,6 0,073 6605,8 6227,6 0,032
Asn 39,0 44,3 0,001 637,7 1018,5 < 0,001
Ser 126,4 121,7 0,396 2843,2 3527,1 0,018
Gly 227,7 234,5 0,600 8527,7 10731,4 0,148
Hyp 13,3 12,3 0,433 31,2 43,8 0,243
EtN 7,6 9,8 < 0,001 2440,2 4103,6 < 0,001
GIn 407,8 496,3 < 0,001 2781,4 4238,6 < 0,001
Asp 14,2 11,8 0,034 22,0 17,3 0,165
Cit 26,1 26,9 0,271 42,3 62,0 0,008
Thr 102,1 100,6 0,754 957,9 1016,9 0,145
Sar 1,7 1,2 0,006 12,7 19,2 0,056
bAla 21,5 15,6 0,013 288,5 237,1 0,898
Ala 396,5 488,3 < 0,001 2270,2 2501,1 0,523
Glu 53,7 65,4 0,021 89,0 145,3 0,002
His 55,8 63,7 0,001 3829,7 5773,9 0,001
1MHis 51 6,0 < 0,001 2516,9 4777,7 0,010
3MHis 4,5 3,2 0,008 1558,8 2147,8 0,004
Asa - - - 1115 108,2 0,695
Hcit - - - 120,4 275,7 < 0,001
Car - - - 118,5 125,8 0,316
Aad 1,0 1,0 0,817 212,6 312,3 0,001
GABA - - - 12,6 30,3 < 0,001
bAib 2,0 1,9 0,843 1639,6 1716,0 0,795
Abu 20,9 24,1 0,009 110,21 114,3 0,689
Arg 71,5 95,0 < 0,001 161,5 278,2 < 0,001
Pro 202,6 188,8 0,417 91,1 83,4 0,188
Orn 79,3 92,9 0,054 1242 186,9 0,002
Cth - . ) 97,6 279,9 < 0,001
Cys 12,9 4,3 0,488 400,7 584,8 0,003
Hyl - - - 28,4 102,2 < 0,001
Lys 154,9 188,8 < 0,001 905,5 1684,3 < 0,001
Met 16,9 23,7 < 0,001 63,6 96,7 < 0,001
Val 222,8 236,8 0,112 342,2 366,8 0,274
Tyr 40,6 43,6 0,180 537,6 820,2 < 0,001
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lle

Leu
Phe
Trp

56,3
101,6
47,8
41,2

69,9
124,7
55,8
44,9

< 0,001 93,9 124,8
< 0,001 218,1 283,5
< 0,001 338,2 476,7

0,083 466,9 665,2

0,008
0,005
0,001
0,002

Tabela 23. Poréwnanie $rednich stezen biatek [pg/ml] w surowicy pacjentéw w dwéch

grupach oznaczonych z wykorzystaniem separacji magnetycznej
przeptywowej.

Biatko Gru(pna:bjg)ana Grup();l Eoig;olna Warto$é p
SEGFR 24863,9 22100,5 0,022
FGF-basic 266,1 2421 < 0,001
folistatyna 463,0 424.6 0,177
G-CSF 128,5 1114 < 0,001
sHER2/neu 5189,7 5145,5 0,934
HGF 1709,0 1359,2 < 0,001
sIL-6Ra 110314 10575,5 0,112
leptyna 7505,7 5639,7 0,084
osteopontyna 39644.,6 28687,3 < 0,001
PDGF-AB/BB 3643,2 2552,6 < 0,001
PECAM-1 5177,7 4545,3 0,030
prolaktyna 9361,4 8462,0 0,615
SCF 287,0 258,5 0,009
STIE-2 9873,3 9204,9 0,271
SVEGFR-1 241,6 167,3 < 0,001
SVEGFR-2 4832,8 4417,7 0,033

cytometrii
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Tabela 24. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli zbudowanych

na podstawie oznaczonych stezeh aminokwasow w probkach surowicy. Model 1 A —

zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujacej, model 1 B — zbudowany

z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych
aminokwasow wedtug analiz jednozmiennowych).
Model Zmienna L\;‘/mbda Clzsritgg;va F . p Tolerancja
ilksa Wilksa usuniecia
Met 0,1639 0,6225 22,4346 | <0,0001 0,2450
Ser 0,1328 0,7680 11,1751 | 0,0019 0,4602
3MHis 0,1654 0,6165 23,0121 | <0,0001 0,3725
Tyr 0,1315 0,7757 10,6966 | 0,0023 0,4254
EtN 0,1264 0,8070 8,8473 0,0051 0,3885
Glu 0,1364 0,7476 12,4897 | 0,0011 0,2691
Model 1 A— | Thr 0,1021 0,9994 0,0235 0,8789 0,4157
aminpkwasy GIn 0,1081 0,9434 2,2204 0,1447 0,3675
‘;"u‘r’xvti’gjcr‘ Cys 0,1434 | 0,7113 | 15,0204 | 0,0004 | 0,2515
metoda ’ Tau 0,1266 0,8057 8,9204 0,0050 0,2988
krokowa 1MHis 0,1236 0,8252 7,8386 0,0081 0,4347
Orn 0,1154 0,8839 4,8614 0,0338 0,5694
Arg 0,1159 0,8797 5,0585 0,0305 0,5085
Lys 0,1167 0,8743 5,3197 0,0268 0,3331
Gly 0,1235 0,8262 7,7819 0,0083 0,3982
bAib 0,1112 0,9175 3,3278 0,0762 0,5718
lle 0,1098 0,9293 2,8159 0,1018 0,4587
Asn 0,2124 0,9999 0,0045 0,9470 0,4967
EtN 0,2248 0,9444 2,1771 0,1485 0,6437
GIn 0,2209 0,9612 1,4918 0,2297 0,3342
Sar 0,2174 0,9768 0,8788 0,3546 0,5700
bAla 0,2175 0,9761 0,9046 0,3477 0,3982
Ala 0,2632 0,8067 8,8681 0,0051 0,5536
Model 1 B — G.Iu 0,2297 0,9242 3,0325 0,0899 0,2572
aminokwasy | His 0,2161 0,9827 0,6505 0,4251 0,4114
w probkach | 1MHis 0,2603 0,8156 8,3645 0,0064 0,4359
suro'v_vicy, 3MHis 0,2205 0,9630 1,4222 0,2406 0,2668
NANIZSZE P | Abu 0,2179 | 09746 | 0,9634 | 0,3327 | 0,5205
Arg 0,2197 0,9667 1,2765 0,2658 0,4840
Lys 0,2127 0,9982 0,0649 0,8003 0,3901
Met 0,2350 0,9037 3,9435 0,0545 0,3290
lle 0,2148 0,9884 0,4359 0,5132 0,1832
Leu 0,2133 0,9955 0,1665 0,6856 0,1201
Phe 0,2127 0,9985 0,0547 0,8164 0,2375
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Tabela 25. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli zbudowanych

na podstawie oznaczonych stezeh aminokwasow w probkach moczu. Model 2 A —

zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujacej, model 2 B — zbudowany

z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych
aminokwasow wedtug analiz jednozmiennowych).
Model Zmienna L\;‘/mbda Clzsritgg;va F . p Tolerancja
ilksa Wilksa usuniecia
Asn 0,0804 0,7158 | 14,6930 | 0,0005 0,1911
Pro 0,0668 0,8619 59309 | 0,0198 0,2849
GABA 0,0819 0,7034 | 15,6017 | 0,0003 0,5156
Ser 0,1251 0,4602 | 43,3943 | <0,0001 | 0,0914
3MHis 0,0580 0,9928 0,2677 | 0,6080 0,2725
Tau 0,0622 0,9256 2,9738 | 0,0930 0,5076
Model 2 A — | Abu 0,0812 0,7091 | 15,1780 | 0,0004 0,1988
aminokwasy | Hjs 0,0709 0,8118 8,5750 | 0,0058 0,1429
mgg‘z’ﬁkacr‘ PELN 0,0711 | 0,8099 | 86830 | 0,0055 | 0,2350
metoda Gln 0,0605 0,9520 1,8660 | 0,1802 0,0982
krokowa lle 0,0680 0,8466 6,7050 | 0,0137 0,2230
Glu 0,0733 0,7857 | 10,0923 | 0,0030 0,3387
Met 0,0674 0,8549 6,2797 | 0,0167 0,2915
Gly 0,0639 0,9005 4,0884 | 0,0505 0,2760
Hcit 0,0661 0,8706 5,5007 | 0,0245 0,3393
Cit 0,0626 0,9194 3,2421 | 0,0799 0,3730
bAib 0,0603 0,9552 1,7335 | 0,1961 0,6994
PEtN 0,2424 0,9987 0,0495 | 0,8252 0,3791
Asn 0,2734 0,8855 4,7857 | 0,0351 0,2904
EtN 0,2646 0,9151 3,4340 | 0,0719 0,2751
Gln 0,2737 0,8845 4,8336 | 0,0342 0,0743
Glu 0,2602 0,9304 2,7693 | 0,1045 0,3864
His 0,2799 0,8651 57701 | 0,0214 0,0506
Model 2 B — | Heit 0,2502 0,9677 1,2362 | 0,2734 0,3800
aminokwasy | Aad 0,2424 0,9988 0,0448 | 0,8336 0,2778
w probkach | GABA 0,2672 0,9061 3,8340 | 0,0578 0,6402
moczu, Arg 0,2833 0,8547 6,2914 | 0,0166 0,2073
NANIZSze P | o 0,2544 | 0,9515 1,8848 | 0,1781 | 0,1341
Cth 0,2544 0,9515 1,8854 | 0,1780 0,6431
Hyl 0,2824 0,8574 6,1537 | 0,0178 0,2633
Lys 0,2514 0,9629 1,4257 | 0,2401 0,1311
Met 0,2439 0,9924 0,2815 | 0,5989 0,2703
Tyr 0,2426 0,9981 0,0693 | 0,7939 0,1455
Phe 0,2537 0,9541 1,7790 | 0,1904 0,1293
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Tabela 26. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli zbudowanych
na podstawie wyznaczonych intensywnosci peptydéw w probkach surowicy. Model 3 A
— Zzbudowany 2z wykorzystaniem metody krokowej postepujgcej, model 3B -
zbudowany z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych

peptydéw wedtug analiz jednozmiennowych).

Lambda Czastkowa =
Model Zmienna : lambda o p Tolerancja
Wilksa Wilksa usuniecia

1099,41 | 0,0924 | 0,3391 | 72,0997 | <0,0001 | 0,2090
1288,69 | 0,0967 | 03241 | 77,1674 | <0,0001 | 0,3382
2073,30 | 0,0600 | 0,5220 | 33,8817 | <0,0001 | 0,2263
2496,01 | 0,0916 | 0,3422 | 71,1121 | <0,0001 | 0,2202
193575 | 0,0319 | 09810 | 0,7179 | 04023 | 0,5413
2033,15 | 0,0407 | 0,7695 | 11,0859 | 0,0020 | 0,1832
Model 3 A— | 1546,64 | 0,0603 | 0,5198 | 34,1856 | <0,0001 | 0,1836
peptydyw | 506379 | 0,0457 | 0,6853 | 16,9944 | 0,0002 | 0,2126
EL?ESV?CC; 1699,77 | 0,0393 | 0,7971 | 9,4187 | 0,0040 | 0,4299
etoda 1194,42 | 0,0354 | 08864 | 4,7436 | 0,0359 | 0,5380
krokowa 2241,00 | 00415 | 0,7551 | 11,9974 | 0,0014 | 0,3789
3278,87 | 0,0391 | 0,8008 | 9,2032 | 0,0044 | 0,3379
2760,12 | 0,0418 | 0,7503 | 12,3153 | 0,0012 | 0,4604
1221,13 | 0,0345 | 0,081 | 3,7423 | 0,0607 | 0,4612
1528,28 | 0,0392 | 0,7997 | 9,2684 | 00043 | 0,3384
1049,39 | 0,0381 | 08231 | 79516 | 00077 | 0,3606
3158,65 | 0,0358 | 0,8765 | 52119 | 0,0283 | 0,3569

1099,41 | 0,1466 0,8101 8,6716 | 0,0056 | 0,4957
1233,46 | 0,1242 0,9563 1,6894 | 0,2017 | 0,5179
1288,69 | 0,1307 0,9084 3,7330 | 0,0610 | 0,5346
1389,93 | 0,1306 0,9095 3,6795 | 0,0628 | 0,4691
1450,70 | 0,1289 0,9216 3,1494 | 0,0842 | 0,1733
1563,80 | 0,1190 | 0,9975 0,0928 | 0,7623 | 0,2162
Model 3 B _ | 169231 | 0,1199 0,9904 0,3584 | 0,5530 | 0,0707
peptydyw | 1779,38 | 0,1202 0,9877 0,4592 | 0,5022 | 0,0608
probkach | 1866,53 | 0,1207 0,9838 0,6105 | 0,4396 | 0,0876
surowicy, | 1888,55 | 0,1188 0,9995 0,0197 | 0,8890 | 0,2498
NANIZSZ€ P | 193575 | 0,1365 0,8703 55153 | 0,0243 | 0,4112
2093,22 | 0,1215 0,9776 0,8478 | 0,3631 | 0,3522
2272,73 | 0,1417 0,8379 7,1559 | 0,0111 | 0,5438
2660,94 | 0,1207 0,9835 0,6201 | 0,4360 | 0,2650
2884,38 | 0,1201 0,0888 0,4191 | 05214 | 0,4194
3241,40 | 0,1198 0,9913 0,3239 | 05727 | 0,2836
8916,69 | 0,1281 0,9270 2,9141 | 0,0962 | 0,3972
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Tabela 27. Analiza dyskryminacyjna. Zmienne wprowadzone do modeli zbudowanych
na podstawie wyznaczonych intensywnosci peptydéw w prébkach moczu. Model 4 A —
zbudowany z wykorzystaniem metody krokowej postepujacej, model 4 B — zbudowany
z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych (najbardziej réznicujgcych peptyddéw

wedtug analiz jednozmiennowych).

Lambda Czastkowa =
Model Zmienna : lambda o p Tolerancja
Wilksa Wilksa usuniecia

2081,71 | 0,0622 | 0,8425 | 6,9165 | 0,0124 | 0,2132
244456 | 0,1351 | 0,3875 | 58,4729 | <0,0001 | 0,1878
4008,67 | 0,1224 | 0,4277 | 49,4998 | <0,0001 | 0,2111
2010,46 | 0,1441 | 0,3634 | 64,8278 | <0,0001 | 0,1549
326151 | 0,0617 | 0,8485 | 6,6052 | 0,0143 | 0,2057
1448,04 | 0,0626 | 08367 | 7,2191 | 00107 | 0,6048
Model 4 A— | 3475,63 | 0,1389 | 0,3769 | 61,1674 | <0,0001 | 0,1264
peptydyw | 193623 | 0,1058 | 0,4947 | 37,7894 | <0,0001 | 0,1762
fr:glc’;jcr‘ 1796,80 | 0,09081 | 0,5336 | 32,3423 | <0,0001 | 0,2382
metoda 2140,12 | 0,0737 | 0,7107 | 15,0634 | 0,0004 | 0,1818
krokowa 3061,12 | 00791 | 0,6622 | 18,8749 | 0,0001 | 0,3444
3066,10 | 0,0660 | 0,7939 | 9,6041 | 0,0037 | 0,3773
2566,68 | 0,0730 | 0,7173 | 14,5813 | 0,0005 | 0,2195
1060,20 | 0,0643 | 08147 | 8,4143 | 0,0062 | 0,5459
2316,33 | 0,0661 | 0,7926 | 9,6837 | 0,0036 | 0,4825
1097,80 | 0,0617 | 0,8488 | 6,5931 | 00144 | 0,4693
1085,91 | 0,0612 | 0,8556 | 6,2425 | 0,0170 | 0,5381

1237,03 | 0,2190 | 0,9840 | 0,6004 | 0,4433 | 0,4321
1270,22 | 0,2198 | 0,9804 | 0,7379 | 0,3959 | 0,5321
1448,04 | 0,2306 | 0,9345 2,5936 | 0,1158 | 0,5335
1625,73 | 0,2156 | 0,9992 0,0307 | 0,8620 | 0,2758
179320 | 0,2162 | 0,9964 | 0,1344 | 0,7160 | 0,4600
1879,44 | 0,2194 | 0,9822 0,6706 | 04181 | 0,1575
Model 4 B _ | 199436 | 02335 | 0,9228 3,0962 | 0,0867 | 0,3086
peptydy w | 2010,46 | 0,2166 | 0,9947 0,1985 | 0,6585 | 0,1811
prébkach | 2050,43 | 0,2155 | 0,9999 0,0035 | 0,9531 | 0,0780
moczu, 2066,30 | 0,2156 | 0,9992 0,0285 | 0,8668 | 0,0704
NANIZSZEP | 5081,71 | 0,2163 0,9959 0,1513 | 0,6996 | 0,2176
223557 | 0,2220 | 0,9705 1,1229 | 0,2962 | 0,1758
2251,64 | 02169 | 0,9934 | 02441 | 06242 | 0,1309
2316,33 | 0,2329 | 0,9252 2,9928 | 0,0920 | 0,4400
244456 | 02653 | 0,8122 8,5550 | 0,0059 | 0,5295
292820 | 0,2258 | 0,9543 1,7721 | 0,1913 | 0,2612
294481 | 02222 | 0,9699 1,1502 | 0,2905 | 0,1329

105



WYNIKI

Tabela 28. Analiza dyskryminacyjna. Porownanie modeli zbudowanych na podstawie

czterech zbioréw danych dwoma réznymi sposobami. Czuto$é, swoistos¢ i ogdina

poprawnos$¢ klasyfikacji wyznaczone na podstawie zbioru testowego.

Modele zbudowane z wykorzystaniem metody krokowej

postepujace;

Model 1 A - Model 2 A - Model 3 A - Model 4 A -

aminokwasy | aminokwasy peptydy w peptydy w

w prébkach w prébkach prébkach prébkach

surowicy moczu surowicy moczu
Lambda 0,1020 0,0576 0,3134 0,0524
Wilksa
F 19,161 35,624 67,279 39,386
p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Czutosé 68,42 % 89,47 % 100,00 % 63,16 %
Swoistos$¢ 100,00 % 73,33 % 93,33 % 80,00 %
Ogodlna
poprawnos¢ 82,35 % 82,35 % 97,06 % 70,59 %
klasyfikacji
Modele zbudowane z wykorzystaniem predefiniowanych
zmiennych (najbardziej réznicujgcych aminokwaséw wedtug analiz
jednozmiennowych)

Model 1 B - Model 2 B — Model 3B - Model 4 B -

aminokwasy | aminokwasy peptydy w peptydy w

w prébkach w prébkach prébkach probkach

surowicy moczu surowicy moczu

Lambda 0,2123 0,2421 0,1187 0,2155
Wilksa
F 8,0735 6,8136 16,152 7,9253
p < 0,0001 < 0,0001 < 00,0001 < 0,0001
Czutosé 68,42 % 89,47 % 100,00 % 89,47 %
Swoistosé 93,33 % 60,00 % 100,00 % 80,00 %
Ogodlna
poprawnos¢ 79,41 % 76,47 % 100,00 % 85,29 %
klasyfikacji
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Tabela 29. Ogdlna poprawnos¢ klasyfikacji dla opartych o krzywe ROC modeli

sktadajgcych sie z roznej ilosci zmiennych i otrzymanych dla czterech zbioréw danych.

Ogolna poprawnosc klasyfikacji [%0]
llos¢ Aminokwasy Aminokwasy Peptydy Peptydy
zmiennych w probkach w probkach w probkach w probkach
surowicy moczu surowicy moczu
2 80,6 68,8 - -
3 80,2 73,1 - -
5 83,1 78,4 88,7 75,9
10 83,0 83,6 92,2 78,9
15 - - 94,7 79,8
20 86,2 88,1 - -
25 - - 95,9 80,8
32 89,7 - - -
39 - 91,3 - -
50 - - 97,3 82,7
100 - - 98,5 80,6
Tabela 30. Wyniki zdolnosci klasyfikacyjnych trzech modeli klasyfikacyjnych
wykorzystujgcych profile peptydowye w prébkach surowicy i moczu.
Surowica Mocz
rozﬁgg:]n;vignia Wa_llidacje; rozﬁgg:wn:vignia Wa_llidacja;
(%] krzyzowa [%] (%] krzyzowa [%]
QuickClassifier (QC)
Czutosé 83,33 88,24 84,78 79,38
Swoistos¢ 79,49 69,12 87,50 82,19
Ogodlna
poprawnos¢ 81,41 78,68 86,14 80,79
klasyfikacji
Supervised Neural Network (SNN)
Czutosc¢ 81,25 76,47 73,91 63,92
Swoistos¢ 92,31 88,24 97,50 86,30
Ogodlna
poprawnos¢ 86,78 82,35 85,71 75,11
klasyfikacji
Genetic Algorithm (GA)
Czutosé 97,92 87,50 93,48 72,73
Swoistosé 84,62 83,33 92,50 87,32
Ogdlna
poprawnos¢ 91,27 85,42 92,99 80,03
klasyfikacji
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5.2. Ryciny

5.2.1. Spis rycin

Ryciny 1i 2 dotycza Czesci teoretycznej i sg umieszczone w Rozdziale 2.

Rycina 1, strona 17. System Gleasona [16]. Pie¢C typow histoarchitektonicznych raka
prostaty. Typ 1 odpowiada komoérkom najbardziej zréznicowanym, natomiast typ 5

komérkom najmniej zréznicowanym.

Rycina 2, strona 25. Diagram ilustrujgcy techniki ,omiczne”. Przeptyw informacji w
organizmie zaczyna sie od gendw, ktorych liczba wynosi okoto 3 x 10%, a konczy na
metabolitach, ktérych liczba jest szacowana na okoto 8 x 10°. Sposréd ,,omik”,

metabolomika jest najbardziej zwigzana z fenotypem [42, 47].

Rycina 3 dotyczy Celu i jest umieszczona w Rozdziale 3.

Rycina 3, strona 46. Schemat badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskie;.

Ryciny 4 i 5 dotycza Czesci doswiadczalnej i sg umieszczone w Rozdziale 4.

Rycina 4, strona 51. Przebieg reakcji znakowania przy uzyciu odczynnika aTRAQ
[150]. Grupa reporterowa ma mase 121 Da w przypadku aminokwasow w probce
biologicznej (zawiera sze$é atoméw '°C oraz dwa atomy *°N) i 113 Da w przypadku

wzorcow wewnetrznych.

Rycina 5, strona 71. Schemat procedury ,kanapkowego” testu immunologicznego
opartego na kulkach magnetycznych, wykorzystujacego technologie Luminex/xMAP i
zestaw Bio-Plex [157]. A — kulki magnetyczne z kowalencyjnie zwigzanymi
przeciwciatami naktada sie na ptytke 96-dotkowg. B — po dodaniu probki biomarkery
wigzg sie z przeciwciatami. C — dodane biotynylowane przeciwciata wigzg sie z
biomarkerami, tworzac strukture ,kanapki’. D — dodana fluorescencyjnie znakowana
streptoawidyna fgczy sie z biotynylowanymi przeciwciatami. E — w cytometrze

przeptywowym kulki magnetyczne sg sortowane i mierzona jest intensywnos¢ sygnatu
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znacznika fluorescencyjnego z wykorzystaniem dwoch laserow lub dwoch diod

elektroluminescencyjnych.

Ryciny 6-25 dotyczg Wynikéw i sg umieszczone w Rozdziale 5.

Rycina 6, strona 112. Chromatogram wybranej probki surowicy pacjenta z rakiem

prostaty uzyskany w analizie LC-MS/MS aminokwasow.

Rycina 7, strona 112. Chromatogram wybranej probki moczu pacjenta z rakiem

prostaty uzyskany w analizie LC-MS/MS aminokwasow.

Rycina 8, strona 113. Widma fragmentacyjne protonowanych czgsteczek kreatyniny

przy réznych wartosciach energii kolizyjnej (CE).

Rycina 9, strona 114. Chromatogramy roztworu wzorca kreatyniny o stezeniu
200 ng/ml (A) oraz probki moczu pacjenta z rakiem prostaty rozcienczonej 2000-razy o
oznaczonym stezeniu kreatyniny 269 ng/ml (B). Oba chromatogramy uzyskano w
analizie LC-MS/MS i przedstawiajg pierwsze przejScia masowe (ilosciowe) kreatyniny

(1, tr = 1,93 min) i wzorca wewnetrznego (2, tr = 2,61 min).

Rycina 10, strona 115. Poréwnanie wynikow pomiaréw kreatyniny w 20 prébkach
moczu otrzymanych przy wykorzystaniu opracowanej metody LC-MS/MS i
laboratoryjnej metody kolorymetryczne;j.

Rycina 11, strona 116. Chromatogramy roztworu wzorca kreatyniny oraz 2000-razy
rozcienczonej probki moczu uzyskane w analizie LC-MS/MS. Q — pierwsze przejscie
masowe (ilosciowe), q — drugie przejscie masowe (jakosciowe), Q/q — stosunek

przejscia masowego ilosciowego do jakosciowego.

Rycina 12, strona 117. ,Widok Zelowy” profili peptydowych surowicy otrzymanych w
zakresie mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentow ze zdiagnozowanym

rakiem prostaty (u dotu, kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (u gory, kolor zielony).

Rycina 13, strona 117. ,Widok zelowy” profili peptydowych moczu otrzymanych w
zakresie mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentéw ze zdiagnozowanym

rakiem prostaty (u dotu, kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (u gory, kolor zielony).
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Rycina 14, strona 118. Usrednione widma MS (profile peptydowe) surowicy
otrzymane w zakresie mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem prostaty (kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (kolor zielony)
(u dotu Ryciny) oraz powigkszone fragmenty tych widm w pieciu wezszych zakresach
mas: A—od 1 do 2 kDa, B—o0d 2 do 4 kDa, C — od 4 do 6 kDa, D — od 6 do 8 kDa, E —
od 8 do 10 kDa.

Rycina 15, strona 119. Usrednione widma MS (profile peptydowe) moczu otrzymane
w zakresie mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentéw ze zdiagnozowanym
rakiem prostaty (kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (kolor zielony) (u dotu Ryciny)
oraz powiekszone fragmenty tych widm w pieciu wezszych zakresach mas: A —od 1 do
2kDa, B—o0d 2 do 3kDa, C —od 3 do 4kDa, D — od 4 do 6,5kDa, E — od 6,5 do
10 kDa.

Rycina 16, strona 120. Krzywe ROC dla metioniny i sakrozyny. W nawiasach pod
warto$ciami AUC podano 95 % przedziat ufnosci. Czerwone punkty odpowiadajg
optymalnym punktom odciecia, dla ktérych w nawiasie podano wartosci swoistosci i

czutosci.

Rycina 17, strona 121. Wykresy pudetkowe (u goéry) oraz wykresy jgdrowego
estymatora gestoéci (u dotu) dla stezen aminokwasow w surowicy przed normalizacjg

oraz po normalizaciji.

Rycina 18, strona 122. Wykresy wektorow odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem
drugiej skfadowej otrzymane w analizach PLS-DA czterech zbiorow danych (A —
stezenia aminokwasow w probkach surowicy, B — stezenia aminokwaséw w prébkach
moczu znormalizowane na kreatyning, C — intensywnosci peptydow w prébkach
surowicy, D — intensywnosci peptydéw w probkach moczu) dla dwéch analizowanych
grup: grupy badanej (n = 49, kolor czerwony) i grupy kontrolnej (n = 40, kolor zielony).

W nawiasach podano procent wyjasnianej zmiennosci przez poszczegolne sktadowe.

Rycina 19, strona 123. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze
wartosci VIP) w analizie PLS-DA wykorzystujgcej stezenia aminokwaséw w prébkach
surowicy. Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy

odpowiedniej zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.
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Rycina 20, strona 123. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze
wartosci VIP) w analizie PLS-DA wykorzystujgcej stezenia aminokwasow w probkach
moczu znormalizowane na kreatynine. Czerwone i zielone pola po prawej stronie
wskazujg na to, czy poziomy odpowiedniej zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej

grupie.

Rycina 21, strona 124. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze
wartosci VIP) w analizie PLS-DA wykorzystujgcej intensywnosci peptydéow w prébkach
surowicy. Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy

odpowiedniej zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.

Rycina 22, strona 124. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze
wartosci VIP) w analizie PLS-DA wykorzystujgcej intensywnosci peptydéw w prébkach
moczu. Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy

odpowiedniej zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.

Rycina 23, strona 125. Wyniki testow permutacji dla stezeh aminokwaséw w probkach

surowicy, potwierdzajgce wiarygodnosé modelu PLS-DA.

Rycina 24, strona 126. Wykresy wektorow odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem
drugiej skladowej otrzymane w analizach PLS-DA czterech zbioréw danych (A —
stezenia aminokwasow w probkach surowicy, B — stezenia aminokwasow w probkach
moczu znormalizowane na kreatyning, C — intensywnoéci peptydéw w prébkach
surowicy, D — intensywnosci peptydéw w probkach moczu) dla trzech analizowanych
grup pacjentéw z rakiem prostaty: z szescioma punktami w skali Gleasona (n =19,
kolor czerwony), siedmioma punktami w skali Gleasona (n = 24, kolor zielony) oraz
osmioma lub dziewiecioma punktami w skali Gleasona (n =6, kolor niebieski). W

nawiasach podano procent wyjasnianej zmiennosci przez poszczegolne sktadowe.

Rycina 25, strona 127. Krzywe ROC dla modeli sktadajgcych sie z rdznej ilosci
zmiennych wraz z wartosciami AUC oraz w nawiasach 95 % przedziatami ufno$ci
otrzymane dla czterech zbiorow danych (A — stezenia aminokwaséw w prébkach
surowicy, B — stezenia aminokwasow w probkach moczu znormalizowane na
kreatyning, C — intensywno$ci peptydéw w prébkach surowicy, D — intensywnosci

peptydéw w prébkach moczu).
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Rycina 6. Chromatogram wybranej prébki surowicy pacjenta z rakiem prostaty
uzyskany w analizie LC-MS/MS aminokwasow.
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Rycina 7. Chromatogram wybranej probki moczu pacjenta z rakiem prostaty uzyskany
w analizie LC-MS/MS aminokwaséw.
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Rycina 8. Widma fragmentacyjne protonowanych czgsteczek kreatyniny przy réznych

wartosciach energii kolizyjnej (CE).
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Rycina 9. Chromatogramy roztworu wzorca kreatyniny o stezeniu 200 ng/ml (A) oraz
probki moczu pacjenta z rakiem prostaty rozcienczonej 2000-razy o oznaczonym
stezeniu kreatyniny 269 ng/ml (B). Oba chromatogramy uzyskano w analizie LC-
MS/MS i przedstawiajg pierwsze przejscia masowe (ilosciowe) kreatyniny (1,

tr = 1,93 min) i wzorca wewnetrznego (2, tr = 2,61 min).
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Rycina 10. Poréwnanie wynikdw pomiarow kreatyniny w 20 probkach moczu

otrzymanych przy wykorzystaniu opracowanej metody LC-MS/MS i laboratoryjnej

metody kolorymetrycznej.
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Rycina 11. Chromatogramy roztworu wzorca kreatyniny oraz 2000-razy rozcienczonej
probki moczu uzyskane w analizie LC-MS/MS. Q - pierwsze przejscie masowe

(ilosciowe), q — drugie przejscie masowe (jakosciowe), Q/q — stosunek przejscia
masowego ilosciowego do jakosciowego.
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Rycina 12. ,Widok zelowy” profili peptydowych surowicy otrzymanych w zakresie mas
od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (u
dotu, kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (u géry, kolor zielony).
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Rycina 13. ,Widok zelowy” profili peptydowych moczu otrzymanych w zakresie mas od
1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (u
dotu, kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (u gory, kolor zielony).
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Rycina 14. Usrednione widma MS (profile peptydowe) surowicy otrzymane w zakresie
mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem
prostaty (kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (kolor zielony) (u dotu Ryciny) oraz
powiekszone fragmenty tych widm w pieciu wezszych zakresach mas: A — od 1 do
2 kDa, B—-o0d 2 do 4 kDa, C —od 4 do 6 kDa, D — od 6 do 8 kDa, E — od 8 do 10 kDa.
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Rycina 15. Usrednione widma MS (profile peptydowe) moczu otrzymane w zakresie
mas od 1 do 10 kDa dla grupy badanej — pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem
prostaty (kolor czerwony) oraz grupy kontrolnej (kolor zielony) (u dotu Ryciny) oraz
powiekszone fragmenty tych widm w pieciu wezszych zakresach mas: A — od 1 do
2kDa, B —od 2 do 3kDa, C — od 3 do 4 kDa, D — od 4 do 6,5kDa, E — od 6,5 do
10 kDa.
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Rycina 16. Krzywe ROC dla metioniny i sakrozyny. W nawiasach pod wartosciami AUC
podano 95 % przedziat ufnosci. Czerwone punkty odpowiadajg optymalnym punktom

odciecia, dla ktérych w nawiasie podano wartosci swoistosci i czutosci.
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Rycina 17. Wykresy pudetkowe (u gory) oraz wykresy jgdrowego estymatora gestosci

(u dotu) dla stezen aminokwasoéw w surowicy przed normalizacjg oraz po normalizacji.
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Rycina 18. Wykresy wektorow odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem drugiej

skladowej otrzymane w analizach PLS-DA czterech zbioréw danych (A — stezenia

aminokwaséw w prébkach surowicy,

znormalizowane na kreatynine, C —

B — stezenia aminokwasow w probkach moczu

intensywnosci peptydéw w probkach surowicy, D —

intensywnosci peptydéw w prébkach moczu) dla dwéch analizowanych grup: grupy

badanej (n =49, kolor czerwony)

grupy kontrolnej (n =40, kolor zielony). W

nawiasach podano procent wyjasnianej zmiennosci przez poszczegolne sktadowe.
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Rycina 19. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze wartosci VIP)

w analizie PLS-DA wykorzystujgcej stezenia aminokwaséw w prébkach surowicy.

Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy odpowiedniej

zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.
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Rycina 20. Zmienne o najwigkszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze wartosci VIP)

w analizie PLS-DA wykorzystujgcej stezenia aminokwaséw w prébkach moczu

znormalizowane na kreatynine. Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na

to, czy poziomy odpowiedniej zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.

123



WYNIKI

1866.53
1332.57
1779.38
1288.69
1888.55
1692.31
1099.41
5903.95
2884.38
2862.94
3241.40
1519.99
2272.73
7765.35
3951.91

°
°
°
°
°
®
®
°
°
I I I I I
17 18 19 20 21

High

Low

Rycina 21. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze wartosci VIP)
w analizie PLS-DA wykorzystujgcej intensywnosci peptydow w probkach surowicy.
Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy odpowiedniej

zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.
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Rycina 22. Zmienne o najwiekszym znaczeniu w klasyfikacji (najwyzsze wartosci VIP)
w analizie PLS-DA wykorzystujgcej intensywnosci peptydéw w probkach moczu.
Czerwone i zielone pola po prawej stronie wskazujg na to, czy poziomy odpowiedniej

zmiennej sg wyzsze czy nizsze w danej grupie.
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Rycina 23. Wyniki testéw permutacji dla stezeh aminokwaséw w prébkach surowicy,

potwierdzajgce wiarygodnos¢ modelu PLS-DA.
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Rycina 24. Wykresy wektorow odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem drugiej

skfadowej otrzymane w analizach PLS-DA czterech zbioréw danych (A — stezenia

aminokwasow w probkach surowicy, B — stezenia aminokwaséw w prébkach moczu

znormalizowane na kreatyning, C — intensywnosci peptyddéw w probkach surowicy, D —

intensywnosci peptydéw w probkach moczu) dla trzech analizowanych grup pacjentow

z rakiem prostaty: z szescioma punktami w skali Gleasona (n = 19, kolor czerwony),

siedmioma punktami w skali Gleasona (n =24, kolor zielony) oraz oSmioma lub

dziewiecioma punktami w skali Gleasona (n = 6, kolor niebieski). W nawiasach podano

procent wyjasnianej zmiennosci przez poszczegolne sktadowe.
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Rycina 25. Krzywe ROC dla modeli sktadajgcych sie z réznej ilosci zmiennych wraz z
warto$ciami AUC oraz w nawiasach 95 % przedziatami ufnoéci otrzymane dla czterech
zbiorow danych (A — stezenia aminokwasow w prébkach surowicy, B — stezenia
aminokwasow w prébkach moczu znormalizowane na kreatyning, C — intensywno$ci

peptydéw w probkach surowicy, D — intensywnosci peptyddw w prébkach moczu).
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6. Omoéwienie wynikow

6.1. Oznaczanie aminokwaséw w jednym cyklu analitycznym w surowicy i moczu

przy wykorzystaniu zestawu LC-ESI-QqQ-MS/MS

Prezentowane i omowione w niniejszym rozdziale wyniki odnoszg sie do
metodyki przedstawionej w Rozdziale 4.3 zwigzanej z oznaczaniem aminokwaséw w
prébkach surowicy i moczu z wykorzystaniem spektrometru mas 4000 QTRAP (AB

Sciex). Do wynikéw oméwionych ponizej odnoszg sie Tabele 7-13 oraz Ryciny 6 7.

6.1.1. Walidacja metody

Przed wykorzystaniem do analizy prébek rzeczywistych przeprowadzono
dodatkowe eksperymenty w celu potwierdzenia walidacji metody LC-MS/MS
oznaczania aminokwasOw w surowicy i moczu, weryfikacji stabilnosci czaséw retenc;ji i
czutosci zestawu LC-MS oraz sprawdzenia wydajnosci reakcji znakowania.

Weryfikacji poddano nastepujace parametry walidacyjne: doktadnos¢, precyzja
(powtarzalnos¢ i odtwarzalno$¢) w odniesieniu do oznaczanych stezern aminokwasow i
czasOw retencji. Analizy kontrolnego osocza wykazaly, ze metoda jest doktadna.
Wszystkie oznaczone stezenia aminokwasow w kontrolnym osoczu miescity sie w
zakresach referencyjnych podanych w certyfikacie (Tabela 7). Przeprowadzone z
wykorzystaniem kontrolnego osocza analizy udowodnity ponadto dobrg wydajnosc
catej metodologii. W celu sprawdzenia powtarzalnosci metody obliczono wspdtczynniki
zmiennosci dla stezen aminokwasoéw oraz czaséw retencji aminokwasow i ich wzorcéw
wewnetrznych w odniesieniu zaréwno do surowicy, jak i moczu. Otrzymane wartosci
dowiodty dobrej precyzji metody w przypadku obu ptyndéw ustrojowych (Tabela 7 i 8).
Bardzo niskie byty zwtaszcza wspétczynniki zmiennosci dla czasow retencji i wynosity
ponizej 1 % dla powtarzalnosci i ponizej 3 % dla odtwarzalnosci.

Przed kazdg sekwencjg analiz probek rzeczywistych przeprowadzano test
sprawnosci systemu, aby przygotowaé zestaw LC-MS do pracy i zweryfikowac
poprawnos¢ jego dziatania. Test umozliwiat sprawdzenie stabilnosci czasow retenc;ji i
czutosci zestawu LC-MS. Pozytywny wynik testu byt warunkiem kontynuowania analiz.
Wydajnos¢ reakcji znakowania i odzysk sprawdzano wykorzystujgc dwa
nieproteogenne aminokwasy: norleucyne i norwaline. Wydajnos¢ procedury byta
akceptowana, kiedy odzysk tych aminokwaséw miescit sie w zakresie 20 % wartosci

referencyjnej podanej w certyfikacie analizy dotgczonym do kazdego zestawu aTRAQ.
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Wszystkie oznaczone stezenia norleucyny i norwaliny miescity sie w podanym
zakresie.

Wyniki weryfikacji walidacji metody LC-MS/MS oznaczania aminokwasow z
wykorzystaniem odczynnikow aTRAQ na probkach surowicy zostaty opublikowane w
pracy pt. ,Effects of a honeybee sting on the serum free amino acid profile in humans”
(PL0oS One, 2014, Vol. 9(7)) [144].

6.1.2. Analiza préobek rzeczywistych

Wykorzystujac technike LC-MS/MS oraz odczynnik aTRAQ uzyskano profile
aminokwasowe surowicy i moczu. Ryciny 6 i 7 przedstawiajg chromatogramy
otrzymane dla wybranych probek odpowiednio surowicy i moczu pacjenta z rakiem
prostaty uzyskane w analizach LC-MS/MS. Dla kazdego przejscia masowego
wykreslony zostat osobny chromatogram, a rézne przejscia masowe przedstawione
zostaty réznymi kolorami. Pomimo iz zastosowana metoda LC-MS/MS pozwala
oznacza¢ 42 aminokwasy w probce, nie wszystkie z nich zostaty wykryte w
analizowanych prébkach. W przypadku probek surowicy oznaczono we wszystkich
probkach 32 aminokwasy i ich stezenia zostaly wykorzystane do dalszych analiz
(Tabela 9 i 10). 4 aminokwasy (fosfoetanoloamina, kwas y-amino-n-mastowy,
cystationina, &-hydroksylizyna) oznaczono w czesci probek, w pozostatych natomiast
ich stezenia byty ponizej granicy oznaczalnosci. Te aminokwasy zostaty odrzucone z
dalszych analiz. 6 aminokwasow (fosfoseryna, kwas argininobursztynowy,
homocytrulina, anseryna, karnozyna, homocysteina) bylo ponizej granicy
oznaczalnosci we wszystkich probkach surowicy. W przypadku probek moczu
oznaczono we wszystkich probkach 39 aminokwasow i ich stezenia zostaty
wykorzystane do dalszych analiz (Tabela 11). 2 aminokwasy (anseryna, homocysteina)
oznaczono w czesci probek, w pozostatych natomiast ich stezenia byty ponizej granicy
oznaczalnosci. Te aminokwasy zostaty odrzucone z dalszych analiz. Jeden aminokwas
(fosfoseryna) byt ponizej granicy oznaczalnosci we wszystkich prébkach moczu.
Tabele 12 i 13 przedstawiajg oznaczone stezenia aminokwasow znormalizowane na
stezenie kreatyniny (stosunki stezen aminokwas / kreatynina) w prébkach moczu.
Poniewaz metoda oznaczania aminokwasow zostata zwalidowana miedzy innymi pod
katem powtarzalnosci, w zwigzku z tym odchylenia standardowe uzyskane w
oznaczaniu aminokwasow w dwoch grupach (badanej i kontrolnej) w surowicy i moczu

sg zwigzane jedynie ze zmienno$cig populacyjna.
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Wyniki przeprowadzonych jedno- i wielozmiennowych analiz statystycznych z
wykorzystaniem jako danych oznaczonych stezen aminokwasow zostaty

przedstawione w Rozdziale 6.5.
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6.2. Oznaczanie kreatyniny w moczu przy wykorzystaniu zestawu LC-ESI-QqQ-
MS/MS

Prezentowane i omowione w niniejszym rozdziale wyniki odnoszg sie do
metodyki przedstawionej w Rozdziale 4.4 zwigzanej z oznaczaniem kreatyniny w
probkach moczu z wykorzystaniem spektrometru mas 4000 QTRAP (AB Sciex). Do

wynikéw omowionych ponizej odnoszg sie Tabele 14-16 oraz Ryciny 8-11.

6.2.1. Optymalizacja parametrow MS

Opracowanie metody oznaczania kreatyniny w moczu obejmowato
optymalizacje jonéw pseudomolekularnych kreatyniny i wzorca wewnetrznego, analize
widm masowych tych zwigzkéw, wybor i optymalizacje jondw potomnych
analizowanych zwigzkéw. Obserwowano protonowane czasteczki kreatyniny przy m/z
114,1 oraz nafazoliny przy m/z 211,1. Po fragmentacji w komorze Kkolizyjnej
obserwowano kilka jonow potomnych w przypadku obu zwigzkéw. Dla kreatyniny
najbardziej intensywne byly jony potomne o m/z 44,1 i 86,1. Widma fragmentacyjne
kreatyniny przy réznych wartosciach energii kolizyjnej przedstawione sg na Rycinie 8.
Dla nafazoliny najbardziej intensywne byly jony potomne o m/z 141,1 i 115,1. W
przypadku obu zwigzkdw monitorowano po dwa przejscia MRM. Tabela 14
przedstawia wybrane przejscia masowe i odpowiadajgce im parametry MS: potencjat
rozpadu klastrow, potencjat wejscia, energie kolizyjng oraz potencjat wyjscia z komory
kolizyjnej. Wyznaczono réwniez dla obu zwigzkow sredni stosunek pierwszego
przejscia masowego (wykorzystywanego do analizy iloSciowej) do drugiego przejscia

masowego (wykorzystywanego do potwierdzenia tozsamosci zwigzku) (Q/q).

6.2.2. Optymalizacja parametrow HPLC

W trakcie opracowywania metody oznaczania kreatyniny w moczu
przetestowano elucje izokratyczng i gradientowg (przy réznych gradientach). Celem
byto uzyskanie jak najbardziej satysfakcjonujgcych wynikéw. Zastosowanie elucji
gradientowej pozwolito uzyska¢ lepsze ksztatty pikdw niz w przypadku elucji
izokratycznej. Czas retencji dla kreatyniny wynosit 1,93 min, natomiast dla wzorca
wewnetrznego 2,61 min. Rycina 9 przedstawia chromatogramy otrzymane dla roztworu
wzorca kreatyniny i dla prébki moczu pacjenta z rakiem prostaty uzyskane w analizie

LC-MS/MS. Rozdziat gradientowy wykorzystany w opracowanej metodzie stwarza
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mozliwos¢ witgczenia do metody analizy innych klinicznie waznych zwigzkow o

szerokim zakresie polarnosci w jednym cyklu analitycznym.

6.2.3. Walidacja metody

Przed wykorzystaniem do analizy probek rzeczywistych metoda LC-MS/MS
oznaczania kreatyniny w moczu zostata zwalidowana. Walidacji poddano nastepujace
parametry: selektywno$¢, doktadno$é, precyzje (powtarzalnosé i odtwarzalnosé),
liniowos¢, zakres, granice wykrywalnosci, granice oznaczalnosci oraz stabilnoscé.
Dobre parametry walidacji potwierdzity, ze nafazolina moze by¢ wykorzystana jako
wzorzec wewnetrzny w oznaczaniu kreatyniny w moczu.

Identyczne chromatogramy roztworéw wzorcowych kreatyniny i probek
rzeczywistych dla kazdego przejscia MRM potwierdzity brak interferujgcych pikow w
czasie retencji kreatyniny i wzorca wewnetrznego na chromatogramach prébek moczu
(Rycina 9). Swiadczy to o wysokiej selektywnosci metody. Co wiecej, monitorowanie
dwoch przejs¢ masowych (ilosSciowego i jakosciowego) i wyznaczenie stosunku
intensywnosci odpowiadajgcych im pikéw pozwala odrozni¢ analizowane zwigzki od
interferencji i potwierdzi¢ tozsamo$¢ zwigzkoéw. Stosunek przejscia ilosciowego do
jakosciowego (Q/q) jest bowiem wartosdcig charakterystyczng dla kazdego zwigzku.
Takie podejscie wykorzystujgce jon macierzysty i dwa jony potomne zapewnia
uzyskanie 4 punktow identyfikacyjnych dla analizowanego zwigzku, co spetnia
wytyczne Unii Europejskiej [152]. Wyznaczone stosunki Q/q poréwnywano ze $rednim
stosunkiem Q/q wyznaczonym dla roztworéw wzorcowych. Kazdorazowo mieScity sie
one w zakresie tolerancji 20 %, co pozwolito potwierdzi¢ otrzymane wyniki analiz
prébek moczu.

Metoda jest liniowa w zakresie stezen od 5 do 1500 ng/ml, co odpowiada
zakresowi stezen kreatyniny od 1 do 300 mg/dl w nierozcienczonych prébkach moczu.
Szeroki zakres liniowosci metody jest pozgdany w przypadku oznaczania kreatyniny ze
wzgledu na to, ze zwigzek ten wystepuje w moczu w duzym zakresie stezen [159].
Dobrg liniowos$¢ opracowanej metody potwierdzajg wspoétczynniki regresji, ktore byty
wyzsze niz 0,995 dla kazdej przygotowanej krzywej wzorcowej. Krzywe wzorcowe
zapewnity dobrg doktadnos¢ pomiaréw kreatyniny, gdyz stezenia roztworéw do
krzywych wzorcowych obliczone na ich podstawie miescity sie w zakresie 15 %
rzeczywistej wartosci.

Granica wykrywalnosci metody wynosi 2 ng/ml, natomiast granica
oznaczalnosci wynosi 5 ng/ml. Granica oznaczalnosci jest poréwnywalna z

opracowanymi wczesniej metodami LC-MS/MS oznaczania kreatyniny w moczu [121,
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133]. Mozliwos¢ pomiaru nizszych stezen kreatyniny nie wydaje sie konieczna ze
wzgledu na to, ze metabolit ten nie wystepuje w moczu w sladowych ilosciach nawet
uwzgledniajgc 2000-krotne rozciehczenie prébki. Wazniejsza z punktu widzenia
spektrometrii mas jest mozliwoS¢ oznaczen w matych objetosciach probek
biologicznych. Technika chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas jest
podatna na wystepowanie efektow matrycy, zwigzanych ze sktadnikami matrycy
opuszczajgcymi kolumne chromatograficzng w czasie retencji analitéw i wptywajacych
na wydajnos¢ jonizacji analitéw w zrodle jondw. Jednym z najprostszych sposobow
ograniczenia efektow matrycy jest rozcienczenie probki [160]. Ze wzgledu na niskg
granice oznaczalnosci opracowanej metody prébka moczu moze by¢ rozcienczona
2000-razy, co redukuje wptyw skfadnikow matrycy.

Doktadnos¢ metody zostata sprawdzona przy uzyciu probek kontrolnych moczu
obcigzonych trzema réznymi poziomami wzorca kreatyniny (niskim, s$rednim i
wysokim). Otrzymane wyniki odzysku dla wszystkich probek kontrolnych spetniaty
kryteria akceptowalnosci i miescity sie w zakresie od 90,3 % do 97,7% (Tabela 15).
Mozna zatem wnioskowaé, ze doktadno$¢ metody jest dobra niezaleznie od stezenia
kreatyniny w prébce moczu.

Opracowana metoda charakteryzuje sie zadowalajgcg precyzjg oznaczania
kreatyniny. Precyzja zostata zmierzona dla trzech pozioméw stezen kreatyniny
(niskiego, sredniego i wysokiego). Powtarzalno$¢ metody oraz jej odtwarzalno$é
wyrazone jako wspotczynniki zmiennosci (CV) nie przekraczaty 15 %. Wartosci te dla
poszczegodlnych pozioméw stezen miedcity sie w zakresie od 1,17 % do 12,74 %
(Tabela 16). Metoda zapewnia zatem powtarzalne pomiary stezenia kreatyniny w
prébkach moczu w catym zakresie liniowosci.

Warunki testowane w badaniach stabilnosci odpowiadaty mozliwym sytuacjom
wystepujgcym podczas przygotowywania probek i ich analizy. Potwierdzono stabilnosé
kreatyniny w moczu po trzech cyklach zamrazania i rozmrazania. Roznice w
zawartosci kreatyniny nie przekraczaty bowiem 12 % w poréwnaniu do sSwiezych
probek moczu. Badania stabilnosci krotkoterminowej wykazaty stabilnos¢ kreatyniny w
moczu po przechowywaniu w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Roznice w
zawartosci kreatyniny nie przekraczaty bowiem 15 % w poréwnaniu do Swiezych
probek moczu. Wykazano stabilnos¢ roztworow podstawowych kreatyniny i wzorca
wewnetrznego przechowywanych w temperaturze pokojowej przez 6 godzin oraz w
temperaturze -20 °C przez 4 miesigce. Rdznice w zawartosci kreatyniny i wzorca
wewnetrznego wynosity ponizej 10 % w poréwnaniu do $wiezo przygotowanych
roztworow podstawowych. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw mozna

rowniez wyciggng¢ wniosek o dobrej stabilnosci kreatyniny w przygotowanych
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probkach przechowywanych przez 24 i 48 godzin w autosamplerze. Réznice w
zawartosci kreatyniny znajdowaty sie w granicach od -1,6 % do 10,1 % oraz od -14,0 %
do 4,9% dla probek przechowywanych odpowiednio przez 24 i 48 godzin w
poréwnaniu do tych samych probek moczu analizowanych bezposrednio po

przygotowaniu.

6.2.4. Poréwnanie z metoda wykorzystujaca reakcje Jaffe’go

Wyniki oznaczen kreatyniny w moczu otrzymane przy wykorzystaniu
opracowanej metody LC-MS/MS zostaly poréwnane z wynikami uzyskanymi
laboratoryjng metodg kolorymetryczng. W tym celu okreslono zawartos¢ kreatyniny w
20 probkach moczu za pomocg metody kolorymetrycznej wykorzystujgcej reakcje
Jaffe’go. Pomimo ze wspétczynnik korelacji R? pomiedzy dwoma zbiorami wynikéw
wynosit 0,9844, wykazano ze metoda Jaffe’go zawyzyta stezenia kreatyniny w moczu
w 80 % przetestowanych probek (Rycina 10). Stezenia te byty Srednio 0 4,6 % wyzsze
niz oznaczone w metodzie LC-MS/MS. Te wyniki sg zgodne z wynikami uzyskanymi
przez inne zespoty badawcze [161, 162], ktére rowniez wskazujg na zawyzanie stezenh
kreatyniny przez metode Jaffe’go. Mozna zatem wyciggng¢ wniosek, iz metoda
kolorymetryczna powinna zosta¢ zrewidowana jako zioty laboratoryjny standard w
oznaczaniu kreatyniny. Natomiast metoda LC-MS/MS moze by¢ rozwazona jako nowa

potencjalna metoda oznaczania kreatyniny w moczu w laboratoriach.

6.2.5. Analiza prébek rzeczywistych

Wykorzystujgc opracowang metode LC-MS/MS oznaczono stezenie kreatyniny
W moczu pacjentdow ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (grupa badana) i w moczu
os6b  zdrowych (grupa kontrolna). Potwierdzenie tozsamosci kreatyniny
przeprowadzono w oparciu o obliczenie stosunku intensywnosci pikéw przejscia
ilosciowego do jakosciowego (Q/q) i pordownanie ze $rednim stosunkiem Q/q
wyznaczonym dla  roztworéw  wzorcowych  kreatyniny. We  wszystkich
przeanalizowanych probkach moczu réznica wartosci stosunku Q/q w poréwnaniu ze
stosunkiem $rednim wynosita ponizej 3 %. Rycina 11 pokazuje zgodnosc¢ stosunku Q/q
dla kreatyniny pomiedzy roztworem wzorcowym kreatyniny a wybrang probkg moczu.

Srednie stezenia kreatyniny oznaczone w prébkach moczu pacjentéw z grupy
badanej i z grupy kontrolnej wynosity odpowiednio 121,4 mg/dl i 79,7 mg/dl, natomiast
Srednie stezenie tego metabolitu we wszystkich probkach wynosito 102,6 mg/dl.

Zgodnie z danymi literaturowymi stezenia te odpowiadajg przecietnym poziomom
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kreatyniny w moczu w populacji ludzkiej [134, 159]. Arndt [159] podaje, ze Srednie
stezenie kreatyniny w moczu wyznaczone dla probek pochodzacych od 12456
mezczyzn wynosito 97,5 mg/dl. Najnizsze stezenie kreatyniny oznaczone dla grupy
badanej wynosito 32,2 mg/dl, natomiast dla grupy kontrolnej 30,9 mg/dl. Dowodzi to, ze
nie ma potrzeby opracowywania metody o wiekszej czutosci. Najwyzsze stezenie
kreatyniny wynosito z kolei 298,0 mg/dl dla grupy badanej i 218,0 mg/dl dla grupy
kontrolnej. Wedtug Swiatowej Organizacja Zdrowia (WHO) nalezy unikaé zaréwno zbyt
stezonych, jak i zbyt rozcienczonych prébek moczu pobieranych do badan zwigzanych
Z monitorowaniem ekspozycji na czynniki chemiczne w miejscu pracy [163]. Zgodnie z
rekomendacja WHO, aby uznaé prébke moczu za wazng, powinna ona
charakteryzowa¢ sie stezeniem kreatyniny w zakresie od 30 do 300 mg/dl. Te
wytyczne mozna wykorzysta¢ do selekcji probek moczu rowniez w innych aplikacjach
dotyczgcych analizy moczu. Mozna zatem wnioskowac, ze wszystkie probki moczu
przeanalizowane z wykorzystaniem opracowanej metody LC-MS/MS mogag zostac
uzyte w dalszych badaniach zwigzanych z analizg innych zwigzkéw wydalanych z
moczem (oznaczanie aminokwaséw i profilowanie peptydowe w probkach moczu).
Technika LC-MS/MS stwarza mozliwosci identyfikacji i oznaczania wielu
zwigzkow w matej objetosci prébki biologicznej i w jednym cyklu analitycznym. W
zwigzku z tym, ze opracowana metoda wykorzystuje rozdziat gradientowy i detekcje
MS oraz nie wymaga derywatyzacji, moze ona zosta¢ zaadaptowana do

jednoczesnego oznaczania innych zwigzkéw wydalanych z moczem obok kreatyniny.

Przygotowana zostata publikacja do$swiadczalna pt. ,Creatinine determination in
urine by liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry
method” prezentujgca opracowang metode oznaczania kreatyniny w moczu przy
wykorzystaniu zestawu LC-MS. Praca zostata przyjeta do druku w czasopismie Acta

Poloniae Pharmaceutica. Drug Research.
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6.3. Profilowanie peptydoéw obecnych w surowicy i moczu przy wykorzystaniu
zestawu MALDI-TOF-MS

Prezentowane i omowione w niniejszym rozdziale wyniki odnoszg sie do
metodyki przedstawionej w Rozdziale 4.6 zwigzanej z profilowaniem peptydéw w
prébkach surowicy i moczu z wykorzystaniem spektrometru mas UltrafleXtreme
(Bruker Daltonics). Do wynikdw omowionych ponizej odnoszg sie Tabele 17-18 oraz
Ryciny 12-15.

Wykorzystujgc technike MALDI-TOF-MS otrzymano profile peptydowe surowicy
i moczu w zakresie mas 1000 — 10000 Da. Masy te odpowiadajg jednokrotnie
natadowanym zjonizowanym peptydom [M+H]’". Kalibracja zewnetrzna zostata
wykonana z wykorzystaniem mieszaniny wzorcow mieszczgcych sie w zakresie mas 1
— 10 kDa: od 1047,189 Da (angiotensyna 1) do 8565,764 Da (ubikwityna 1). Srednie
odchylenie mas wzorcow w stosunku do mas referencyjnych wynosito ponizej
100 ppm. Widma MS surowicy i moczu wygenerowano po uprzednim przetestowaniu
procedury przygotowania probek. Procedura ta wymagata optymalizacji w przypadku
probek moczu, aby zapewni¢ widma o odpowiedniej intensywnosci. Roznice w
poréwnaniu do prébek surowicy obejmowaty sposob przeprowadzenia oczyszczania
probek, rozcienczania, przygotowania matrycy i nanoszenia probki na ptytke.

Ryciny 12 i 13 przedstawiajg tak zwane ,widoki zelowe” (ang. ,gel view”) profili
peptydowych odpowiednio surowicy i moczu dla wszystkich analizowanych probek z
dwéch grup w catym zakresie mas otrzymane w programie ClinPro Tools. Im
ciemniejszy kolor, tym wieksza byfa intensywno$é¢ odpowiedniego piku w danym
widmie. Taki widok pozwala poréwnac¢ ze sobg piki o okreslonych masach pomiedzy
wszystkimi probkami. Na czerwono zaznaczone sg probki odrzucone przez program ze
wzgledu na zbyt niskg ogodlng intensywnos¢ widma. Ryciny 14 i 15 przedstawiajg
usrednione profile peptydowe odpowiednio surowicy i moczu dla grupy badanej i
kontrolnej. Dzieki takiej wizualizacji mozliwe jest poréwnanie profili pomiedzy grupami i
proba wytypowania pikéw réznicujgcych. Ocena graficzna zaréwno ,widokow
zelowych”, jak i usrednionych widm, pozwolita stwierdzi¢, iz profile peptydowe surowicy
i moczu sg rozne u pacjentow z rakiem prostaty i u osob zdrowych. W celu
petniejszego scharakteryzowania tych réznic i oceny mozliwosci klasyfikacyjnych
opartych o profile peptydowe wygenerowano listy pikébw wraz z ich intensywnosciami.
W przeanalizowanych prébkach surowicy 136 pikow odpowiadajgcych peptydom miato
stosunek S/N powyzej 5 i ich intensywnosci zostaty wykorzystane do dalszych analiz
(Tabela 17). W przypadku préobek moczu stosunek S/N wyzszy niz 5 miato 149 pikow i

ich intensywnosci wykorzystano w dalszych analizach (Tabela 18). W nielicznych
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przypadkach (0,3 %) niektore peptydy nie zostaty wykryte we wszystkich probkach ze
wzgledu na zbyt niski stosunek S/N. Intensywnosci takich peptydéw majg warto$¢ 0,
jednakze na potrzeby wielowymiarowych analiz statystycznych zostaty potraktowane
jako braki danych i zastgpione potowg minimalnej pozytywnej intensywnosci danego
peptydu. Wartosci m/z peptydéw nalezy traktowa¢ jako $rednie masy [M+H],
oddzielnie dla zbioru widm wygenerowanych dla prébek surowicy i moczu.
Identyfikacja peptyddw nie byta konieczna i nie byta celem niniejszej pracy, poniewaz
skupiono sie na analizie chemometrycznej profili peptydowych w postaci listy pikow
(sygnatow m/z) wraz z ich intensywnosciami i ocenie ich zdolnosci klasyfikacyjnych.

Wyniki przeprowadzonych jedno- i wielozmiennowych analiz statystycznych z
wykorzystaniem jako danych wyznaczonych intensywnosci peptydéw zostaty
przedstawione w Rozdziale 6.5.
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6.4. Oznaczanie wybranych biomarkeréw nowotworowych w surowicy z

wykorzystaniem separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej

Prezentowane i omowione w niniejszym rozdziale wyniki odnoszg sie do
metodyki przedstawionej w Rozdziale 4.7 zwigzanej z oznaczaniem wybranych
biomarkerow nowotworowych w prébkach surowicy z wykorzystaniem separaciji
magnetycznej i cytometru przeptywowego Bio-Plex MAGPIX (Bio-Rad). Do wynikow

omaoéwionych ponizej odnoszg sie Tabele 19-21.

6.4.1. Walidacja metody

Metoda separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej oznaczania biatek z
wykorzystaniem zestawu Bio-Plex jest zwalidowana. Do parametrow walidacyjnych
metody odnosi sie Rozdziat 4.7.7. w Czesci doswiadczalnej. Dopasowanie krzywych
kalibracyjnych przeprowadzono z wykorzystaniem 5-parametrowej regresji logistycznej,
ktora jest preferowanym typem regresji dla technik multipleksowych [164]. Podstawowg
zaletg regresji logistycznej w poréwnaniu z regresjg liniowg jest mozliwosé
przeprowadzania dokfadnych oznaczen w szerszym zakresie stezen. Poprawno$é
dopasowania krzywych kalibracyjnych oceniono przy pomocy trzech parametrow:
odzysku standardéw, wariancji resztkowej i prawdopodobienstwa dopasowania.
Odzysk standardéw wyznaczono poprzez obliczenie stezen kalibratorow z réwnan
regresji i poréwnanie ich ze stezeniami rzeczywistymi [164, 165]. Odzysk standardow
wyrazono jako procentowy stosunek stezen obliczonych do oczekiwanych. Punkty
krzywych, dla ktérych odzysk nie miescit sie w zatozonym zakresie 80-120 %, zostaty
odrzucone w celu otrzymania doktadniejszych krzywych kalibracyjnych. W przypadku
wszystkich analitdw odzysk w podanych granicach miato minimum 6 punktéw, czyli
tyle, ile stanowi najmniejszg wymagang ilos¢ punktéw dla regresji logistyczne;.
Wariancja resztkowa moéwi o tym, jak dobrze krzywa jest dopasowana do
poszczegolnych punktow. Natomiast prawdopodobienstwo dopasowania stanowi
statystyczng ocene wariancji resztkowej i miesci sie w granicach od 0 (brak
dopasowania) do 1 (catkowite dopasowanie). Wartosci prawdopodobiehnstwa
dopasowania dla oznaczanych biatek miescity sie w granicach od 0,6395 dla
osteopontyny do 0,9987 dla prolaktyny. Zakres metody jest inny dla kazdego analitu.
Wszystkie wartosci LLOQ i ULOQ przedstawione zostaty w Tabelach 20 i 21.

Weryfikacji poddano dokfadno$¢ metody. Analizy roztworéw kontrolnych
wykazaty, Zze metoda jest dokladna. Wszystkie oznaczone stezenia biatek w

roztworach kontrolnych, zaréwno o wysokim, jak i niskim stezeniu, miedcity sie w
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zakresach referencyjnych podanych w certyfikacie (Tabela 19). Przed analizami z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego wykonano kalibracje urzadzenia, a takze
przeprowadzono test sprawno$ci systemu, aby zweryfikowaé kalibracje czytnika.

Pozytywny wynik testu byt warunkiem kontynuowania analiz.

6.4.2. Analiza probek rzeczywistych

Wykorzystujgc technike separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej
oznaczono stezenia wybranych biomarkeréw biatkowych w préobkach surowicy.
Wszystkie biatka zostaty wykryte i oznaczone w analizowanych prébkach, a stezenia
biatek miescily sie w zakresie metody. Wszystkie biatka zostaly wykorzystane do
dalszych analiz. Tabele 20 i 21 przedstawiajg oznaczone stezenia biatek w probkach
surowicy odpowiednio pacjentéw z grupy badanej i kontrolnej wraz z dolnymi i gérnymi
granicami oznaczalnosci dla wszystkich biatek.

Wyniki przeprowadzonych jednozmiennowych analiz statystycznych z
wykorzystaniem jako danych oznaczonych stezen biatek zostaty przedstawione w
Rozdziale 6.5.
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6.5. Statystyczna analiza otrzymanych wynikéw

Prezentowane i omowione w niniejszym rozdziale wyniki odnoszg sie do
metodyki przedstawionej w Rozdziale 4.8 zwigzanej ze statystyczng analizg wynikow z
wykorzystaniem programow Statistica 10.0 (StatSoft Polska), ClinPro Tools 3.0 (Bruker
Daltonics) oraz platformy online MetaboAnalyst 3.0. Do wynikbw omoéwionych ponizej
odnoszg sie Tabele 22-30 oraz Ryciny 16-25.

W ramach realizacji pracy doktorskiej otrzymano profile aminokwasowe w
prébkach surowicy i moczu przy uzyciu metody LC-MS/MS, profile peptydowe w
prébkach surowicy i moczu przy uzyciu techniki MALDI-TOF-MS oraz profile
wybranych biomarkeréw biatkowych w prébkach surowicy przy uzyciu techniki
separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej. Kazda probka wykorzystana do
analiz nalezata do jednej z dwoch grup: grupy badanej, ktérg tworzyli pacjenci ze
zdiagnozowanym rakiem prostaty, lub grupy kontrolnej, na ktoérg sktadali sie zdrowi
mezczyzni. Wykorzystujgc otrzymane wyniki przeprowadzono nastepnie statystyczng
analize danych w celu poréwnania profili zwigzkéw endogennych w surowicy oraz
moczu pacjentéw cierpigcych na raka prostaty i zdrowych mezczyzn. Wyniki uzyskane
we wszelkiego rodzaju badaniach naukowych znaczg bowiem tyle, co ich wlasciwa
analiza i poprawna interpretacja. Przeprowadzone analizy statystyczne wykazaty, ze
rak prostaty wywotuje zmiany w surowicy i moczu na poziomie proteomicznym i
metabolomicznym. Istnieje zatem korelacja pomiedzy stanem biologicznym pacjenta a

jego statusem proteomicznym i metabolomicznym.

6.5.1. Jednozmiennowe analizy statystyczne

Przeprowadzone jednozmiennowe analizy statystyczne pozwolity wskazac,
ktore zmienne pojawiaty sie na innych poziomach w probkach pobranych od chorych
na raka prostaty w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi. W przypadku oznaczanych
aminokwasow w surowicy wykazano, ze statystycznie istotne roznice dotyczyty 18 z 32
oznaczonych zwigzkéw, sposréd ktorych 4 byly obecne na istotnie wyzszych
poziomach w grupie badanej. Byly to (w kolejnosci od najnizszej to najwyzszej wartosci
prawdopodobienstwa p, od p = 0,006 do p = 0,034): sarkozyna, 3-metylo-L-histydyna,
B-alanina oraz kwas asparaginowy. Natomiast 14 aminokwasow wykazywato poziomy
istotnie nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng. W$rdd nich szesé
aminokwasow, dla ktérych warto$¢ prawdopodobienstwa p byla najnizsza
(p <0,00002), to: metionina, etanoloamina, glutamina, izoleucyna, arginina oraz

leucyna.
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W przypadku aminokwaséw w moczu rézne statystycznie poziomy stwierdzono
dla 26 z 39 zwigzkdéw, sposrod ktorych jeden (tauryna) byt obecny na istotnie wyzszym
poziomie w grupie badanej (p = 0,032), natomiast poziomy 25 byly istotnie nizsze w
grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng. Siedem aminokwasow, dla ktérych w
przypadku moczu wartos¢ p byta najnizsza (p < 0,00002), to: kwas y-amino-n-
mastowy, fosfoetanoloamina, etanoloamina, homocytrulina, arginina, d-hydroksylizyna i
asparagina. Nie wykazano natomiast istotnych statystycznie réznic w poziomach
sarkozyny w moczu pomiedzy grupg pacjentow z rakiem prostaty a grupg kontrolna.

Poréwnanie srednich pozioméw oznaczonych aminokwasow w grupie badanej i
kontrolnej w ptynach ustrojowych (surowicy i moczu) wraz z wartosciami p przedstawia
Tabela 22. Na podstawie Tabeli 22 mozna wyciggngé wniosek, ze stezenia
aminokwasow w wiekszosci przypadkow korelowaty ze sobg w surowicy i moczu: w
przypadku 24 z 32 aminokwasdéw, oznaczonych w obu analizowanych ptynach
ustrojowych, podwyzszenie lub obnizenie poziomu danego aminokwasu w surowicy
pacjentéw z rakiem prostaty w poréwnaniu do grupy kontrolnej zwigzane byto z
podobng zmiang poziomu tego aminokwasu w moczu.

Analizy wykorzystujgce intensywno$ci peptydow otrzymane w wyniku
profilowania peptydowego wykazaty statystycznie istotne réznice dotyczgce 65 ze 136
peptydow w przypadku surowicy i 108 ze 149 w przypadku moczu. Pie¢ peptydow, dla
ktorych wartos¢ p byta najnizsza w przypadku surowicy to peptydy o masach:
1288,69 Da, 1099,41 Da, 1866,53 Da, 1888,55Da i 1779,38 Da. Natomiast w
przypadku moczu najnizsze wartosci p uzyskano dla peptydéw o masach: 1793,20 Da,
2444,56 Da, 2235,57 Da, 1237,03 Da i 2050,43 Da.

Przeprowadzone analizy wykorzystujgce stezenia oznaczonych biatek w
surowicy wykazaty, ze 10 z 16 biatek rozni sie istotnie statystycznie pomiedzy grupami
(Tabela 23). Wszystkie 10 biatek byto obecnych na istotnie wyzszych poziomach w
grupie badanej. Biatkami tymi, w kolejnosci od najnizszej do najwyzszej wartosci p,
byty: sVEGFR-1, HGF, osteopontyna, FGF-basic, G-CSF, PDGF-AB/BB, SCF, SsEGFR,
PECAM-1 i sVEGFR-2.

Rycina 16 przedstawia przykfadowe krzywe ROC wykre$lone na podstawie
stezen dwdch aminokwasoéw w surowicy: metioniny, ktérej poziomy w dwdch grupach
roznity sie najbardziej istotnie (najnizsza warto$¢ p), oraz sarkozyny, ktéra byta
typowana jako biomarker raka prostaty. Poprawno$¢ klasyfikacji w przypadku
metioniny byta najwyzsza sposrdod wszystkich oznaczonych aminokwaséw, o czym
Swiadczy najwyzsza wartos¢ pola pod wykresem krzywej ROC wynoszaca 0,859 oraz
uzyskane wartosci czutosci i swoistosci wynoszgce odpowiednio okoto 90 % i 80 %. W

przypadku sarkozyny wartos§¢ AUC wynosita 0,675, natomiast czuto$¢ okoto 60 % i
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swoistos¢ okoto 70 %. Poréwnanie miedzy sobg modeli klasyfikacyjnych uzyskanych
przy uzyciu AUC dla zmiennych w czterech zbiorach danych (stezenia aminokwasow w
surowicy i moczu oraz intensywnosci peptydow w surowicy i moczu) wykazato, ze w
wiekszos$ci przypadkow poprawnos¢ klasyfikacji dla danej zmiennej byta tym wyzsza,
im nizsza byta wartos¢ p uzyskana w testach statystycznych poréwnujgcych poziomy

zmiennych pomiedzy grupg badang a kontrolng (dane nie pokazane).

6.5.2. Wielozmiennowe analizy statystyczne

Wyniki jednozmiennowych analiz statystycznych sugeruja, ze pacjenci z rakiem
prostaty i osoby zdrowe mogg by¢ rozréznieni przy uzyciu analiz wielozmiennowych.

Przed analizg kazdego zbioru danych przeprowadzana byta normalizacja.
Rycina 17 prezentuje graficzny obraz stezeh aminokwasow w surowicy przed
normalizacjg i po niej. Wyniki otrzymane w analizie PLS-DA pozioméw aminokwasow
W surowicy pokazujg grupowanie pacjentéw w zaleznosci od przyporzadkowania ich do
jednej z dwéch grup, badanej lub kontrolnej (Rycina 18A). Ranking wartosci variable
importance in projection (ang., VIP) szereguje zmienne zgodnie z ich wktadem do
separacji dwéch grup. Wytypowane aminokwasy majgce najwieksze znaczenie w
klasyfikacji pacjentéw (najwyzsze wartosci VIP) przedstawia Rycina 19. Nastepujgce
pie¢ aminokwaséw miato najwyzsze wartosci VIP: metionina, 3-metylo-L-histydyna,
seryna, sakrozyna i prolina. Otrzymany model zostat zwalidowany poprzez testy
permutacji. Cafta analiza zostata w tym celu powtdrzona 2000 razy, ale z losowo
zamienionymi etykietami grup, a wyniki poréwnano z tymi odpowiadajgcymi
poprawnym etykietom. Wartos¢ p < 0,0005 dowodzi wiarygodnosci modelu PLS-DA
(Rycina 23).

W analizie PLS-DA stezen aminokwaséw w moczu réwniez osiggnieto dobrg
separacje grupy badanej i kontrolnej (Rycina 18B). Pie¢ aminokwaséw o najwiekszym
znaczeniu w tym modelu wg wartosci VIP to: fosfoetanoloamina, &-hydroksylizyna,
kwas y-amino-n-mastowy, asparagina i homocytrulina (Rycina 20). Zatem w przypadku
moczu inne aminokwasy mialy najwiekszy wkiad do separacji dwéch grup niz w
przypadku surowicy. Podobnie jak w przypadku analizy profili aminokwasowych w
surowicy, takze w przypadku moczu walidacja potwierdzita wiarygodnoS¢ modelu
(p < 0,0005).

Ryciny 18C i 18D przedstawiajg wyniki analiz PLS-DA, w ktorych jako zmienne
wykorzystano intensywnosci peptydéw w prébkach odpowiednio surowicy i moczu.
Takze dla tych zbiorow danych zaobserwowano, ze prébki pobrane od pacjentow

grupujg sie w zaleznosci od przyporzgdkowania ich do grupy oséb ze zdiagnozowanym
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rakiem prostaty lub grupy kontrolnej. W przypadku prébek surowicy nastepujgce piec
peptyddw zostato wskazanych jako zmienne o najwiekszym znaczeniu w modelu:
1866,53 Da, 1332,57 Da, 1779,38 Da, 1288,69 Da oraz 1888,55 Da (Rycina 21).
Natomiast w przypadku probek moczu zmiennymi o najwiekszym znaczeniu w modelu
byty peptydy: 3989,94 Da, 2081,71 Da, 2050,43 Da, 4046,90 Da oraz 3635,90 Da
(Rycina 22). Oba modele odpowiadajgce peptydom zostaly zwalidowane i w obu
przypadkach ich wiarygodnos¢ =zostata potwierdzona (p =0,0015 w przypadku
peptydéw w probkach surowicy oraz p < 0,0005 w przypadku peptydow w probkach
moczu).

Ciekawg i wartg przeprowadzenia analizg byto sprawdzenie, czy mozliwa jest
dyskryminacja probek w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej raka prostaty.
Wykonano w tym celu dodatkowe analizy PLS-DA, przeprowadzone na mniejszych
zbiorach danych ograniczonych jedynie do probek pobranych od pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem prostaty. Ich wyniki przedstawione sg na Rycinie 24. W tych
analizach pacjentéw podzielono na trzy grupy wedlug wzrastajacego stopnia
ztosliwosci histologicznej: grupe z szescioma punktami w skali Gleasona (G 6), grupe z
siedmioma punktami w skali Gleasona (G 7) oraz grupe z osmioma lub dziewigecioma
punktami w skali Gleasona (G 8+ G9). We wszystkich czterech analizach, ktore
wykorzystywaty stezenia aminokwasow w prébkach surowicy, stezenia aminokwaséw
w prébkach moczu znormalizowane na kreatyning, intensywnosci peptydow w
prébkach surowicy oraz intensywnosci peptydéw w prébkach moczu, zauwazyé mozna
grupowanie sie pacjentéw w zaleznoéci od przyporzadkowania ich do jednej z trzech
grup. Najlepsza separacja dotyczy dwdch skrajnych grup, czyli G 6 oraz G 8 + G 9.
Punkty odpowiadajgce grupie G 7 sg natomiast czesciowo wymieszane z pozostatymi
punktami na wykresach wektoréw odlegtosci. Trzy sposrdéd czterech modeli nie
przeszty jednak pomysinie procesu walidacji (p = 0,1985 w przypadku aminokwasoéw w
probkach surowicy, p =0,0820 w przypadku aminokwasow w probkach moczu,
p =0,7260 w przypadku peptydéw w probkach moczu). Potwierdzona zostata jedynie
wiarygodnos¢ modelu opartego na peptydach w prébkach surowicy (p = 0,0350).

Jednym z warunkow przeprowadzenia analizy dyskryminacyjnej jest to, aby
liczba zmiennych nie byta wyzsza niz liczba przypadkéw podzielona przez 5. W
prezentowanych badaniach liczba przypadkéw wynosita 89, w zwigzku z tym liczba
zmiennych w tym rodzaju analizy statystycznej nie powinna przekraczac¢ 17. Poniewaz
w kazdym zbiorze danych uzyskanych w analizach LC-MS/MS i MALDI-TOF-MS liczba
zmiennych byta wyzsza niz 17, dlatego nie wszystkie zmienne mogty znalez¢ sie w
utworzonych modelach. Dla kazdego =zbioru danych analize dyskryminacyjng

przeprowadzono na dwa sposoby. Pierwszy z nich polegat na wykorzystaniu do
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budowy modelu metody krokowej postepujgcej. Zgodnie z zasadg tej metody do
modelu byly wigczane kolejne zmienne, ktére najbardziej przyczyniaty sie do
polepszenia modelu. W drugim sposobie do budowy modelu wykorzystano 17
predefiniowanych zmiennych najsilniej réznicujgcych dwie grupy w kazdym zbiorze na
podstawie wynikéw analiz jednozmiennowych. Kazdorazowo do budowy modelu
wykorzystano tylko czes¢ prébek, wybranych losowo z grupy badanej i kontrolnej, ktére
stanowity zbiér uczacy. Zbiér uczacy skiadat sie z 30 prébek nalezacych do grupy
badanej i 25 prébek nalezacych do grupy kontrolnej, co stanowito odpowiednio 61,2 %
i 62,5 % liczebnosci analizowanych grup. Pozostate prébki (19 probek nalezgcych do
grupy badanej i 15 prébek nalezacych do grupy kontrolnej) stanowity zbior testowy,
ktéry byt wykorzystany do zewnetrznej walidacji utworzonych modeli.

Whyniki analiz dyskryminacyjnych stezen aminokwaséw w prébkach surowicy
przeprowadzonych na dwa sposoby pokazaty, ze zestawy 17 predyktoréw byly
efektywne w przewidywaniu klasyfikacji pacjentéw do jednej z dwoch grup (modele 1A i
1B, Tabela 24 i 28). Skonstruowane macierze klasyfikacji post-hoc pozwolity na
obliczenie czutosci i swoistosci dla modeli predykcyjnych 1A i 1B. W modelu 1A
wystgpienie raka prostaty u danego pacjenta zostato przewidziane z czutoscig
68,42 %, natomiast brak nowotworu zostat przewidziany ze swoistoscig 100,00 %, przy
ogoélnej poprawnosci klasyfikacji wynoszacej 82,35 % (Tabela 28). Dotyczy to
parametrow klasyfikacyjnych wyznaczonych na podstawie zbioru testowego. Oznacza
to, ze model 1A poprawnie przewidziat obecnosé raka u 13 na 19 pacjentow ze
zdiagnozowang chorobg i poprawnie przewidziat brak raka u wszystkich 15 oséb
zdrowych, a zatem prawidlowy stan pacjenta zostat przewidziany u 28 na 34 oséb.
Czuto$¢ charakteryzujgca ten model jest stosunkowo wysoka, natomiast swoistosc¢ jest
najwyzsza mozliwa. Wartosci czastkowej lambdy Wilksa wskazuja, jaki jest wktad
poszczegolnych predyktorow w modelu. Im nizsza wartos¢ czgstkowej lambdy Wilksa,
tym wyzsza moc dyskryminacyjna odpowiedniej zmiennej. Spos$rod uzytych w modelu
1A predyktorow istotng role w dyskryminacji miato 13 aminokwaséw, na co wskazujg
wartosci krytycznego poziomu istotnosci p (Tabela 24). Wartosci lambdy Wilksa sg
wartosciami dla modelu, ktory powstatby po usunieciu danego predyktora z obecnego
modelu. Ogdélna wartos¢ lambdy Wilksa dla modelu 1A wynosi 0,1020 (Tabela 28).
Wartos¢ ta wraz z wysokg wartoscig statystyki F rowng 19,161 oraz p < 0,0001
dowodzi, ze dyskryminacja pacjentow przez zmienne znajdujgce sie w modelu jest
istotna. Wartosci F usuniecia sg zwigzane z czastkowg lambdg Wilksa okreslonegj
zmiennej i réwniez odnoszg sie do mocy dyskryminacyjnej danej zmiennej. Jest ona

tym wyzsza, im wyzsza jest wartos¢ F usuniecia. Z kolei tolerancja okreslonej zmiennej
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jest miarg jej redundancji. Okresla zatem, jaka czes¢ informaciji niesionej przez dang
zmienng nie jest powielana przez inne zmienne w modelu.

Zestaw aminokwaséw wprowadzonych do modelu 1B rézni sie od zestawu w
modelu 1A (Tabela 24). Model 1B sktada sie¢ bowiem z wybranych a priori
aminokwasow, podczas gdy do budowy modelu 1A program statystyczny miat do
dyspozycji zbiér wszystkich oznaczonych aminokwasow. Parametry opisujgce model
1B sg nieco gorsze od tych odnoszgcych sie do modelu 1A: wartos¢ lambdy Wilksa
jest wyzsza, a wartos¢ F, swoistos¢ i ogolna poprawnosé¢ klasyfikacji sg nizsze (Tabela
28). Tylko 2 aminokwasy miaty istotng role w dyskryminacji (Tabela 24). Jednakze
réwniez w przypadku modelu 1B dyskryminacja grup pacjentéw przez zmienne w
modelu jest istotna.

Wyniki analiz dyskryminacyjnych stezeh aminokwaséw w prébkach moczu,
intensywnosci peptydow w probkach surowicy oraz intensywnosci peptydow w
prébkach moczu przedstawione sg odpowiednio w Tabelach 25, 26 i 27, natomiast
Tabela 28 przedstawia poréwnanie modeli zbudowanych na podstawie czterech
zbioréw danych dwoma réznymi sposobami. W przypadku kazdego zbioru danych
mozna zauwazyC¢, ze model, do ktérego budowy wykorzystano metode krokowag
postepujacg, wskazuje wiekszg liczbe zmiennych istotnych w dyskryminacji w
porownaniu do modelu zbudowanego z wykorzystaniem predefiniowanych zmiennych
najsilniej réznicujgcych grupe badang i kontrolng na podstawie wynikéw analiz
jednozmiennowych.  Sposréd  wszystkich  modeli  najlepszymi  parametrami
klasyfikacyjnymi cechowat sie model 3B, ktéry poprawnie sklasyfikowat wszystkie
probki.

Uzyteczno$¢ profili aminokwasowych i peptydowych w prébkach surowicy i
moczu do klasyfikacji pacjentéw analizowano réwniez z wykorzystaniem krzywych
ROC. W przypadku kazdego zbioru danych wykreslone zostaty krzywe ROC dla kilku
modeli sktadajgcych sie z wielu zmiennych. Krzywe ROC byly generowane przy
pomocy algorytmu PLS-DA poprzez walidacje krzyzowg Monte-Carlo. W przypadku
kazdego modelu dwie trzecie probek zostato uzyte do oceny istotnosci zmiennych.
Nastepnie okreslona ilo$¢ istotnych zmiennych (dla aminokwaséw w surowicy: 2, 3, 5,
10, 20 i 32; dla aminokwasdw w moczu: 2, 3, 5, 10, 20 i 39; dla peptydow w surowicy
oraz moczu: 5, 10, 15, 25, 50 i 100) zostata wykorzystana do budowy modelu
klasyfikacyjnego, ktory zostat zwalidowany na pozostatej liczbie jednej trzeciej prébek.
Procedura byta powtarzana wiele razy w celu wygenerowania modelu i obliczenia
przedziatu ufnoéci. Czestotliwo$¢, z jakg zmienne pojawiajg sie w modelu, odpowiada
wartosciom VIP dla tych zmiennych otrzymanych w analizach PLS-DA (Ryciny 19-22).

Otrzymana dla kazdego modelu krzywa ROC jest usredniong krzywg ze wszystkich
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powtorzen wykonanych podczas walidacji krzyzowej. Wszystkie wykreslone krzywe
ROC dla wszystkich modeli w czterech zbiorach danych wraz z wartosciami AUC oraz
95 % przedziatami ufnosci AUC sg przedstawione na Rycinie 25. Mozna zauwazy¢
wyrazny trend, ze dla danego zbioru danych krzywe ROC zbudowane z wigkszej ilosci
zmiennych przebiegajg blizej punktu (0,1) na ukfadzie wspodtrzednych, co ma takze
swoje odzwierciedlenie we wzrastajgcych wartosciach AUC. Zatem im wiecej
zmiennych w modelu, tym lepszy byt dany model klasyfikacyjny. Wyjatek stanowig
tylko krzywe ROC dla modeli skfadajgcych sie z 50 i 100 peptydéw w moczu, dla
ktérych zaleznos¢ ta nie jest zachowana, cho¢ réznice w przebiegu krzywych ROC ani
w wartosciach AUC nie sg duze (Rycina 25D). Dla kazdego modelu okreslono ogding
poprawnos¢ klasyfikacji, co réwniez pozwolito porownaé miedzy sobg uzyskane
modele klasyfikacyjne (Tabela 29). Wyniki odpowiadajg tym otrzymanym przez
poréwnanie wartosci AUC. Poprawnosé¢ klasyfikacji probek do odpowiedniej grupy
wzrasta wraz ze wzrastajgcg liczbg zmiennych w modelu z dwoma wyjatkami:
poprawnos¢ klasyfikacji jest wyzsza dla modelu sktadajgcego sie z 50 peptydéw w
moczu w poréwnaniu do 100 peptydow, a takze jest nieznacznie wyzsza dla modelu
sktadajgcego sie z 5 aminokwaséw w surowicy w poréwnaniu do 10 aminokwasow.
Natomiast poréwnanie modeli klasyfikacyjnych pomiedzy réznymi zbiorami danych,
czyli porébwnanie miedzy sobg zdolnosci klasyfikacyjnych profili aminokwasowych i
peptydowych w surowicy i moczu prowadzi do wniosku, ze najlepszg klasyfikacje
osiggnieto w przypadku peptydéw w prébkach surowicy, a najgorszg w przypadku
peptydow w préobkach moczu. Najwiekszy potencjat dyskryminacyjny peptydéw w
prébkach surowicy w raku prostaty sposrdod analizowanych zbioréw danych
potwierdzity takze analiza PLS-DA, gdzie w przypadku peptydéw w surowicy osiggnieto
najlepszg separacje grupy badanej i kontrolnej (Rycina 18C), oraz analiza
dyskryminacyjna, gdzie dla tego zbioru danych osiggnieto najlepsze parametry
klasyfikacyjne (Tabela 28). Natomiast najmniejszy potencjat dyskryminacyjny peptydow
w probkach moczu wedtug krzywych ROC moze wynika¢ z faktu, ze profilowanie
peptydow w moczu wigze sie z koniecznoscig normalizacji probek na stezenie
kreatyniny, co stanowi dodatkowy etap rozcienczania probek, w ktérych i tak wyjsciowe
stezenie peptydow jest niskie w poréwnaniu do surowicy. Profilowanie peptydowe
moczu potencjalnie jest zatem mniej wiarygodne od profilowania peptydowego
surowicy.

Dodatkowe analizy statystyczne przeprowadzone dla profili peptydowych w
prébkach surowicy i moczu wykorzystywaty trzy rézne algorytmy: QuickClassifier,
Supervised Neural Network i Genetic Algorithm. Modele klasyfikacyjne otrzymane przy

uzyciu tych algorytméw pozwalajg oceni¢ uzyteczno$¢ profili peptydowych do

146



OMOWIENIE WYNIKOW

klasyfikacji pacjentow. Wyniki zdolnosci klasyfikacyjnych dla wszystkich model,
zaréwno zdolnosci rozpoznawania przynaleznosci probek do grup, jak rowniez
walidacji krzyzowej, przedstawione sg w Tabeli 30. Analiza tych wynikéw nie pozwala
jednoznacznie wskazac, ktore profile peptydowe (surowicy czy moczu) cechujg sie
wiekszym potencjatem dyskryminacyjnym w odniesieniu do raka prostaty. Wysokie
wartosci czutosci, swoistosci oraz ogdélnej poprawnosci klasyfikacji otrzymano dla obu
zbioréw danych. Model wygenerowany dla profili peptydowych w surowicy przy uzyciu
algorytmu QC poprawnie sklasyfikowat 81,41 % probek, natomiast w przypadku profili
peptydowych w moczu uzyskano poprawnos¢ klasyfikacji na poziomie 86,14 %. Przy
uzyciu algorytmu SNN model wygenerowany dla profili peptydowych w surowicy
poprawnie sklasyfikowat 86,78 % prébek, a model otrzymany dla profili peptydowych w
moczu poprawnie sklasyfikowat 85,71 % probek. Najwyzszg zdolnoscig rozpoznawania
charakteryzowaty sie modele wygenerowane przy uzyciu algorytmu GC: model
wygenerowany dla profili peptydowych w surowicy poprawnie sklasyfikowat bowiem
91,27 % probek, a w przypadku profili peptydowych w moczu uzyskano poprawnosé
klasyfikacji na poziomie 92,99 %. Dla wszystkich wygenerowanych modeli uzyskano
wysokie wartosci poprawnoéci klasyfikacji w procedurze walidacji krzyzowej,
wynoszgce powyzej 75%. Swiadczy to o wysokiej wiarygodnosci modeli

klasyfikacyjnych zbudowanych przy uzyciu profili peptydowych.
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7. Dyskusja

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto sie proteomicznej i metabolomicznej
analizy ptynéw ustrojowych (surowicy krwi i moczu) w poszukiwaniu biomarkerow raka
prostaty. Zastosowano nowoczesng i ztozong strategie analityczno-bioinformatyczng w
analizie zwigzkéw endogennych w ptynach ustrojowych w poszukiwaniu biomarkeréw o
wartosci diagnostycznej majgcych znaczenie w wykrywaniu raka prostaty. Badania
prowadzone byly w oparciu 0 nowoczesng platforme analityczng, wykorzystujgca
metody spektrometrii mas (LC-ESI-QqQ-MS/MS, MALDI-TOF-MS) oraz testy
immunologiczne. Nowatorski model poszukiwania biomarkeréw raka prostaty w oparciu
0 powyzsze techniki wsparty zostat zaawansowang analizg chemometryczna.

Zastosowana w badaniach strategia analityczno-bioinformatyczna potwierdzita,
ze analiza biatek, peptydow oraz metabolitdw w ptynach ustrojowych jest obiecujgcym
narzedziem w poszukiwaniu biomarkeréw raka prostaty. Otrzymane wyniki dowodza,
ze istnieje korelacja pomiedzy stanem biologicznym pacjenta a jego statusem

proteomicznym i metabolomicznym.

Zastosowane techniki analityczne moga by¢é wykorzystane do poszukiwania

biomarkeréw raka prostaty

Dane literaturowe oraz przeprowadzone badania podkreslajg zalety wynikajgce
Z zastosowania odczynnika aTRAQ i techniki LC-MS/MS w oznaczaniu aminokwasow
w ptynach ustrojowych, wsréd ktérych nalezy wymieni¢c wysokg specyficznosé,
zredukowany czas analizy (18 minut) w poréwnaniu do innych dostepnych technik
analizy aminokwasow, mozliwosé oznaczania az 42 aminokwaséw w jednym cyklu
analitycznym oraz niskg granice wykrywalnosci (€1 pM dla kazdego aminokwasu)
[144, 145]. Objetos¢ probki potrzebna do analizy wykorzystujgcej odczynnik aTRAQ
wynosi zaledwie 40 ul, co pozwala oznacza¢ aminokwasy nawet w pojedynczej kropli
materiatu biologicznego.

Opracowana w ramach realizacji pracy doktorskiej metoda LC-MS/MS
oznaczania kreatyniny w moczu charakteryzuje sie prostg procedurg przygotowania
probek i krotkim czasem analizy. Parametry walidacyjne potwierdzajg, ze metoda jest
czuta oraz zapewnia dokfadne i precyzyjne pomiary stezenia kreatyniny. Zastosowanie
trybu MRM i monitorowanie dwdch przejsé masowych skutkuje wysoka selektywnos$cig
metody. Wprawdzie aparatura do analizy LC-MS jest droga, jednak zalety
wykorzystania techniki LC-MS przewyzszajg w tym przypadku te wade. Redukcja

kosztow byta mozliwa dzieki zastosowaniu w procedurze przygotowania probek
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niedrogich odczynnikow, w tym niedeuterowanego wzorca wewnetrznego. Procedura
walidacji udowodnita, ze nafazolina moze petni¢ funkcje wzorca wewnetrznego w
opracowanej metodzie oznaczania kreatyniny w moczu. Poniewaz technika MS
pozwala analizowa¢ jednoczeénie wiele zwigzkdéw, a opracowana metoda korzysta z
elucji gradientowej, w zwigzku z tym mozliwe jest wigczenie do metody oznaczania
innych klinicznie waznych zwigzkéw wydalanych z moczem w jednym cyklu
analitycznym. Przykfady aplikacji, w ktorych takie rozszerzenie metody moze znalezé
zastosowanie, to m. in. badania metabolomiczne, poszukiwanie biomarkeréw, kontrola

antydopingowa, kryminalistyka, badanie wptywu srodowiska na organizm.

Profile aminokwasowe s3 inne u os6b z rakiem prostaty i u zdrowych mezczyzn,

zatem rak wywotuje zmiany w organizmie na poziomie metabolomicznym

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania potwierdzity, ze
aminokwasy to grupa metabolitéw, ktéra posiada wysoki potencjat wykorzystania jako
biomarkery raka prostaty. Na podstawie przeprowadzonych jednozmiennowych analiz
statystycznych wykazano, ze rak prostaty wywotuje zmiany w profilach wolnych
aminokwasOw w surowicy i moczu.

W prébkach surowicy oznaczono 32 aminokwasy. Wykazano, ze statystycznie
istotne réznice dotyczyty 18 z 32 oznaczonych zwigzkow, sposrod ktorych 4 byty
obecne na istotnie wyzszych poziomach w grupie badanej (sarkozyna, 3-metylo-L-
histydyna, [-alanina oraz kwas asparaginowy). Natomiast 14 aminokwasow
wykazywato poziomy istotnie nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng
(miedzy innymi: metionina, etanoloamina, glutamina, izoleucyna, arginina oraz
leucyna) (Tabela 22).

W prébkach moczu oznaczono 39 aminokwasow. Rozne statystycznie poziomy
stwierdzono dla 26 z 39 zwigzkow, sposréd ktérych jeden (tauryna) byt obecny na
istotnie wyzszym poziomie w grupie badanej, natomiast poziomy 25 byly istotnie nizsze
w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng (miedzy innymi: kwas y-amino-n-
mastowy, fosfoetanoloamina, etanoloamina, homocytrulina, arginina, 8-hydroksylizyna i
asparagina) (Tabela 22). Nie wykazano natomiast istotnych statystycznie réznic w
poziomach sarkozyny w moczu pomiedzy grupg pacjentdw z rakiem prostaty a grupg
kontrolna.

Wiecej aminokwaséw oznaczono w moczu niz w surowicy i wiecej zwigzkéw
pojawiato sie na istotnie zmienionych poziomach w moczu w poréwnaniu do surowicy.
Poroéwnanie $rednich pozioméw oznaczonych aminokwaséw w grupie badanej i

kontrolnej w surowicy i moczu pozwala wyciggna¢ wniosek, ze stezenia aminokwasow
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w wiekszosci przypadkéw korelowaty ze sobg w obu pltynach ustrojowych, bowiem
podwyzszenie lub obnizenie poziomu danego aminokwasu w surowicy pacjentow z
rakiem prostaty w poréwnaniu do grupy kontrolnej zwigzane byto z podobng zmiang
poziomu tego aminokwasu w moczu. Dotyczyto to 24 z 32 aminokwaséw oznaczonych
w obu analizowanych ptynach ustrojowych.

Na podstawie dostepnego pismiennictwa naukowego mozna stwierdzi¢, ze
dotychczas aminokwasy w raku prostaty byly analizowane jedynie fragmentarycznie.
Przeprowadzone w ramach realizacji rozprawy doktorskiej badania sg wedle wiedzy
autora pierwszymi, w ktérych przeprowadzono kompleksowg analize profili
aminokwasowych w dwéch réznych ptynach ustrojowych pobranych od pacjentow z
rakiem prostaty i zdrowych mezczyzn, oznaczajgc az 42 metabolity w jednym cyklu
analitycznym. Uzyskane wyniki zostaly poddane analizom chemometrycznym w celu
ewaluacji ich potencjalnej uzytecznosci jako biomarkerow raka prostaty.
Przeprowadzono zaréwno analizy jednozmiennowe, ktérych celem bylo poréwnanie
poziomow okreS$lonych metabolitbw w dwoch grupach, jak rowniez analizy
wielozmiennowe, ktére miaty na celu wykazanie uzytecznosci profilowania metabolitéw
w dyskryminacji pacjentéw. Wyniki odniesiono nastepnie do aktualnego pismiennictwa.

Otrzymane w przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach wyniki
nie wyjasnity do kohca roli sarkozyny jako potencjalnego biomarkera raka prostaty.
Stezenie tego aminokwasu w przeanalizowanych prébkach surowicy okazato sie
istotnie wyzsze u pacjentow z rakiem prostaty (Tabela 22). Nie jest to zgodne z
wynikami otrzymanymi przez Struysa i wsp. [86]. Struys i wsp. [86] oznaczyli stezenie
sarkozyny w surowicy w trzech grupach mezczyzn: kontrolnej (n = 15), z rakiem
prostaty ograniczonym do narzadu (n =24) i zaawansowanym rakiem prostaty z
przerzutami (n=18), przy uzyciu techniki LC-MS/MS i znakowanej izotopowo
sarkozyny jako wzorca wewnetrznego. Statystyczna ocena wynikéw uzyskanych przez
zespot wykazata, Zze nie ma statystycznie istotnych roznic w stezeniu sarkozyny
pomiedzy trzema grupami i nie ma zatem duzych zmian w pozakomorkowych
stezeniach sarkozyny, co wskazuje na ograniczony potencjat sarkozyny w diagnostyce
raka prostaty. Nie sposob jednak nie zwrdci¢ uwagi, ze Struys i wsp. [86] oparli swoje
wnioskowanie na stosunkowo matej liczebnosci grup. Watpliwosci w odniesieniu do
sarkozyny w surowicy wcigz jest wiele, o czym Swiadczg sprzeczne doniesienia
naukowe o ryzyku zachorowania na raka prostaty przy okreslonych poziomach tego
aminokwasu. Koutros i wsp. [166] badali zwigzek pomiedzy poziomami sarkozyny w
surowicy a ryzykiem wystgpienia raka prostaty w 1122 prébkach pobranych od
pacjentow chorych i 1112 probkach kontrolnych, wykorzystujgc technike LC-MS.

Zaobserwowali znaczgco podwyzszone ryzyko wystgpienia raka prostaty wraz ze

150



DYSKUSJA

zwiekszajgcymi sie poziomami sarkozyny. Zauwazyli takze zwigzek pomiedzy
sarkozyng a rakiem prostaty dla probek surowicy pobranych w krétszym czasie
poprzedzajgcym diagnoze, co sugeruje, ze sarkozyna moze byé wczesnym
biomarkerem choroby. Do innych wnioskéw doszli natomiast de Vogel i wsp. [80],
ktorzy w swoich badaniach wykorzystali probki surowicy pochodzgce od 3000
pacjentow z rakiem prostaty i 3000 kontroli. Oznaczyli w nich stezenia sakrozyny,
glicyny i seryny metodg GC-MS. Badacze wykazali, ze wysokie stezenia sarkozyny i
glicyny byly zwigzane ze zmniejszonym ryzykiem raka prostaty. Sugerujg nawet, ze
wysoki poziom sarkozyny w surowicy moze odgrywac¢ ochronng role w rozwoju raka
gruczotu krokowego. Podsumowujgc, obserwacje zwigzane z sarkozyng, nawet jesli
nie potwierdzajg jej uzytecznosci jako biomarkera diagnostycznego ani
prognostycznego, to jednak sugeruijg jej role w etiologii raka prostaty [80].

Stezenie sarkozyny w moczu po normalizacji na stezenie kreatyniny w
badanych probkach analizowanych w ramach pracy doktorskiej nie réznito sie istotnie
statystycznie pomiedzy grupg badang a kontrolng (Tabela 22). Nizsze srednie stezenie
sarkozyny otrzymano w grupie badanej. Potwierdza to wyniki innych zespotéw
badaczy, ktdrzy odrzucajg sarkozyne w moczu jako markera raka prostaty. Sarkozyna,
zaangazowana w metabolizm aminokwaséw oraz w procesy metylacji, zachodzgce
podczas progresji raka prostaty [79], zostata ogtoszona w 2009 roku metabolitem
réznicujgcym nowotwor prostaty od gruczolaka tego narzadu przez Sreekumara i wsp.
[69]. Zespdt wykazat wéwczas miedzy innymi to, ze poziom tego aminokwasu jest
podwyzszony w moczu chorych na raka prostaty. Odkrycie to zespdt Sreekumara i
wsp. [82] potwierdzit rok pozniej. Jednak inni badacze zdecydowanie zanegowali to
odkrycie. Jentzmik i wsp. [81] oznaczyli sarkozyne w moczu metodg GC-MS, a
stezenia sarkozyny znormalizowali na kreatynine. Mediana stezenia sarkozyny byta o
13 % nizsza w raku prostaty w stosunku do grupy kontrolnej. Autorzy wymieniajg
jednak nieréwne proporcje pomiedzy analizowanymi grupami jako ograniczenie ich
badan. Colleselli i wsp. [83] nie wykazali statystycznie istotnej rdznicy pomiedzy
stezeniami sarkozyny w moczu znormalizowanymi na kreatynineg oséb z rakiem
prostaty (n = 17) i grupy kontrolnej, przy czym stezenia u osob zdrowych byty srednio o
11,7 % wyzsze. Wu i wsp. [84] przebadali 20 prébek moczu pacjentdow z rakiem
prostaty, 8 probek pacjentow z BPH i 20 probek zdrowych mezczyzn technikg GC-MS.
Takze ich wyniki wskazuja, ze nie ma statystycznie istotnej roznicy miedzy stezeniami
sarkozyny w moczu w grupie oséb z rakiem prostaty i kontrolne;j.

Nieinwazyjna technika poboru prébek moczu to jedna z gtdéwnych przyczyn
poszukiwania przez naukowcow biomarkeréw raka prostaty w tym ptynie ustrojowym, a

sarkozyna nie jest jedynym metabolitem, ktéry pojawia sie w tym kontekscie w

151



DYSKUSJA

doniesieniach naukowych. Heger i wsp. [79] przeanalizowali profile aminokwasowe w
probkach moczu pacjentow, aby wyjasni¢ mozliwos¢ ich wykorzystania do diagnozy
raka prostaty. Na podstawie otrzymanych wynikow doszli do wniosku, ze swoistos¢
diagnozy moze zosta¢ polepszona dzieki oznaczeniu metabolitbw w moczu.
Opracowany model obejmowat analize sarkozyny, proliny, PSA i kwasu moczowego,
ktorych zespot nie zaobserwowat w moczu osob zdrowych, natomiast ich poziomy byty
podwyzszone u wszystkich pacjentéw z rakiem prostaty. W przeprowadzonych w
ramach niniejszej pracy doktorskiej badaniach réwniez zaobserwowano, ze srednie
stezenie proliny w moczu bylo wyzsze w grupie badanej, natomiast srednie stezenie
sakrozyny byto w tej grupie nizsze, choc test statystyczny wykazat, ze nie ma réznicy w
poziomach sarkozyny w obu grupach (Tabela 22).

Prolina pojawiata sie w doniesieniach naukowych jako kandydat na biomarkera
raka prostaty obok sarkozyny i leucyny. Sreekumar i wsp. [69] wskazali te trzy
aminokwasy oraz dodatkowo uracyl, kinurenine i glicerolo-3-fosforan jako znaczaco
podwyzszone wraz z progresjg raka prostaty. W przypadku leucyny inne zespoty nie
tylko nie potwierdzity tych doniesien, ale wrecz wykazaty znaczgco obnizone poziomy
tego aminokwasu w raku prostaty (Teahan i wsp. [167], Miyagi i wsp. [73]). Shamsipur i
wsp. [168] opracowali i zwalidowali metode oznaczania w moczu czterech kandydatéw
na biomarkery raka stercza: sakrozyny, alaniny, leucyny i proliny. Metoda opiera sie na
dyspersyjnej derywatyzacji i mikroekstrakcji ciecz-ciecz oraz technikach GC-MS i LC-
MS. Wykorzystujagc opracowang metode oznaczono stezenia aminokwaséw w 12
prébkach moczu mezczyzn chorych na raka prostaty i w 16 prébkach kontrolnych.
Srednie stezenia sarkozyny i proliny byty wyzsze w przypadku raka prostaty. Srednie
stezenie leucyny bylo natomiast obnizone, podobnie jak w przypadku wynikéw
otrzymanych w prezentowanej pracy doktorskiej (Tabela 22) i w pracach Teahana i
wsp. [167] oraz Miyagi i wsp. [73]. Bardzo mata liczebnos¢ grup i brak normalizacji
stezen kazg jednak patrze¢ na wyniki Shamsipura i wsp. [168] z duzg rezerwg, choé
podkreslic nalezy, ze celem ich pracy byto przede wszystkim opracowanie szybkiej,
selektywnej i czutej metody oznaczania wybranych zwigzkéw.

Metode LC-MS/MS oznaczania w moczu podobnego zestawu potencjalnych
biomarkerow raka prostaty (sakrozyny, proliny, uracylu, kinureniny i glicerolo-3-
fosforanu) oraz jednoczesnie kreatyniny opracowali Jiang i wsp. [169]. Metoda jest
prosta, szybka, czuta i selektywna i moze by¢ potencjalnie wykorzystana do
oznaczania wybranych metabolitéw na szerokg skale. Z kolei Gamagedara i wsp. [170]
oznaczyli poziomy proliny, kinureniny, uracylu i glicerolo-3-fosforanu w moczu
pacjentdw z rakiem prostaty i w grupie kontrolnej. Badacze doszli do wniosku, ze te

metabolity nie rdéznicujg oséb z rakiem prostaty i oséb zdrowych i nie wykazujg
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korelacji ze stopniem zaawansowania raka ani ze stopniem ztosliwosci, nie mogg by¢é
zatem traktowane jako wiarygodne biomarkery diagnostyczne bgdz prognostyczne
raka prostaty.

Uzyskano w wyniku przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan
statystycznie istotne nizsze poziomy leucyny i izoleucyny, a takze nizsze Srednie
stezenia waliny zaréwno w surowicy, jak i w moczu u mezczyzn ze zdiagnozowanym
rakiem prostaty (Tabela 22). Stanowi to potwierdzenie wynikéw otrzymanych przez
Teahana i wsp. [167]. Izoleucyna, leucyna i walina to trzy aminokwasy nalezgce do
grupy  aminokwaséw  rozgatezionych. Celem metabolomicznych badan
przeprowadzonych przez Teahana i wsp. [167] byla identyfikacja zmian
metabolicznych zwigzanych z transformacjg nowotworowg i identyfikacja biomarkeréw
agresywnego raka prostaty poprzez profilowanie metabolitéw. Do badan wykorzystali
linie komérkowg RWPE-1 wyizolowang ze zdrowego nabtonka strefy obwodowej
ludzkiego gruczotu krokowego. Ponadto mutageneza linii RWPE-1 przy uzyciu
karcynogenu N-nitrozo-N-metylomocznika dostarczyta panelu linii komérkowych o
wzrastajgcej ztosliwosci, ktory postuzyt jako modelowy system in vitro do badania
progresji raka prostaty, przede wszystkim jego agresywnej postaci. Badano
wewnatrzkomérkowe i zewngtrzkomérkowe profile metaboliczne przy wykorzystaniu
'H-NMR. Zauwazono postepujgce zmiany w wewnagtrzkomérkowych poziomach wielu
metabolitow. W szczegdlnosci dwa szlaki metaboliczne, metabolizm choliny i
metabolizm rozgatezionych aminokwasow, byty zaburzone w wyniku transformagji
nowotworowej. Wewnagtrzkomorkowe i zewnatrzkomérkowe stezenia wszystkich trzech
rozgatezionych aminokwaséw malaly wraz z progresjg raka prostaty. To, ze ich szlak
metaboliczny jest zmieniony w raku prostaty, byto wiadomo juz wczesniej. Wykazano
obnizone stezenia rozgatezionych aminokwaséw w osoczu myszy z rakiem prostaty, a
takze wykazano, ze komorki raka wchtaniajg leucyne i waline [171, 172]. Zmieniony
metabolizm rozgatezionych aminokwasow w ludzkim raku prostaty wykazali takze
Billingsley i wsp. [173]. Jak podaje Teahan i wsp. [167], obnizenie pozioméw tej grupy
metabolitbw w raku prostaty moze wynikac ze zwiekszonej aktywacji szlaku
anabolicznego, za pomocg ktérego aminokwasy sg wbudowywane w biatka. Jednakze
szlaki kataboliczne réwniez mogg odgrywaé tu duzg role, o czym Swiadczyé moze
wyczerpanie sie w zmienionych nowotworowo komorkach prostaty kwasu 3-hydroksy-
3-metylomastowego, metabolitu zaangazowanego w szlak degradacji rozgatezionych
aminokwasow i jego obecnos¢ w komodrkach normalnych [167]. Szlak metaboliczny
rozgatezionych aminokwaséw potencjalnie moze byé zatem zrédtem biomarkerow
agresywnej postaci raka prostaty. Teahan i wsp. [167] zauwazyli ponadto, ze poziom

glicyny byt obnizony w liniach komoérkowych po transformacji nowotworowej, co
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rowniez znalazio potwierdzenie w obnizonych srednich stezeniach tego aminokwasu w
surowicy i moczu pacjentow nowotworowych w prezentowanych badaniach (Tabela
22).

McDunn i wsp. [174] analizowali tkanki pobrane podczas zabiegu
prostatektomii, zaréwno zmienione nowotworowo, jak i wolne od raka, pochodzace z
dwoch réznych bankéw tkanek. Platforma metabolomiczna wykorzystana w badaniach
sktadata sie z technik GC-MS i UHPLC-MS/MS. Badacze doszli do wniosku, ze rak
prostaty znaczgco zmienit profile metabolitbw w poréwnaniu do zdrowych tkanek oraz
ze panel analitdbw moze by¢ wykorzystany do tego, aby przenie$¢ odkrycia w obszarze
metabolomiki na uzyteczne klinicznie testy diagnostyczne. 326 zwigzkéw nalezgcych
do réznych klas biochemicznych zostato zidentyfikowanych w probkach pochodzacych
z obu bankow tkanek. 30 sposrod tych zwigzkéw miato obnizone stezenia w tkankach
zajetych rakiem, a 170 miato stezenia podwyzszone, ktére dodatkowo jeszcze rosty w
przypadkach raka prostaty bardziej zaawansowanych klinicznie. Nalezaty do nich
miedzy innymi aminokwasy, takze rozgatezione. Nie jest to zgodne z wynikami
otrzymanymi przez Teahana i wsp. [167]. W prezentowanych w niniejszej pracy
doktorskiej badaniach stezenia wielu aminokwasow w surowicy i moczu byty w raku
prostaty obnizone (Tabela 22). Nalezy jednak pamietaé o ostroznosci w porownywaniu
wynikéw pomiedzy badaniami, ktére analizowaty rézne rodzaje prébek biologicznych. Z
drugiej jednakze strony profile metaboliczne surowicy i moczu stanowig w duzej mierze
odzwierciedlenie metabolomu komérek i tkanek. Na takim zatozeniu opiera sie idea
poszukiwania biomarkerow raka prostaty w ptynach ustrojowych. Liczy sie bowiem na
to, ze zwigzek lub zwigzki, ktérych podwyzszone lub obnizone stezenie stwierdzone
zostanie w tkance nowotworowej, zostang réwniez wykryte w ptynach ustrojowych i
takze tam bedg w stanie r6znicowaé osoby chore i zdrowe lub przewidywac¢ progresje
choroby, co moze stanowi¢ podstawe do opracowania nieinwazyjnych testow
diagnostycznych. Potwierdzeniem tego, ze profil metaboliczny surowicy i moczu
odzwierciedla profil w komoérkach nowotworowych, sg zbiezne wyniki uzyskane w
prezentowanej pracy doktorskiej i w badaniach Teahana i wsp. [167]. Nalezy takze
podkresli¢ duzg korelacje pomiedzy otrzymanymi w prezentowanej pracy doktorskiej
profilami aminokwaséw w surowicy i moczu (Tabela 22).

Stosunkowo dawne badanie Hahna i wsp. [75] polegato na analizie 'H-NMR
tkanek prostaty w dwoch grupach: BPH oraz raku prostaty. Dane spektralne zostaty
poddane analizie wielozmiennowej. Otrzymany model cechowat sie o0gdlng
poprawnoscig klasyfikacji wynoszgcg 96,6 % przy czutosci 100 % i swoistosci 95,5 %.
Najwiekszy potencjat diagnostyczny wedtug autorow miaty trzy metabolity: cytrynian,

tauryna i kwas glutaminowy. W odniesieniu do podwyzszonego poziomu tauryny w
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przypadku raka uzyskanego przez Hahna i wsp. [75] wyniki sg zbiezne z uzyskanymi w
prezentowanej pracy doktorskiej w odniesieniu do surowicy i moczu (Tabela 22). Takze
i tym razem wnioskowanie musi by¢ ostrozne, gtéwnie ze wzgledu na to, ze grupag
odniesienia u Hahna i wsp. [75] byt tagodny rozrost prostaty, a nie zdrowe tkanki. Hahn
i wsp. [75] podsumowujg swoje badania stwierdzeniem, ze 'H-NMR wraz z
wielozmiennowg analizg statystyczng moga by¢ wykorzystane do dyskryminacji tkanek
prostaty z tagodnym przerostem i zmiang nowotworowg z wysokg czutoscig i
swoistoscig.

Uzyskane w przeprowadzonych w pracy doktorskiej badaniach stezenia
etanoloaminy byly znaczgco nizsze w grupie badanej zarébwno w surowicy, jak i w
moczu (Tabela 22). Réznice te bylty jednymi z najbardziej znaczacych sposréd
wszystkich oznaczonych aminokwasow. Swanson i wsp. [175] analizowali 15 probek
tkanek nowotworowych i 32 prébki tkanek objetych fagodnym przerostem pobranych
od 22 pacjentow technikg NMR. Zespot wskazat etanoloamine jako istotnie obnizong w
tkankach rakowych. Etanoloamina pod wzgledem budowy chemicznej jest
pierwszorzedowg aming i pierwszorzedowym alkoholem. Ten metabolit jest jednym z
gtéwnych prekursorow i produktéw degradacji btony fosfolipidowej, obok pochodnych
etanoloaminy oraz pochodnych choliny. Jedng z pochodnych etanoloaminy jest
fosfoetanoloamina, takze analizowana przez Swansona i wsp. [175]. Jej stezenie byto
wyzsze w tkankach objetych rakiem, cho¢ réznica w odniesieniu do tkanek
nierakowych nie byta znaczgca. Otrzymane w prezentowanej pracy doktorskiej wyniki
wskazujg na znaczgco obnizone stezenie tego metabolitu w moczu grupy badanej,
natomiast w surowicy stezenia fosfoetanoloaminy byty ponizej poziomu oznaczalnosci
w obu grupach (Tabela 22). Obserwuje sie obecnie zainteresowanie poszukiwaniem
odniesienia wspomnianych zwigzkéw (choliny, etanoloaminy i ich pochodnych) do
obecnosci raka, jego agresywnosci i odpowiedzi na zastosowang terapie ze wzgledu
na informacje, ktérg te zwigzki niosg o proliferacji komérek, apoptozie i aktywnosci
enzymow [175].

Scharakteryzowania profili wolnych aminokwaséw w osoczu u pacjentéw z
chorobg nowotworowg i oceny mozliwosci wykorzystania tych informacji do wczesnej
detekcji podjeli sie Miyagi i wsp. [73]. Ich badania obejmowaty pie¢ typéw raka:
prostaty, ptuca, zotadka, jelita grubego oraz piersi. W przypadku raka prostaty
analizom poddano 134 probki osocza osoéb chorych i 666 probek osob zdrowych, przy
czym w przypadku obu grup prébki pochodzity z kilku réznych szpitali. Profile
aminokwasowe zostaty oznaczone przy wykorzystaniu metody HPLC-ESI-MS
poprzedzonej derywatyzacjg przedkolumnowg i obejmowaty 19 analitéw. Analizy

jednozmiennowe (testy U Manna-Whitney’a) wykazaty istnienie znaczgcych réznic w
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profilach aminokwasowych miedzy grupg kontrolng a pacjentami z kazdym typem raka,
natomiast analizy wielozmiennowe pozwolity na wyrazng dyskryminacje pacjentow
chorych i os6b zdrowych (AUC dla krzywych ROC wynosito powyzej 0,75 dla kazdego
typu raka, a dla raka prostaty 0,783). W przypadku raka gruczotu krokowego
wykazano, ze poziomy alaniny, ornityny i w mniejszym stopniu lizyny byty istotnie
podwyzszone u pacjentow chorych, natomiast poziomy tryptofanu i w mniejszym
stopniu glutaminy, waliny, leucyny i argininy byty obnizone. Poziomy pozostatych
aminokwasow nie réznity sie znaczgco miedzy grupami. Wyniki Miyagi i wsp. [73]
czesciowo pokrywaja sie z wynikami uzyskanymi w prezentowanej pracy doktorskiej,
przede wszystkim w odniesieniu do aminokwaséw o obnizonych stezeniach u
pacjentow z rakiem prostaty wedlug Miyagi i wsp. [73] (Tabela 22). Aminokwasy,
ktérych stezenia w prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej badaniach byty
najbardziej obnizone u pacjentéw z rakiem prostaty, to metionina, glutamina,
izoleucyna, arginina, leucyna. Podobny trend w przypadku tych aminokwasow
zaobserwowali takze Miyagi i wsp. [73], cho¢ nie w kazdym przypadku istotny
statystycznie. Nalezy jednak zwrdci¢é uwage, ze profile aminokwasowe analizowane w
prezentowanej pracy doktorskiej obejmujg wiecej zwigzkéw. Natomiast przewagg
badan Miyagi i wsp. [73] byta wieksza liczebno$¢ grup. Wyniki obu badan sugeruja, ze
profile aminokwasowe majg ogromny potencjat dla polepszenia diagnostyki raka i
zrozumienia jego patogenezy. Wczesniej Miyagi i wsp. [72] raportowali, ze poziomy
proliny byly podwyzszone w osoczu pacjentow z rakiem prostaty. Rowniez w
prezentowanych w niniejszej pracy doktorskiej badaniach zauwazono, ze w raku

prostaty Srednie stezenie proliny w surowicy byto wyzsze (Tabela 22).

Rak wywotuje zmiany w organizmie na poziomie proteomicznym, poniewaz

profile peptydowe sa inne u osoéb z rakiem prostaty i u zdrowych mezczyzn

W ramach pracy doktorskiej otrzymano profile peptydowe wszystkich
analizowanych prébek surowicy oraz moczu przy uzyciu techniki MALDI-TOF-MS w
zakresie mas 1000 — 10000 Da. Przeprowadzone poréwnanie profili peptydowych
surowicy oraz moczu zdrowych mezczyzn i pacjentdow cierpigcych na raka prostaty
wykazato, ze ekspresja czesci peptydéw jest w przypadku obu grup inna. Podczas
progresji raka prostaty wystepujg w organizmie zmiany na poziomie molekularnym,
ktére prowadza do wyrzutu peptydow, biatek lub ich fragmentow z tkanki nowotworowe;j
do ptynéw ustrojowych, takich jak surowica czy mocz. Profil biomolekularny prébek
pozyskanych od pacjentéw z rakiem prostaty jest w zwigzku z tym inny niz profil prébek

pobranych od oséb zdrowych.
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Analizy wykorzystujgce intensywnosci peptydow otrzymane w wyniku
profilowania peptydowego wykazaty statystycznie istotne réznice dotyczace 65 ze 136
peptydow w przypadku surowicy i 108 ze 149 w przypadku moczu. Pie¢ peptydow, dla
ktorych warto§¢ p byla najnizsza w przypadku surowicy to peptydy o masach:
1288,69 Da, 1099,41 Da, 1866,53 Da, 1888,55Da i 1779,38 Da. Natomiast w
przypadku moczu najnizsze wartosci p uzyskano dla peptydéw o masach: 1793,20 Da,
2444 .56 Da, 2235,57 Da, 1237,03 Da i 2050,43 Da.

Techniki profilowania peptydow i biatek w surowicy i moczu byty
wykorzystywane przez rozne zespoly naukowcédw, ktérzy takze wykazali ich
skuteczno$¢ do profilowania prébek w badaniach raka prostaty. Al-Ruwaili i wsp. [176]
wykorzystali technike SELDI-TOF-MS (ang. surface-enhanced laser desorption
ionization — time of flight — mass spectrometry, spektrometria mas z jonizacjg laserowa
wzmocniong powierzchniowo i z detektorem czasu przelotu) do zbadania ekspresji
biatek w surowicy u pacjentéw z rakiem prostaty. SELDI-TOF-MS stanowi alternatywe
techniki MALDI-TOF-MS. W technice SELDI-TOF-MS prébki nanosi sie na ptytke o
zmodyfikowanej powierzchni, wykazujgcej powinowactwo biochemiczne do okreslone;j
klasy zwigzkéw [143]. Al-Ruwaili i wsp. [176] poroéwnali prébki surowicy pochodzgce od
pacjentow z wynikiem w skali Gleasona < 7 oraz 2 7, ktére sklasyfikowane zostaty jako
agresywna postac raka prostaty. Poréwnanie widm MS wykazato, ze 26 pikéw istotnie
réznicowato obie grupy pacjentéw. Osiggniete przez zespét czutosé i swoisto$¢ byty na
poziomie odpowiednio 73,3 % i 60 %. Wykazano zatem przydatnos¢ techniki SELDI-
TOF-MS w poszukiwaniu biomarkerow prognostycznych raka prostaty w surowicy.

Biatka w moczu sg obecne w bardzo niskich stezeniach, a probki moczu
charakteryzujg sie wysokim stezeniem soli, ktére utrudniajg analize tego ptynu
ustrojowego [138]. Dlatego przygotowanie prébki do analizy jest kluczowym etapem w
badaniach proteomicznych moczu. Biatka i peptydy obserwowane ostatecznie w
analizach sg silnie zalezne od zastosowanej procedury przygotowania prébek.
Procedura taka czesto musi zosta¢ wybrana i zoptymalizowana dla konkretnej badane;j
choroby. Optymalizacje procedury przygotowania prébek moczu przeprowadzili
Calvano i wsp. [138], a nastepnie wykorzystali jg do profilowania biatek technikg
MALDI-TOF-MS w zakresie mas 1 — 12 kDa. Analizie poddali zaréwno indywidualne
probki moczu pochodzace od 30 pacjentow z rakiem prostaty i 30 osob zdrowych, jak
rowniez potgczone probki dla obu grup. Zespdt zauwazyt roznice w sktadzie biatkowym
indywidualnych prébek nie tylko pomiedzy grupami, ale takze w obrebie grup. Ta
zmiennos¢ miedzyosobnicza jest nieunikniona ze wzgledu na szereg czynnikéw, ktére
réznig sie pomiedzy osobami biorgcymi udziat w badaniach, wsréd ktérych mozna

wymieni¢ miedzy innymi diete, stres, czynniki fizjologiczne, Srodowiskowe i genetyczne
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[138]. Zmiennos¢é populacyjna zostata wykazana takze w prezentowanej pracy
doktorskiej i Swiadczg o niej duze roznice pomiedzy minimalnymi i maksymalnymi
intensywnosciami peptydow w probkach zaréwno surowicy, jak i moczu, w obrebie
grupy badanej i kontrolnej, oraz duze odchylenia standardowe (Tabele 17 i 18).
Calvano i wsp. [138] nie zauwazyli duzych réznic pomiedzy profilami uzyskanymi dla
potgczonych probek dla dwoch grup. Wiekszg zmiennos¢ pomiedzy widmami MS
zaobserwowali przy nizszych wartosciach m/z, na przyktad pik odpowiadajgcy
peptydowi o0 m/z 1432,91 miat wiekszg intensywnos¢ w przypadku raka prostaty. Taki
pik nie zostat zaobserwowany w przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej
badaniach, co potwierdza role procedury przygotowania probek na obserwowane
peptydy.

Profilowanie biatek i peptydéw dostarcza informacji na temat biomolekut o
okreslonych wartosciach m/z, roznicujgcych grupy, ktére pojedynczo lub jako caty
panel mogg by¢ wykorzystane do klasyfikacji probek. Czesto kolejnym krokiem jest
identyfikacja biomarkeréw diagnostycznych Ilub prognostycznych odpowiadajgcych
okreslonym réznicujgcym pikom na widmach MS. Pozwala to odnies¢ zidentyfikowane
biatko do dostepnego pismiennictwa naukowego i oceni¢ jego zaangazowanie w
patomechanizm jednostki chorobowej, a takze przeprowadzi¢ walidacje przy uzyciu np.
testu ELISA [143]. Identyfikacja peptydéow nie byla celem prezentowanej pracy
doktorskiej. Wielu badaczy podejmuje sie jednak tego zadania, takze w analizach
skupiajgcych sie na raku prostaty. Przyktadowo, Le i wsp. [177] przeprowadzili
profilowanie biatek w surowicy przy uzyciu techniki SELDI-TOF-MS u pacjentéw z
rakiem prostaty z przerzutami do kosci i bez przerzutéw. Dominujgce piki obecne w
surowicy pacjentdw z przerzutami zostaty nastepnie zidentyfikowane przy uzyciu
dwuwymiarowej elektroforezy zelowej, trawienia trypsyng i tandemowej spektrometrii
mas jako izoformy surowiczego amyloidu A. Natomiast Lam i wsp. [178] zidentyfikowali
biatko odpowiadajgce znaczgco mniej intensywnemu pikowi w profilach uzyskanych
technikg MALDI-TOF-MS dla surowic pacjentéw z zaawansowanym rakiem prostaty z
przerzutami w porownaniu do surowic pacjentéw z rakiem ograniczonym do narzadu i
zdrowych mezczyzn jako czynnik ptytkowy 4. Biatko to odpowiadato pikowi o masie m/z
7771, a w celu jego identyfikacji przeprowadzono kilka etapow separacji i
frakcjonowania. Ostatnim etapem byla dwuwymiarowa elektroforeza zelowa, po ktorej
nastepowato trawienie trypsyng i analiza MALDI MS/MS. Identyfikowanie biatek
mozliwe jest takze w przypadku moczu. Flatley i wsp. [136] przeprowadzili profilowanie
peptydéw w moczu przed i po badaniu per rectum przy uzyciu techniki MALDI-TOF-MS
u pacjentéow z rakiem prostaty oraz z nienowotworowymi zmianami w obrebie prostaty,

poprzedzone normalizacjg prébek moczu na stezenie kreatyniny. Pik o m/z 10760
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obecny w prébkach pobranych po badaniu per rectum byt obecny na statystycznie
nizszych poziomach w prébkach pochodzgcych od mezczyzn chorych na raka prostaty.
Technika rozktadu w Zrédle (ang. in-source decay, 1SD) wykorzystujgca spektrometr
mas ze zrédtem jondw MALDI pozwolita na identyfikacje tego piku jako B-
mikroseminoproteine. Flatley i wsp. [136] wskazujg, ze monitorowanie tego biatka

moze polepszy¢ diagnostyke raka prostaty.

Profilowanie zwigzkéw endogennych wsparte wielozmiennowa analizg

statystyczng ma duzy potencjal w dyskryminacji pacjentow

Przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej badania
wykazaty, ze techniki profilowania aminokwasoéw i peptydéw wsparte wielozmiennowg
analizg statystyczng mogg by¢ wykorzystane do dyskryminacji pacjentow z rakiem
prostaty oraz pacjentow zdrowych z wysokg czutoscig i swoistoscig. Otrzymane wyniki
dowodzg, ze rak prostaty wywotuje zmiany w organizmie na poziomie proteomicznym i
metabolomicznym, ktére mogg zosta¢ wykryte przy uzyciu zaproponowanej platformy
analityczno-bioinformatycznej, obejmujgcej profilowanie aminokwasow i profilowanie
peptyddw w dwoch réznych ptynach ustrojowych oraz chemometryczng analize
danych. Istnieje zatem znaczgca korelacja pomiedzy statusem biologicznym danego
pacjenta (zdrowie/choroba) a jego statusem proteomicznym i metabolomicznym.
Zmienione profile zwigzkdw endogennych zwigzane z toczgcym sie¢ w organizmie
procesem chorobowym sg odpowiedzialne za dyskryminacje mezczyzn, wykazang w
analizach PLS-DA (Rycina 18), analizach dyskryminacyjnych (Tabela 28), za pomoca
krzywych ROC (Rycina 25, Tabela 29) oraz algorytméw QC, SNN i GA (Tabela 30).

W pracy doktorskiej wykazano, ze poziomy aminokwasow w obu ptynach
ustrojowych, zarébwno w surowicy, jak i w moczu, sg uzyteczne w klasyfikacji pacjentow
z rakiem prostaty i osob zdrowych. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wielozmiennowych stwierdzono, ze zmienione obecnoscig raka prostaty profile
aminokwasowe w obu ptynach ustrojowych pozwalajg osiggng¢ grupowanie sie
pacjentow (analizy PLS-DA) oraz uzyska¢ wysokg poprawnos¢ klasyfikacji probek do
grupy pacjentow z rakiem lub grupy kontrolne;.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano uzytecznos¢ profili
peptydowych w surowicy i moczu w dyskryminacji mezczyzn cierpigcych na raka
prostaty i zdrowych. Przeprowadzenie analizy profili peptydowych w dwoéch réznych
ptynach ustrojowych pobranych od pacjentéw z rakiem prostaty i zdrowych mezczyzn
wskazuje jednak, ze wiekszy potencjat dyskryminacyjny w raku prostaty charakteryzuje

peptydy w prébkach surowicy. Zostalo to wykazane na podstawie takich analiz
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wielozmiennowych, jak PLS-DA, analiza dyskryminacyjna i krzywe ROC. Jedynie w
analizach statystycznych wykorzystujgcych algorytmy QC, SNN i GA otrzymano
podobne wartos$ci czutosci, swoistosci oraz ogdélnej poprawnosci klasyfikacji dla obu
zbiorow danych (peptydow w surowicy i moczu). Mniejszy potencjat dyskryminacyjny
peptyddw w prébkach moczu wykazany w czesci analiz moze wynika¢ z faktu, ze
wyjsciowe stezenie peptydow w moczu jest nizsze niz w surowicy, a ponadto
profilowanie peptydéw w moczu wigze sie z koniecznoscig normalizacji prébek na
stezenie kreatyniny, co stanowi dodatkowy etap rozcienczania prébek. Profilowanie
peptydowe moczu potencjalnie jest zatem mniej wiarygodne od profilowania
peptydowego surowicy.

Réwniez inne zespoty badawcze wykazaty uzyteczno$¢ profilowania zwigzkow
endogennych do klasyfikacji probek w raku prostaty. Zang i wsp. [179] wykorzystali
strategie profilowania metabolitéw przy uzyciu techniki UHPLC sprzezonej z
wysokorozdzielczg tandemowg spektrometria mas, aby przeanalizowaé prébki
surowicy od pacjentow z rakiem prostaty i os6b zdrowych. Opracowali nastepnie oparty
na metabolitach wielozmiennowy test diagnostyczny do przewidywania obecnosci raka
prostaty na podstawie analizy prébek surowicy, charakteryzujgcy sie dobrymi
parametrami klasyfikacyjnymi (czutos¢ 92,1 %, swoistos¢ 94,3 %). Obejmowat on
panel 40 zmiennych — metabolitéw obecnych na widmach MS/MS, ktéry sprawdzat sie
lepiej niz test PSA. 31 metabolitéw zostato zidentyfikowanych. Autorzy podjeli takze
prébe wglagdu w zmiany na poziomie metabolicznym powigzane z rakiem gruczotu
krokowego i w role metabolitow w szlaku biosyntezy hormonow steroidowych.Technika
'H-NMR zostata wykorzystana w poszukiwaniu biomarkeréw raka prostaty przez
Kumara i wsp. [180]. Badaniom poddali 40 prébek surowicy pochodzgcych od
pacjentow z rakiem o niskim stopniu ztosliwosci histologicznej, 30 probek od pacjentow
z rakiem o stopniu wysokim, a takze 32 probki kontrolne. Otrzymane dane analizowali
metodami PCA, PLS-DA oraz przy uzyciu krzywych ROC. Model zbudowany z
czterech metabolitow (alanina, pirogronian, glicyna i sarkozyna) byt w stanie
sklasyfikowa¢ prébki z duzg doktadnoscig (pole pod krzywg ROC 0,966, czutosé
84,4 %, swoistos¢ 92,9 %). Uzytecznos¢ modelu potwierdzita poprawnos¢ predykcyjna
wzgledem zbioru testowego wynoszgca powyzej 99 %.

Biomarkerem nie musi byC¢ pojedynczy zwigzek. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna wnioskowaé¢, ze panel markerow moze poprawi¢
diagnostyke raka prostaty. Taki panel stanowi swoisty proteomiczny Ilub
metabolomiczny ,odcisk palca”, specyficzny dla danego stanu organizmu. Modele
klasyfikacyjne i dyskryminacyjne zbudowane przy uzyciu wielu zmiennych cechujg sie

wysokg czutoscig i swoistoscig. Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy doktorskiej z
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wykorzystaniem krzywych ROC (Tabela 29) pokazuja, ze wraz ze wzrostem ilosci
zmiennych poprawia sie klasyfikacja pacjentéw. Zmienne wykorzystane do budowy
modeli wielozmiennowych nie zawsze odpowiadajg zmiennym najbardziej
réznicujgcym grupy w analizach jednozmiennowych. Jest to zwigzane z tym, ze
przeprowadzenie analiz wielozmiennowych jest poprzedzone normalizacja danych, a
same analizy wielozmiennowe poszukujg zaleznosci miedzy zmiennymi i korelacji w
ich obrebie, ktoérych nie da sie dostrzec bez zastosowania metod chemometrycznych.
O tym, ze zmienne w wielozmiennowych modelach nie muszg wcale by¢ tymi samymi,
ktére najbardziej réoznicowaty grupy w analizach jednozmiennowych, albo kolejnos¢ ich
istotnosci nie musi odpowiadaé wartosciom p w analizach jednozmiennowych, najlepiej
swiadczg wyniki przeprowadzonych analiz dyskryminacyjnych.

Analizy PLS-DA przeprowadzone dla trzech grup pacjentéw z rakiem prostaty
podzielonych wedtug wzrastajgcego stopnia zto$liwosci histologicznej wykazaty
grupowanie sie pacjentow w zaleznosci od przyporzgdkowania ich do odpowiednigj
grupy (Rycina 24). Wiarygodnos¢ wiekszosci modeli nie zostata potwierdzona testami
permutacji. Moze to wynika¢ z faktu, ze klasyfikacja pacjentéw w systemie Gleasona
nie jest ,ostra”. Opiera sie bowiem na ocenie struktury histologicznej tkanki
nowotworowej przez histopatologa. Czynnik ludzki moze prowadzi¢ do roznic w ocenie
pomiedzy lekarzami, ktérzy moga niekiedy inaczej zaklasyfikowac te samg prébke [16].
Ponadto przyjety w prezentowanej pracy doktorskiej podziat pacjentéw na trzy grupy
nie odpowiada kazdemu wynikowi w skali Gleasona ani grupom prognostycznym
(Tabele 1 i 3). Konieczne byto potgczenie pacjentéw w trzy wieksze grupy ze wzgledu
na ograniczong liczebnosé prébek. Zaobserwowany w analizach PLS-DA trend
pozwala jednak wnioskowaé, ze stopieh ztosliwosci histologicznej raka prostaty ma
swoje odbicie w profilu aminokwasowym i peptydowym ptyndw ustrojowych. W zwigzku
z tym uzasadnione jest poszukiwanie biomarkeréw prognostycznych raka prostaty,
ktore pozwolityby na dyskryminacje pacjentéw w zaleznosci od poziomu agresywnosci
nowotworu.

Poziomy wielu biatek w surowicy uczestniczacych w procesie angiogenezy

zmieniaja sie w przypadku wystapienia raka prostaty

Przeprowadzone w ramach realizacji rozprawy doktorskiej analizy
wykorzystujgce stezenia oznaczonych biatek w surowicy uczestniczagcych w procesie
angiogenezy wykazaty, ze 10 z 16 bialek rozni sie istotnie statystycznie pomiedzy
grupami (Tabela 23). Wszystkie 10 biatek byto obecnych na istotnie wyzszych

poziomach w grupie pacjentéw z rakiem prostaty. Biatkami tymi, w kolejnosci od
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najnizszej do najwyzszej wartosci p, byty: SVEGFR-1, HGF, osteopontyna, FGF-basic,
G-CSF, PDGF-AB/BB, SCF, sEGFR, PECAM-1 i sVEGFR-2. Wsréd tej grupy biatek
nalezy poszukiwa¢ biomarkeréw, ktére mogg znalezé zastosowanie w diagnostyce
raka prostaty.

W badaniach przeprowadzonych w ramach prezentowanej pracy wykazano
istotnie podwyzszone stezenie sEGFR w surowicy pacjentéw z grupy badanej. Pomiary
sEGFR we krwi prowadzone przez rézne zespoty badawcze nie daty dotychczas jasnej
odpowiedzi dotyczgcej mozliwych klinicznych implikacji zwigzanych z oznaczaniem
tego biatka i jego wykorzystania jako potencjalnego biomarkera réznych nowotworow.
Wiekszos¢ doniesien naukowych méwi o obnizonych poziomach sEGFR u pacjentow z
réznymi nowotworami w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Takie wyniki otrzymali
Baron i wsp. [181] w przypadku raka nabtonkowego raka jajnika, Muller i wsp. [99] w
przypadku raka piersi z przerzutami oraz Jantus-Lewintre i wsp. [182] i Maramotti i
wsp. [101] w przypadku niedrobnokomérkowego raka ptuca. Jednakze inne badania,
przeprowadzone przez Jacota i wsp. [183] mowig o braku réznic w stezeniu tego biatka
miedzy osobami chorymi a zdrowymi w przypadku niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
Sasaki i wsp. [184] nie wykazali z kolei réznic w przypadku grasiczaka. Natomiast Oh i
wsp. [185] wykazali wyzsze jego stezenia u pacjentdow z rakiem szyjki macicy. Brak
jednak w pismiennictwie doniesien o oznaczaniu sEGFR w raku prostaty w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Molekularne mechanizmy lezgce u podstaw réznych typow
nowotworow roznig sie miedzy sobg. Maramotti i wsp. [101] zwracajg uwage, ze w
przypadku niedrobnokomorkowego raka ptuca nadekspresja EGFR nie skutkuje
wzrostem pozioméw sEGFR w osoczu pacjentéw, lecz znaczgcym obnizeniem tych
pozioméw w poréwnaniu z grupg kontrolng. Sugerujg, ze nadekspresja EGFR w
komodrkach nowotworowych moze interferowac¢ z fizjologiczng rolg sEGFR. Wyniki
uzyskane w prezentowanej pracy doktorskiej, zgodnie z ktérymi — jak juz wspomniano
wyzej — w raku prostaty dochodzi do podwyzszenia pozioméw sEGFR w surowicy,
wskazujg na prawdopodobne odmienne mechanizmy molekularne raka prostaty w
poréwnaniu do innych typow nowotworow.

W wyniku przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan stwierdzono
znaczgco podwyzszone poziomy FGF-basic w surowicy pacjentéw z rakiem prostaty w
porownaniu z grupg zdrowych mezczyzn. Zmiany w ekspresji czynnikdw wzrostu
fibroblastéw i ich receptoréow odgrywajg wazng role w progresji raka prostaty [103]. Giri
i wsp. [103] wykazali, ze poziom jednego z tych czynnikdow, FGF-basic, jest znaczgco
podwyzszony w tkankach objetych rakiem prostaty w poréwnaniu do zdrowych tkanek
gruczotu krokowego. Ponadto zaobserwowali nadekspresje receptoréw FGFR-1 i

FGFR-2 w komodrkach nabtonkowych raka prostaty, a takze ze ta nadekspresja
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koreluje ze stopniem zréznicowania komorek nowotworowych: im mniej zréznicowane
komorki (wyzszy wynik w skali Gleasona), tym wieksza byla ekspresja wymienionych
receptoréw. Wzrost ekspresji FGF-basic oraz kilku innych czynnikébw wzrostu w
przypadku tkanki objetej rakiem prostaty zaobserwowali takze Soulitzis i wsp. [186],
natomiast nie zaobserwowali oni zwigkszonej ekspres;ji tego biatka w przypadku BPH w
porownaniu do zdrowych tkanek gruczotu krokowego. Erdem i wsp. [102] wykazali w
raku prostaty zwigzek pomiedzy FGF-basic a genem AEG-1 (ang. astrocyte elevated
gene-1), silnym mediatorem w rozwoju nowotworéw zitosliwych. Autorzy wskazujg te
zaleznos¢ jako niezalezny prognostyczny parametr, ktéry moze by¢ uzyteczny do
opracowania nowych procedur terapeutycznych. Na podstawie uzyskanych wynikow
prezentowanych w niniejszej pracy, pierwszych poréwnujgcych poziomy FGF-basic w
surowicy u oséb z rakiem prostaty i zdrowych, a takze danych literaturowych
dotyczgcych zwiekszonej ekspresji tego czynnika wzrostu w raku prostaty, mozna
wnioskowac o potencjale FGF-basic jako biomarkera tej choroby.

Stezenie G-CSF oznaczone w probkach surowicy pacjentéw z rakiem prostaty
byto istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Naukowcy i Klinicysci poszukujg
odpowiedzi na pytanie, czy G-CSF moze sprzyjac¢ rozwojowi nowotworu [104]. Nie ma
pewnosci co do tego, czy podawanie tego czynnika pacjentom nowotworowym jest
bezpieczne. Wprawdzie G-CSF zmniejsza czestos¢ wystepowania i czas trwania
neutropenii wywotywanej intensywng chemioterapig, nie zwieksza jednak czasu
przezycia pacjentéw, co sugeruje mozliwe wspieranie przez G-CSF progres;ji
nowotworu. Moze takze sprzyja¢ powstawaniu przerzutow. W osrodkowym uktadzie
nerwowym G-CSF peini role neurotroficznego czynnika wzrostu [104]. Natomiast
zwigzana z nowotworem neurogeneza zostata wykazana w przypadku agresywnych
form raka prostaty [187]. Udowodniono rowniez, ze infiltracja guza prostaty przez nowe
nerwy ze wspotczulnego i przywspétczulnego uktadu nerwowego odgrywa kluczowg
role w rozwoju i progresji raka [188]. Dobrenis i wsp. [104] wykazali, ze G-CSF wptywa
na progresje raka prostaty poprzez rozwoj wtokien nerwowych w obrebie nowotworu.
Sugerujg ponadto, ze to odkrycie moze prowadzi¢ do opracowania nowych
antyneurogennych terapii raka prostaty. O tym, ze rak prostaty wydziela G-CSF,
doniesli Matsuoka i wsp. [189]. Wykazali oni podwyzszony poziom G-CSF w surowicy
pacjenta z rakiem prostaty. Uzyskane w prezentowanej pracy doktorskiej wyniki
rowniez wskazujg na produkcje G-CSF przez nowotwor ztosliwy prostaty, wskazujgc na
jego role w patogenezie choroby.

Przeprowadzone w ramach prezentowanej pracy doktorskiej badania wykazaty
znaczgco podwyzszone poziomy HGF w surowicy pacjentéw z rakiem prostaty.

Naughton i wsp. [190] wykryli znaczgco wyzsze poziomy HGF w surowicy pacjentow z
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rakiem prostaty z przerzutami w poréwnaniu do pacjentéw z rakiem ograniczonym do
gruczotu krokowego i zdrowych mezczyzn. Autorzy zasugerowali, ze HGF moze by¢
waznym markerem raka prostaty w surowicy. Potwierdzili to Hashem i wsp. [106],
ktorzy wykazali istotnie wyzsze stezenia HGF w surowicy w przypadku zarowno raka
prostaty ograniczonego do narzadu, jak i postaci bardziej zaawansowanej z
przerzutami, w poréwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych mezczyzn. Najwyzsze
stezenia otrzymano w przypadku raka z przerzutami. Gupta i wsp. [107] wykazali
uzytecznos¢ HGF jako potencjalnego biomarkera prognostycznego raka prostaty,
wykazujgc znaczaco podwyzszone poziomy HGF w osoczu pacjentdow z przerzutami
raka prostaty do weztdw chtonnych. Nishimura i wsp. [191] zaproponowali z kolei
wykorzystanie HGF oraz IL-6 w pofgczeniu z objetoscig gruczotu prostaty w badaniach
przesiewowych raka prostaty, wykazujgc ze parametry te sg uzyteczne w diagnostyce
w przypadku pacjentow z PSA w zakresie ,szarej strefy”. HGF jest mediatorem w
rozprzestrzenianiu sie raka prostaty [105]. Poprzez specyficzny receptor c-Met
moduluje proliferacje komoérek, interakcje pomiedzy komodrkami nowotworowymi,
migracje komorek, adhezje komorek i proces angiogenezy. Przytoczone przyktady
badan wraz z wynikami uzyskanymi w prezentowanej pracy doktorskiej pozwalajg
optymistycznie patrze¢ na potencjat HGF jako biomarkera diagnostycznego i
prognostycznego raka prostaty.

Istotnie podwyzszone stezenie osteopontyny w surowicy zostato wykazane w
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach w grupie pacjentéw z rakiem
prostaty. Stanowi to potwierdzenie wczesniejszych rezultatéw otrzymanych przez
Fedarko i wsp. [192], ktérzy rowniez wykazali znaczgco wyzsze poziomy osteopontyny
w surowicy u pacjentéw z rakiem prostaty, jak i u chorych z rakiem piersi i ptuca.
Khodavirdi i wsp. [193] wykazali, ze osteopontyna przyczynia sie do zwiekszone;j
proliferacji komorek nowotworowych raka prostaty i progresji nowotworu. Natomiast
Forootan i wsp. [194] wykazali dodatnig korelacje pomiedzy poziomem ekspresji
osteopontyny w komérkach i tkankach raka prostaty a stopniem agresywnosci
nowotworu. Przeprowadzona przez Webera i wsp. [195] metaanaliza w celu oceny
osteopontyny jako biomarkera agresywnosci raka prostaty i czasu przezycia
pacjentow, miedzy innymi w raku prostaty, wykazata, ze biatko to jest znaczaco
powigzane z czasem przezycia i progresjg choroby. Jednakze pojawity sie takze
doniesienia negujgce potencjat osteopontyny jako biomarkera. Puzone i wsp. [196]
stwierdzili bowiem na podstawie przeprowadzonych badan, ze poziomy osteopontyny
w osoczu nie byty podwyzszone u pacjentdw z rakiem prostaty ani nie réznity sie
pomiedzy pacjentami z rakiem prostaty wysoko- i niskozréznicowanym. W zwigzku z

tym zespdt uznat, ze osteopontyna w osoczu nie jest biomarkerem diagnostycznym ani
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prognostycznym raka prostaty. Otrzymane w prezentowanej pracy doktorskiej wyniki
sugerujg jednakze potencjat tego biatka w diagnostyce raka gruczotu krokowego.

Oznaczone stezenia PDGF (tgcznie dwdch izoform:  heterodimeru
zbudowanego z tancucha A i tancucha B oraz homodimeru zbudowanego z dwoch
tancuchéw B) w surowicy w badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej
byly wyzsze u pacjentéw z rakiem prostaty niz w grupie kontrolnej. W pismiennictwie
naukowym nie ma doniesien o prébach wykorzystania tego czynnika w diagnostyce
raka prostaty na podstawie oznaczen w surowicy. Sg jednak doniesienia méwigce o
ekspresji i roli PDGF w patogenezie raka prostaty. Fudge i wsp. [197] wskazali na
ekspresje homodimeru AA przez komorki nabtonkowe i zrebowe w raku prostaty.
Sitaras i wsp. [198] wykazali ekspresje PDGF przez linie komérkowe raka prostaty, a
Vlahos i wsp. [199] wykazali, ze PDGF stymuluje proliferacje ludzkich komoérek
zrebowych prostaty in vitro. Na potencjalng role homodimeru DD ptytkopochodnego
czynnika wzrostu w rozwoju i progresji raka prostaty wskazali Ustach i wsp. [200]. Z
kolei Najy i wsp. [110] wykazali, ze homodimer DD odgrywat wazng role w
karcynogenezie komorek nabtonkowych raka prostaty, a ponadto wykazywat
zwiekszong angiogeneze w raku prostaty w poréwnaniu do homodimeru BB. Natomiast
Cheng i wsp. [201] wykazali, ze homodimer BB produkowany przez komérki raka
prostaty sprzyja proliferacji in vivo i in vitro mezenchymalnych komérek macierzystych,
ktoére z kolei sprzyjajg rozwojowi nowotworu. Dowody na role réznych izoform PDGF w
rozwoju raka prostaty powinny pociggng¢ za sobg badania nad potencjalnym
wykorzystaniem tych biatek w diagnostyce choroby. Wyniki otrzymane w
prezentowanej pracy doktorskiej pozwalajg dostrzec potencjat PDGF jako biomarkera
raka prostaty.

Otrzymane w wyniku przeprowadzonych badahn wyniki wskazujg na znaczaco
wyzsze poziomy PECAM-1 w surowicy chorych na raka prostaty i sg pierwszg znang
probg wykorzystania oznaczania tego biatka w surowicy do poréwnania pacjentéw z
rakiem prostaty i zdrowych mezczyzn. PisSmiennictwo naukowe mowi jednak o roli
PECAM-1 w angiogenezie w raku prostaty. Karagiannis i wsp. [202] badali sciezki
sygnatowe w proteomie komorek srodbtonka raka prostaty i stwierdzili znaczgca
nadekspresje PECAM-1 w komodrkach srodbtonka w androgenno-niezaleznym raku
prostaty.

Stezenie SCF w surowicy pacjentow z rakiem prostaty, oznaczone w
prezentowanych badaniach, okazato sie istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. To
pierwsze badania poréwnujgce poziomy SCF w surowicy pomiedzy takimi grupami.
Wczedniej Mroczko i wsp. [203] wykazali istotnie podwyzszony poziom SCG w

surowicy pacjentow z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca. Wiesner i wsp. [112]
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wykazali, ze komorki raka prostaty mogg uwalnia¢c SCF do przestrzeni
zewngtrzkomorkowej oraz ze system sygnalizacyjny SCF i jego receptora CD117 ma
potencjalny udziat w przerzutach raka prostaty do kosci. Natomiast Ma i wsp. [113]
stwierdzili synergistyczny efekt SCF i G-CSF na komorki raka prostaty.

W przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach wykazano, ze
stezenia w surowicy zarowno sVEGFR-1, jak i SVEGFR-2, byty istotnie podwyzszone w
grupie pacjentow z rakiem prostaty w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Receptory
sVEGFR-1 tgczg sie z kazdg izoformg ligandu VEGF. Ich dziatanie nie jest do kohca
wyjasnione. Sugeruje sie, ze moze polega¢ na negatywnej regulacji procesu
angiogenezy [98]. Dzieje sie tak poprzez stabilizowanie VEGF w przestrzeni
miedzykomaérkowej oraz zmniejszenie dostepnosci VEGF do srédbtonka naczyniowego
i moze prowadzi¢ do hamowania powstawania naczyh krwionosnych w guzach
nowotworowych i hamowania powstawania przerzutéw. Z drugiej jednak strony
pismiennictwo naukowe podaje, ze sVEGFR-1 i sSVEGFR-2 prowadzg do angiogenezy
[204]. W pismiennictwie pojawily sie doniesienia zaréwno o podwyzszonych, jak i
obnizonych poziomach sVEGFR-1 oraz sVEGFR-2 w r6znych nowotworach. Enjoji i
wsp. [205] wykazali znaczgco podwyzszone stezenie sSVEGFR-1 w surowicy pacjentow
z rakiem przewodéw zotciowych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Thielemann i wsp.
[98] wykazali istotnie wieksze poziomy sVEGFR-1 w surowicy kobiet chorych na raka
piersi w poréwnaniu z kobietami zdrowymi. Ponadto autorzy wykazali warto$¢
prognostyczng tego biatka, jego stezenie korelowato bowiem ze stopniem
zaawansowania choroby. Im wyzszy byt stopien zaawansowania klinicznego raka
piersi lub stopien ztosliwosci histologicznej guza, tym wyzsze byto stezenie sVEGFR-1.
W innych badaniach Thielemann i wsp. [204] wykazali podobng zalezno$¢ u kobiet z
rakiem piersi dla SVEGFR-2. Natomiast Korzeniewska i wsp. [206] wykazali znaczgco
obnizone stezenia sVEGFR-1 i sVEGFR-2 w surowicy pacjentéw z tagodnym
gruczolakiem kory nadnerczy w poréwnaniu z grupg kontrolng, a Kikuchi i wsp. [207]
stwierdzili obnizone poziomy tych biatek w surowicy pacjentéw z rakiem zotgdka. Te
dane wskazywa¢ mogg na roézne mechanizmy dziatania rozpuszczalnych form
receptorow dla VEGF w réznych nowotworach. W przypadku raka prostaty
sugerowana jest rola rodziny ligandow VEGF oraz receptorow VEGFR we wzroscie i
rozprzestrzenianiu sie nowotworu poprzez aktywacje unaczynienia guza [208].
Woollard i wsp. [208] wykazali zwigkszong ekspresje VEGFR-1 w tkance
nowotworowej raka prostaty w poréwnaniu z fagodnym przerostem, co moze
wskazywaé na mechanizm sygnalizacyjny zaangazowany w progresje raka prostaty, a
jego inhibicja moze przyczyni¢ sie do opracowania strategii terapeutycznych w raku

prostaty. Uzyskane w przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
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badaniach wyniki potwierdzajg, ze poziomy rozpuszczalnych receptoréw dla VEGF sg
powigzane z rakiem prostaty i w zwigzku z tym ich oznaczanie moze mie¢ znaczenie w

diagnostyce choroby.

Wyniki przeprowadzonych badan zwigzanych z poszukiwaniem biomarkeréw
raka prostaty sg optymistyczne. Dowodzg bowiem, Ze istnieje korelacja pomiedzy
stanem biologicznym danej osoby (obecnos¢ lub brak raka prostaty, a takze rézny
stopien ztosliwosci histologicznej raka prostaty) a jego statusem proteomicznym i
metabolomicznym. Poziomy niektérych aminokwaséw, peptydéw i biatek w surowicy i
Mmoczu znaczgco sie zmieniajg w sytuaciji, gdy u pacjenta pojawia sie rak prostaty.
Ponadto wielozmiennowe modele zbudowane z wykorzystaniem profili zwigzkéw
endogennych sg zdolne do dyskryminacji probek z wysokg czutoscig i swoistoscia.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki upowazniajg do zaproponowania dalszych
kierunkéw badan. Mozna stwierdzi¢, ze poszukujgc biomarkerow raka prostaty w
grupie aminokwasow w przypadku surowicy nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na
nastepujgce zwigzki: metioning, etanoloamine, glutamine, izoleucyne, arginine oraz
leucyne. Natomiast w przypadku moczu szczegdlng uwage nalezy zwrdocié na
nastepujgce aminokwasy: kwas y-amino-n-mastowy, fosfoetanoloamine, etanoloamine,
homocytruling, arginine, d-hydroksylizyne i asparagine. W przypadku profilowania
peptydowego nalezy skupi¢ sie na wykorzystaniu do tego celu surowicy. Profilowanie
peptydowe w moczu wydaje sie by¢ bowiem mniej wiarygodne. WyjSciowe stezenie
peptydow w moczu jest nizsze niz w surowicy, a ponadto profilowanie peptyddéw w
moczu wigze sie z koniecznoscig normalizacji probek na stezenie kreatyniny, co jest
czasochtonne i stanowi dodatkowy etap rozcienczania probek. Co wiecej, mniejszy jest
w przypadku raka prostaty potencjat dyskryminacyjny peptydéw w prébkach moczu w
poréwnaniu do surowicy.

Podkreslic jednak nalezy, ze konieczne sg dalsze badania na wiekszych
ilosciach prébek w celu walidacji modeli i potwierdzenia uzytecznosci profilowania
aminokwasow (zwtaszcza zawezenia aminokwasow do wyzej wspomnianych) i
peptydow, a takze oznaczania biatek zaangazowanych w proces angiogenezy, w

diagnostyce raka prostaty i ocenie ryzyka progresji choroby.
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8. Wnioski

Przeprowadzone badania w ramach rozprawy doktorskiej pt. ,Proteomiczna i
metabolomiczna analiza surowicy krwi i moczu w poszukiwaniu biomarkeréw raka

prostaty” pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1. Zastosowana w badaniach zlozona strategia analityczno-bioinformatyczna do
analizy zwigzkow endogennych w ptynach ustrojowych (surowicy oraz moczu)
potwierdzita, ze analiza bialek, peptydédw oraz metabolitdbw w piynach
ustrojowych jest obiecujgcym narzedziem w poszukiwaniu biomarkeréw raka
prostaty. Otrzymane wyniki dowodzg, ze istnieje korelacja pomiedzy stanem

biologicznym pacjenta a jego statusem proteomicznym i metabolomicznym.

2. Zoptymalizowano i zwalidowano metode rozdzialu i oznaczania 42
aminokwasow w jednym cyklu analitycznym w surowicy i moczu przy
wykorzystaniu zestawu LC-ESI-QqQ-MS/MS oraz odczynnika aTRAQ.
Zastosowana metoda oznaczania aminokwasow charakteryzuje sie wysokag
specyficznoscig, skroconym czasem analizy w poréwnaniu do innych technik
analizy aminokwaséw, matg objetoscig prébki biologicznej wymaganej do
wykonania oznaczen, duzg iloscig analitdbw oznaczanych w jednym cyklu

analitycznym oraz niskg granicg wykrywalnosci.

3. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze aminokwasy to grupa metabolitéw,
ktéra posiada wysoki potencjat wykorzystania jako biomarkery raka prostaty.
Prezentowane badania sg pierwszymi, w ktorych przeprowadzono
kompleksowg analize profili aminokwasowych w dwdch réznych pitynach
ustrojowych pobranych od pacjentéw z rakiem prostaty i zdrowych mezczyzn,
analizujgc az 42 metabolity w jednym cyklu analitycznym. Wiecej aminokwaséw
0znaczono W MOCzU niz w surowicy i wiecej zwigzkow pojawiato sie na istotnie

zmienionych poziomach w moczu w poréwnaniu do surowicy.
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4. Na podstawie przeprowadzonych jednozmiennowych analiz statystycznych
wykazano, ze rak prostaty wywotuje zmiany w profilach wolnych aminokwasow
w surowicy i moczu. W probkach surowicy oznaczono 32 aminokwasy.
Wykazano, ze statystycznie istotne réznice dotyczyly 18 z 32 oznaczonych
zwigzkow, sposrod ktérych 4 byty obecne na istotnie wyzszych poziomach w
grupie badanej (sarkozyna, 3-metylo-L-histydyna, [-alanina oraz kwas
asparaginowy). Natomiast 14 aminokwasow wykazywato poziomy istotnie
nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng (miedzy innymi:

metionina, etanoloamina, glutamina, izoleucyna, arginina oraz leucyna).

5. W probkach moczu oznaczono 39 aminokwasow. Rdzne statystycznie poziomy
stwierdzono dla 26 z 39 zwigzkow, sposréd ktorych jeden (tauryna) byt obecny
na istotnie wyzszym poziomie w grupie badanej, natomiast poziomy 25 byly
istotnie nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng (miedzy
innymi:  kwas  y-amino-n-mastowy, fosfoetanoloamina, etanoloamina,
homocytrulina, arginina, &-hydroksylizyna i asparagina). Nie wykazano
natomiast istotnych statystycznie réznic w poziomach sarkozyny w moczu

pomiedzy grupa pacjentow z rakiem prostaty a grupg kontrolna.

6. W pracy wykazano, ze poziomy aminokwaséw w obu ptynach ustrojowych,
zarbwno w surowicy, jak i w moczu, sg uzyteczne w klasyfikacji pacjentéw z
rakiem prostaty i os6b zdrowych. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wielozmiennowych stwierdzono, ze zmienione obecnoscig raka prostaty profile
aminokwasowe w obu ptynach ustrojowych pozwalajg osiggng¢ grupowanie sie
pacjentow (analizy PLS-DA) oraz uzyska¢ wysokg poprawnos¢ klasyfikacji

probek do grupy pacjentéw z rakiem lub grupy kontrolnej.

7. Opracowano i zwalidowano nowg metode oznaczania kreatyniny w moczu przy
wykorzystaniu zestawu LC-ESI-QQqQ-MS/MS. Opracowana metoda oznaczania
kreatyniny charakteryzuje sie prostg procedurg przygotowania probek, krétkim

czasem analizy, wysokg selektywno$cia, czutoscig, doktadnoscia i precyzja.
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8.

10.

Zoptymalizowano metode profilowania peptydow obecnych w surowicy i moczu
w zakresie mas od 1 do 10 kDa przy wykorzystaniu zestawu MALDI-TOF-MS.
W$&rdéd zalet metody nalezy wymieni¢ wysokg czuto$é, nieskomplikowang
procedure przygotowania probek oraz matg objetoS¢ ptynu biologicznego

wymaganego do wykonania analiz.

Wykorzystujagc technike MALDI-TOF-MS otrzymano profile peptydowe prébek
surowicy i moczu. Na podstawie przeprowadzonych analiz statystycznych
wykazano, ze rak prostaty wywotuje zmiany w profilach peptydowych w
surowicy i moczu. Analizy wykorzystujgce intensywnosci peptydéw otrzymane
w wyniku profilowania peptydowego wykazaty statystycznie istotne rdéznice
dotyczgce 65 ze 136 peptydow w przypadku surowicy i 108 ze 149 w
przypadku moczu. Pie¢ peptydéw, dla ktérych wartos¢ p byla najnizsza w
przypadku surowicy to peptydy o masach: 1288,69 Da, 1099,41 Da,
1866,53 Da, 1888,55Da i 1779,38 Da. Natomiast w przypadku moczu
najnizsze wartosci p uzyskano dla peptydow o masach: 1793,20 Da,
244456 Da, 2235,57 Da, 1237,03 Da i 2050,43 Da.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano uzytecznos¢ profili
peptydowych w surowicy i moczu w dyskryminacji mezczyzn cierpigcych na
raka prostaty i zdrowych. Przeprowadzenie analizy profili peptydowych w
dwdch réznych ptynach ustrojowych pobranych od pacjentéw z rakiem prostaty
i zdrowych mezczyzn wskazuje jednak, ze wiekszy potencjat dyskryminacyjny w
raku prostaty charakteryzuje peptydy w prébkach surowicy. Zostato to
wykazane na podstawie takich analiz wielozmiennowych, jak PLS-DA, analiza
dyskryminacyjna i krzywe ROC. Jedynie w analizach statystycznych
wykorzystujgcych algorytmy QC, SNN i GA otrzymano podobne wartosci
czutosci, swoistosci oraz ogodlnej poprawnosci klasyfikacji dla obu zbioréw

danych (peptydéw w surowicy i moczu).
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11.

12.

Przeprowadzone analizy PLS-DA, w ktorych analizowano trzy grupy pacjentéw
z rakiem prostaty wyodrebnione wedtlug wzrastajgcego stopnia ztosliwosci
histologicznej (z szescioma, siedmioma oraz osmioma lub dziewiecioma
punktami w skali Gleasona) wykazaty grupowanie sie pacjentow w zaleznoSci
od przyporzadkowania probki do jednej z grup. Zatem stopien ziosliwosci
histologiczne] raka prostaty ma swoje odbicie w profilu aminokwasowym i
peptydowym pityndéw ustrojowych. W zwigzku z tym uzasadnione jest
poszukiwanie biomarkerow prognostycznych raka prostaty, ktére pozwolityby
na dyskryminacje pacjentow w zaleznosci od poziomu agresywnosci

nowotworu.

Wykorzystujgc metode separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej przy
uzyciu zestawu Bio-Plex analizowano panel 16 biomarkeréw nowotworowych,
ktérymi byly biatka uczestniczgce w procesie angiogenezy. Na podstawie
przeprowadzonych analiz statystycznych wykazano, ze 10 z 16 biatek byto
obecnych na istotnie wyzszych poziomach w grupie badanej. Biatkami tymi
byty: sVEGFR-1, HGF, osteopontyna, FGF-basic, G-CSF, PDGF-AB/BB, SCF,
SEGFR, PECAM-1 i sVEGFR-2. W$érdd tej grupy biatek nalezy poszukiwac

biomarkerow, ktére mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce raka prostaty.
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9. Streszczenie

W niniejszej rozprawie doktorskiej zatytutowanej: ,Proteomiczna i
metabolomiczna analiza surowicy krwi i moczu w poszukiwaniu biomarkerow raka
prostaty” podjeto prébe zastosowania nowoczesnej i ztozonej strategii analityczno-
bioinformatycznej w analizie zwigzkéw endogennych w ptynach ustrojowych (surowicy
oraz moczu) w poszukiwaniu biomarkerow o wartosci diagnhostycznej majacych
znaczenie w wykrywaniu raka prostaty. Badania prowadzone bylty w oparciu o
nowoczesng platforme analityczng, wykorzystujgcg metody spektrometrii mas (LC-ESI-
QqQ-MS/MS, MALDI-TOF-MS) oraz testy immunologiczne. Nowatorski model
poszukiwania biomarkerdw raka prostaty w oparciu o powyzsze techniki wsparty zostat
zaawansowang analizg chemometryczng. Do badan wykorzystano prébki surowicy i
moczu pobrane od pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem prostaty (n = 49) oraz od
zdrowych mezczyzn (n = 40).

Oznaczanie matoczgsteczkowych metabolitéw, w tym aminokwasoéw, w ptynach
biologicznych jest matoinwazyjng metodg o wysokim potencjale diagnostycznym.
Badanie profili wolnych aminokwasoéw w surowicy i moczu oparto o technike LC-ESI-
QqQ-MS/MS oraz o odczynnik aTRAQ (AB Sciex). Zestaw aTRAQ umozliwia
oznaczenie 42 wolnych aminokwasow w réznych ptynach ustrojowych i matrycach
biologicznych. Do przeprowadzenia analiz wykorzystano chromatograf cieczowy 1260
Infinity (Agilent Technologies) sprzezony ze spektrometrem mas 4000 QTRAP (AB
Sciex). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej
AB Sciex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 ym). Przeptyw faz ruchomych wynosit
800 pl/min. Fazami ruchomymi byty woda (faza A) oraz metanol (faza B), obie z
dodatkiem 0,1 % kwasu mrowkowego i 0,01 % kwasu heptafluoromastowego. Czas
analizy wynosit 18 minut. Rozdziat chromatograficzny przebiegat przy zastosowaniu
elucji gradientowej. Temperatura kolumny byta utrzymywana na poziomie 50 °C, a
objetos¢ nastrzyku wynosita 2 pl. Aminokwasy byty analizowane w trybie planowanego
monitorowania reakcji wielokrotnych (sMRM). W celu weryfikacji walidacji
wykorzystanej metody oznaczania aminokwasdéw ocenie poddano nastepujgce
parametry: doktadnos$¢, precyzja (powtarzalno$¢ i odtwarzalnos$¢) w odniesieniu do
oznaczanych stezen aminokwasow i czasow retenciji.

Grupg zwigzkdéw, mogacych potencjalnie pemni¢ role biomarkeréw, sg takze
peptydy i biatka. Poniewaz peptydy majg wyzsze masy czgsteczkowe w poréwnaniu do
aminokwasow, ich analiza wymaga innego podejscia analitycznego. Badanie profili
peptydowych w surowicy i moczu oparto o technike MALDI-TOF-MS. Do

przeprowadzenia analiz wykorzystano spektrometr mas UltrafleXtreme (Bruker
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Daltonics). Przygotowanie prébek surowicy i moczu do profilowania peptydowego
wykorzystujgcego technike MALDI-TOF-MS obejmowato miedzy innymi wykorzystanie
koncéwek ZipTip (Millipore) w celu zatezenia peptydéw w surowicy i moczu oraz
oczyszczenia probek z zanieczyszczajgcych je sktadnikow utrudniajgcych dalszg
analize. Nastepnie probki surowicy mieszano z odpowiednio przygotowanym
roztworem HCCA, ktory petnit role matrycy, i nanoszono na ptytke AnchorChip
Standard 800 um (Bruker Daltonics). Z kolei probki moczu najpierw nanoszono na
ptytke AnchorChip, a nastepnie po wyschnieciu dodawano odpowiedni roztwér HCCA.
Widma MS (profile peptydowe) zostaty wygenerowane w zakresie mas 1000 —
10000 Da. W celu otrzymania listy pikbw wraz z intensywnosciami dla widma kazde;j
analizowanej probki surowicy i moczu przeprowadzono wstepng obrébke profili
peptydowych.

Ponadto analizowano panel markeréw nowotworowych (biatek uczestniczgcych
W procesie angiogenezy) w surowicy z wykorzystaniem metody separacji
magnetycznej i cytometrii przeptywowej przy uzyciu zestawu Bio-Plex (Bio-Rad).
Metoda jest przyktadem testu immunologicznego oraz techniki multipleksowej i
pozwala réwnoczesnie analizowa¢ wiele analitow w jednym cyklu analitycznym.
Wykorzystany zestaw Bio-Plex umozliwia jednoczesne oznaczenie 16 biatek w réznych
matrycach biologicznych. W metodzie stosuje sie barwione fluorescencyjnie kulki
magnetyczne, stanowigce podstawe technologii Luminex/xMAP. Do przeprowadzenia
analiz wykorzystano cytometr przeptywowy Bio-Plex MAGPIX (Bio-Rad), wyposazony
w dwie diody elektroluminescencyjne, z ktérych jedna emituje swiatto czerwone o
dtugosci fali 635 nm, a druga emituje $wiatto zielone o dtugosci fali 532 nm. W celu
weryfikacji walidacji wykorzystanej metody oznaczania biatek ocenie poddano
doktadnos¢ metody oraz wykreslono krzywe wzorcowe dla analitow z wykorzystaniem
5-parametrowej regresji logistycznej, oceniono poprawnos$¢ ich dopasowania i
okreslono zakres (LLOQ/ULOQ) dla kazdego analitu.

Analiza moczu jest procedurg, ktéra wymaga specyficznego podejscia ze
wzgledu na roznice w objetosci moczu w probkach pobieranych jednorazowo.
Konieczna jest kompensacja roznic w objetosci moczu poprzez normalizacje stezen
oznaczanych zwigzkéw do stezenia kreatyniny w moczu. Opracowano metode
oznaczania kreatyniny w moczu z wykorzystaniem techniki LC-ESI-QqQ-MS/MS oraz
nafazoliny jako wzorca wewnetrznego. Do przeprowadzenia analiz wykorzystano
chromatograf cieczowy 1260 Infinity (Agilent Technologies) sprzezony ze
spektrometrem mas 4000 QTRAP (AB Sciex). Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej XTerra C18 (100 mm x 2,1 mm,

3,5 um) (Waters Corporation). Przeptyw faz ruchomych wynosit 100 yl/min. Fazami
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ruchomymi byly 0,1 % roztwér kwasu mréwkowego w wodzie (faza A) oraz 0,1 %
roztwor kwasu mrowkowego w acetonitrylu (faza B). Czas analizy wynosit 15 minut.
Rozdziat chromatograficzny przebiegat przy zastosowaniu elucji gradientowe;.
Temperatura kolumny byta utrzymywana na poziomie 25 °C, a objetos¢ nastrzyku
wynosita 5 pl. Wykorzystanym trybem skanowania byto monitorowanie reakgji
wielokrotnych (MRM). Przeprowadzono walidacje opracowanej metody oznaczania
kreatyniny w moczu. Walidacji poddano nastepujgce parametry: selektywnos$é,
dokfadnos¢, precyzje (powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢), liniowosé, zakres, granice
wykrywalnosci, granice oznaczalnosci oraz stabilnosé. Opracowang metode
wykorzystano nastepnie do normalizacji stezenn aminokwasow w prébkach moczu
uzyskanych z wykorzystaniem techniki LC-ESI-QqQ-MS/MS oraz odpowiedniego
rozcienczenia probek moczu przed profilowaniem peptydowym wykorzystujgcym
technike MALDI-TOF-MS.

W celu analizy danych metabolomicznych i proteomicznych otrzymanych w
przeprowadzonych badaniach wykorzystano analizy statystyczne jednozmiennowe
(test U Manna-Whitney’'a, test t-Studenta, test F Welcha, krzywe ROC) oraz
wielozmiennowe (PLS-DA, krzywe ROC, analiza dyskryminacyjna, algorytmy QC, SNN
i GA). Zmiennymi w analizach byty stezenia aminokwaséw oznaczone w probkach
surowicy i moczu, intensywnosci peptydow z widm MS otrzymanych w wyniku
profilowania prébek surowicy i moczu oraz stezenia biatek oznaczone w prébkach
surowicy.

Otrzymane wyniki dowodzg, Zze rak prostaty wywotuje zmiany w surowicy i
moczu na poziomie proteomicznym i metabolomicznym. Istnieje zatem korelacja
pomiedzy stanem biologicznym pacjenta a jego statusem proteomicznym i
metabolomicznym.

Przeprowadzone badania potwierdzity, Zze aminokwasy to grupa metabolitow,
ktora posiada wysoki potencjat wykorzystania jako biomarkery raka prostaty.
Prezentowane badania sg pierwszymi, w ktérych przeprowadzono kompleksowg
analize profili aminokwasowych w dwdch réznych ptynach ustrojowych pobranych od
pacjentow z rakiem prostaty i zdrowych mezczyzn, analizujgc az 42 metabolity w
jednym cyklu analitycznym. Wykazano, ze rak prostaty wywotuje zmiany w profilach
wolnych aminokwaséw w surowicy i moczu. Stwierdzono, ze w przypadku surowicy
statystycznie istotne roznice dotyczyty 18 z 32 oznaczonych aminokwasow, sposrod
ktérych 4 byly obecne na istotnie wyzszych poziomach w grupie badanej (sarkozyna,
3-metylo-L-histydyna, B-alanina oraz kwas asparaginowy), natomiast 14 wykazywato
poziomy istotnie nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kontrolng (miedzy

innymi: metionina, etanoloamina, glutamina, izoleucyna, arginina oraz leucyna). W
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przypadku moczu rézne statystycznie poziomy stwierdzono dla 26 z 39 aminokwaséw,
sposrdd ktorych jeden (tauryna) byt obecny na istotnie wyzszym poziomie w grupie
badanej, natomiast poziomy 25 byly istotnie nizsze w grupie badanej w poréwnaniu z
grupg kontrolng (miedzy innymi: kwas y-amino-n-mastowy, fosfoetanoloamina,
etanoloamina, homocytrulina, arginina, d-hydroksylizyna i asparagina). Nie wykazano
natomiast istotnych statystycznie réznic w poziomach sarkozyny w moczu pomiedzy
grupa pacjentdéw z rakiem prostaty a grupg kontrolng. Na podstawie przeprowadzonych
analiz wielozmiennowych wykazano, ze zmienione obecnos$cig raka prostaty profile
aminokwasowe zaréwno w surowicy, jak i w moczu, sg uzyteczne w klasyfikaciji
pacjentdw z rakiem prostaty i oséb zdrowych z wysokg czutoscig i swoistoscia.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze rak prostaty wywotuje
zmiany w profilach peptydowych w surowicy i moczu. Stwierdzono statystycznie istotne
réznice intensywnosci dotyczace 65 ze 136 peptydow w przypadku surowicy i 108 ze
149 w przypadku moczu. PieC peptydow, dla ktérych wartos¢ p byla najnizsza w
przypadku surowicy to peptydy o masach: 1288,69 Da, 1099,41 Da, 1866,53 Da,
1888,55 Da i 1779,38 Da. Natomiast w przypadku moczu najnizsze wartosci p
uzyskano dla peptydéw o masach: 1793,20 Da, 2444,56 Da, 2235,57 Da, 1237,03 Da i
2050,43 Da. Wielozmiennowe modele zbudowane z wykorzystaniem profili
peptydowych w surowicy i moczu wykazaty ich uzytecznos¢ w dyskryminacji mezczyzn
cierpigcych na raka prostaty i zdrowych. Wiekszy potencjat dyskryminacyjny w raku
prostaty charakteryzuje jednak peptydy w prébkach surowicy.

W pracy stwierdzono grupowanie sie pacjentéw w zaleznosci od punktéow w
skali Gleasona. Zatem stopien ztosliwoéci histologicznej raka prostaty ma swoje
odbicie w profilu aminokwasowym i peptydowym ptynéw ustrojowych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze 10 biatek (sVEGFR-1, HGF,
osteopontyna, FGF-basic, G-CSF, PDGF-AB/BB, SCF, sEGFR, PECAM-1 i sVEGFR-
2) uczestniczgcych w procesie angiogenezy byto obecnych na istotnie wyzszych

poziomach w grupie pacjentéw z rakiem prostaty w poréwnaniu z grupg kontrolna.
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10. Summary

In the presented doctoral thesis entitled: ,Proteomic and metabolomic analysis
of serum and urine in search for prostate cancer biomarkers” an attempt was made to
use the modern and complex analytical-bioinformatic strategy in the analysis of
endogenous compounds in body fluids (serum and urine) in search for biomarkers of
diagnostic value with potential of prostate cancer detection. The study was performed
based on the modern analytical platform that uses mass spectrometry methods (LC-
ESI-QqQ-MS/MS, MALDI-TOF-MS) and immunological tests. The innovatory model of
searching for prostate cancer biomarkers based on the aforementioned techniques was
supported by the advanced chemometric analysis. The investigation was performed
with serum and urine samples derived from prostate cancer patients (n =49) and
control group of healthy men (n = 40).

Determination of low-molecular weight metabolites, including amino acids, in
biological fluids is the little invasive method of high diagnostic potential. The analysis of
free amino acid profiles in serum and urine was based on the LC-ESI-QqQ-MS/MS
technique and the aTRAQ (AB Sciex) reagent. The aTRAQ kit allows to quantify 42
free amino acids in a range of physiological fluids and biological matrices. The
analyses were performed with the liquid chromatography instrument 1260 Infinity
(Agilent Technologies) coupled to the 4000 QTRAP mass spectrometer (AB Sciex).
The chromatographic separation was performed with the AB Sciex C18 (150 mm x
4,6 mm, 5,0 ym) chromatography column. The flow rate of mobile phases was
maintained at 800 pl/min. The mobile phases were water (phase A) and methanol
(phase B), both with 0,1 % formic acid and 0,01 % heptafluorobutyric acid. The time of
analysis was 18 minutes. The chromatographic separation was carried out with the
gradient elution. The separation temperature was set at 50 °C and the injection volume
was 2 yl. The amino acids were measured in scheduled multiple reaction monitoring
(sMRM) mode. In order to verify the validation of the method of amino acid quantitation
the following parameters were assessed: accuracy, precision (intra-day and inter-day)
of amino acid concentrations and retention times.

The group of compounds, which can potentially serve as biomarkers, are also
peptides and proteins. Since peptides have higher molecular masses comparing to
amino acids, their analysis requires different analytical approach. The analysis of
peptide profiles in serum and urine was based on the MALDI-TOF-MS technique. The
analyses were performed using the UltrafleXtreme (Bruker Daltonics) mass
spectrometer. The serum and urine sample preparation for peptide profiling using the

MALDI-TOF-MS technique involved i.a. the use of the ZipTip (Millipore) pipette tips to
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concentrate the peptides in serum and urine and to purify the samples from
contaminating components which could hinder the subsequent analysis. Serum
samples were then mixed with the adequately prepared HCCA solution, which served
as the matrix, and spotted onto the AnchorChip Standard 800 um (Bruker Daltonics)
target. In turn, urine samples were first spotted onto the AnchorChip target and then
after drying out the adequate HCCA solution was added. The MS spectra (peptide
profiles) were recorded in the mass range 1000 — 10000 Da. In order to obtain the list
of peaks with their intensities for spectrum of each analyzed serum and urine sample,
the preprocessing of peptide profiles was performed.

Moreover, the panel of cancer markers (proteins involved in the process of
angiogenesis) in serum was analyzed using the magnetic separation and flow
cytometry method and the Bio-Plex (Bio-Rad) kit. The method in an example of the
immunological test and multiplex techniqgue and allows to simultaneously analyze
multiple analytes in a single analytical run. The utilized Bio-Plex kit allows to quantify
16 proteins at the same time in a range of biological matrices. In the method
fluorescently dyed magnetic beads are used. They are the basis of the Luminex/xMAP
technology. The analyses were performed using the Bio-Plex MAGPIX (Bio-Rad) flow
cytometer, equipped with two diodes, one of which emits red light with a wavelength of
635 nm, while the other one emits green light with a wavelength of 532 nm. In order to
verify the validation of the method of protein quantitation the accuracy was assessed
and the standard curves for the analytes were plotted using the five-parameter logistic
regression, goodness of fit of standard curves was evaluated and range (LLOQ/ULOQ)
for each analyte was determined.

Analysis of urine is a procedure that requires the specific approach because of
the differences in urine volume in spot urine samples. The compensation of differences
in urine volume is necessary and it is achieved by the normalization of concentrations
of determined compounds to the creatinine concentration in urine. An LC-ESI-QqQ-
MS/MS method for creatinine determination in urine with naphazoline as internal
standard has been developed. The analyses were performed with the liquid
chromatography instrument 1260 Infinity (Agilent Technologies) coupled to the 4000
QTRAP mass spectrometer (AB Sciex). The chromatographic separation was
performed with the XTerra C18 (100 mm x 2,1 mm, 3,5 uym) (Waters Corporation)
chromatography column. The flow rate of mobile phases was maintained at 100 pl/min.
The mobile phases were 0,1 % formic acid in water (phase A) and 0,1 % formic acid in
acetonitrile (phase B). The time of analysis was 15 minutes. The chromatographic
separation was carried out with the gradient elution. The separation temperature was

set at 25 °C and the injection volume was 5 pl. Multiple reaction monitoring (MRM)
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mode was used. The developed method of creatinine determination in urine was
validated. The following validation parameters were assessed: selectivity, accuracy,
intra-day and inter-day precision, linearity, range, limit of quantification, limit of
detection and stability tests. The developed method was subsequently used to
normalize the amino acid concentrations in urine samples obtained by using LC-ESI-
QqQ-MS/MS technique and to appropriately dilute urine samples prior to the protein
profiling using MALDI-TOF-MS technique.

In order to analyze the proteomic and metabolomic data obtained in the
performed studies, the univariate (Mann-Whitney U test, Student’s t-test, Welch’'s F
test, ROC curves) and multivariate (PLS-DA, ROC curves, discriminant function
analysis, QC, SNN and GA algorithms) statistical analyses were applied. The variables
in the analyses were the amino acid concentrations quantified in serum and urine
samples, the peptide intensities of MS spectra obtained from serum and urine samples
profiling and protein concentrations quantified in serum samples.

The obtained results proved that prostate cancer causes changes in serum and
urine on the proteomic and metabolomic level. Therefore, there is a correlation
between the biological condition of the patient and his proteomic and metabolomic
status.

The performed studies confirmed that amino acids is a group of metabolites,
which has a high potential of use as prostate cancer biomarkers. The presented study
is the first to perform the comprehensive analysis of amino acid profiles in two different
body fluids obtained from prostate cancer patients and healthy men. 42 metabolites
were analyzed in one analytical run. It was demonstrated that prostate cancer causes
changes in free amino acid profiles in serum and urine. In case of serum, statistically
significant differences were found in case of 18 of 32 quantified amino acids, among
which 4 were present on significantly higher levels in the research group (sarcosine, 3-
methyl-L-histidine, B-alanine and aspartic acid), while 14 had levels significantly lower
in the research group comparing to the control group (i.a. methionine, ethanolamine,
glutamine, isoleucine, arginine and leucine). In case of urine, levels of 26 of 39 amino
acids differed significantly, among which one (taurine) was present at significantly
higher level in the research group, while 25 had levels significantly lower in the
research group comparing to the control group (i.a. y-amino-n-butyric acid,
phosphoethanolamine, ethanolamine, homocitrulline, arginine, &-hydroxylysine and
asparagine). Statistically significant differences in levels of urinary sarcosine between
the group of prostate cancer patients and the control group were not demonstrated.
Based on the performed multivariate statistical analyses it was demonstrated that

amino acids profiles changed by the presence of prostate cancer are useful in
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classification of prostate cancer patients and healthy men with high sensitivity and
specificity, both in serum and urine.

Based on the performed studies it was demonstrated that prostate cancer
causes changes in peptide profiles in serum and urine. Statistically significant
differences in intensities were found in case of 65 of 136 peptides in serum and in case
of 108 of 149 peptides in urine. Five peptides with the lowest p value in case of serum
were peptides of masses of: 1288,69 Da, 1099,41 Da, 1866,53 Da, 1888,55 Da and
1779,38 Da. In case of urine, the lowest p values were obtained for peptides of masses
of: 1793,20 Da, 2444,56 Da, 2235,57 Da, 1237,03 Da and 2050,43 Da. Multivariate
models built using peptide profiles in serum and urine demonstrated their ability to
discriminate men with prostate cancer and healthy ones. However, peptides in serum
samples has higher discriminatory potential in prostate cancer.

The obtained results demonstrated the grouping of patients according to the
Gleason score. Therefore, grading of prostate cancer is reflected in amino acid and
peptide profile of body fluids.

The performed studies demonstrated that 10 proteins (SVEGFR-1, HGF,
osteopontin, FGF-basic, G-CSF, PDGF-AB/BB, SCF, sEGFR, PECAM-1 and sVEGFR-
2), which are involved in angiogenesis, were present at significantly higher levels in the
group of prostate cancer patients comparing to the control group.
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