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WYKAZ SKROTOW

ANXA2  —ang. annexin A2 — aneksyna A2

AUC —ang. area under the ROC curve — pola pod krzywa ROC

BMI —ang. body mass index — indeks masy ciata

COX-2 —ang. cyclooxygenase-2 — cyklooksygenaza-2

DNA —ang. deoxyribonucleic acid — kwas dezoksyrybonukleinowy

EC —ang. endometrial cancer — rak endometrium

EGFR — ang. epidermal growth factor receptor — receptor dla naskérkowego
czynnika wzrostu

EIC — ang. endometrial intraepithelial carcinoma — wewnatrznabtonkowy
rak endometrium

EIN — ang. endometrium intraepithelial neoplasia — wewnatrznabtonkowa
neoplazja endometrium

ESI —ang. electrospray — elektrorozpylanie

Fas —antygen Fas (ang. sFas — soluble Fas)

FDA —ang. Food and Drug Administration — Agencja Zywnosci i Lekéw

FGF-basic, FGF2 — ang. basic fibroblast growth factor — zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastow

FIGO — fr. Fédération internationale de gynécologie et d'obstétrique,
ang. The International Federation of Gynecology and Obstetrics
— Miedzynarodowa Federacja Ginekologdéw i Potoznikéw

Fit-1 —ang. fms-like tyrisine kinase — receptor dla VEGF

FST —ang. follistatin — folistatyna

GA —ang. genetic algorithm — algorytm genetyczny

G-CSF —ang. granulocyte colony stimulating factor — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow

HCCA —ang. a-cyano-4hydroxycinnamic acid — kwas a-cyjano-4-hydroksy-
cynamonowy

HE4 —ang. human epididymis protein 4 — podfrakcja 4 ludzkiego biatka
z komérek nabtonkowych najadrza

HER2 —ang. human epidermal receptor 2 — receptor ludzkiego nabtonkowego
czynnika wzrostu

HGF —ang. hepatocyte growth factor — czynnik wzrostu hepatocytéw

HIF — ang. hypoxia induced factor — czynnik indukowany hipoksjg



HPLC — ang. high performance liquid chromatograph — wysoko sprawny
chromatograf cieczowy typu nLC

KDR —ang. kinase insert domain receptor — receptor dla VEGF

L1CAM  —ang. L1 cell adhesion molecule — neuronalna czgsteczka adhezyjna L1

LIFT —technologie optyki jonowej (nazwa wtasna) mozna zamiennie
nazywac trybem MS/MS lub metodg MS/MS

MALDI  —ang. matrix assisted laser desorption ionisation — jonizacja przez

desorpcje laserem przy udziale matrycy

MALDI-TOF — ang. matrix assisted laser desorption ionisation — jonizacja przez
desorpcje laserem przy udziale matrycy z uzyciem analizatora czasu
przelotu (ang. time of flight)

MAPK  —ang. mitogen-acticated protein kinase — kinazy aktywowane
mitogenami
MCSF1 —ang. macrophage colony-stimulating factor 1 — czynnik stymulujacy

kolonie makrofgdéw 1
mRNA  —ang. messenger RNA — przekaznikowy RNA

MS —ang. mass spectroscopy — spektroskopia mas

MSI — ang. microsatellite instability — niestabilnos¢ mikrosatelitarna

MSMCO - ang. matrix suppression mass cut off — supresja matrycy

m/z —stosunek masy do tadunku

NCI —ang. National Cancer Institute — Narodowy Instytut Raka — dziat
amerykanskiej rzgdowej agencji National Institutes of Health

OPN —ang. osteopontin — osteopontyna

PCA —ang. principal component analysis — analiza gtéwnych sktadowych

PDGF-AB/BB — ang. platelet-derived growth factor AB and BB — ptytkopochodny
czynnik wzrostu — heterodimer zbudowany z taricucha A i faiicucha
B / homodimer zbudowany z dwdch taricuchéw B

PECAM-1 —ang. platelet endothelial cell adhesion molecule-1 — ptytkowo-
-srédbtonkowe biatko adhezyjne 1

PGF —ang. placenta growth factor — tozyskowy czynnik wzrostu
PI3K/Akt — ang. phosphoinositide 3-kinase — kinaza fosfatydyloinozytolu
PIE —ang. pulsed ion extraction — pulsacyjna ekstrakcja jonéw

PLS-DA  —ang. partial least squares-discriminant analysis — regresja metoda
czgstkowych najmniejszych kwadratéw

POLE — grupa polimerazy DNA £ (akronim)

PRL — prolaktyna

QcC — ang. quick classifier — szybki klasyfikator

RNA —ang. ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

ROC —ang. receiver operating characteristic — krzywa oceny jakosci klasyfikatora
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SCF —ang. stem cell factor — czynnik komadrek macierzystych

SEGFR — ang. soluble epidermal growth factor receptor — rozpuszczalny receptor
naskorkowego czynnika wzrostu

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

sHER2/neu — ang. soluble human epidermal growth factor receptor 2
—rozpuszczalny receptor kinazy tyrozynowej erb-2

SIBLING —ang. small integrin binding ligand N-linked glycoprotein — rodzina
niekolagenowych biatek

sIL-6Ra  —ang. soluble form of the IL-6 — rozpuszczalny receptor
ainterleukiny 6

SNN —ang. supervised neural network — nadzorowana sie¢ neuronowa

SPE —ang. solid phase extraction — technika ekstrakcji do fazy statej

STAT —ang. signal transducer and activator of transcription — wewnatrz-
komérkowe czynniki transkrypcji

sTie-2 —ang. soluble angiopoetin receptor — rozpuszczalny receptor dla

angiopoetyny

SVEGFR-1 — ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-1
— rozpuszczalny receptor 1 naczyniowo-srédnabtonkowego
czynnika wzrostu

SVEGFR-2 — ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-2
—rozpuszczalny receptor 2 naczyniowo-srodnabtonkowego czynnika

wzrostu

TCGA —ang. ,, The Cancer Genome Atlas” —, Atlas genomu raka”

TFA —ang. trifluoroacetic acid — kwas trifluorooctowy

TGF-B —ang. transforming growth factor 8 — transformujacy czynnik wzrostu
beta

Th —thomson — jednostka stosunku masy do tadunku

TOF —ang. time of flight — analizator czasu przelotu

VEGF —ang. solouble vascular endothelial growth factor — rozpuszczalny
czynnik wzrostu srédbfonka naczyn

VIP —ang. variable importance in projection — ranking wartosci

a-slL-6Ra — podjednostka a rozpuszczalnego receptora interleukiny 6
(ang. soluble interleukin 6 receptor)






1. WSTEP

Zwalczanie nowotworéw ztosliwych jest dzi$ gtdwnym wyzwaniem medycyny.
Kazdy nieleczony nowotwér w koricu doprowadza do smierci organizmu, w kto-
rym sie rozwija. Do zwalczania nowotwordw stosujemy trzy metody terapeu-
tyczne; sg to: chirurgia, radioterapia i chemioterapia. Chirurgia korzysta z coraz
bardziej precyzyjnego sprzetu, opracowywane sg nowe metody srodoperacyjnej
lokalizacji i weryfikacji ognisk nowotworu oraz doskonalona jest matoinwazyjna
technika operacji. Radioterapia takze opiera sie na precyzyjnym planowaniu
wspomaganym przez nowoczesne obrazowanie, co pozwala zwiekszaé precyzje
napromieniania. Leczenie systemowe, czyli chemioterapia, uszkadza tkanke
guza, ale takze zdrowe tkanki organizmu. Od co najmniej 30 lat nie zanotowano
znaczgcego postepu w leczeniu systemowym nowotworéw ztosliwych. Nie-
dawno wprowadzono leczenie celowane oparte na przeciwciatach skierowanych
przeciwko markerom molekularnym guza. Jednak i ono charakteryzuje sie nie-
zbyt duzg skutecznoscig i obarczone jest szeregiem dziatan niepozgdanych.
Wymienione trzy metody leczenia sg stosowane od wielu lat i w zasadzie nie
doprowadzity do jakiegokolwiek przetomu w zwalczaniu raka. Przyczyna tego
lezy w duzej heterogenicznosci guzéw nowotworowych. Kazdy nowotwdr ma
inng, charakterystyczng dla siebie biologie. Takze kazdy ludzki organizm jest
inny, czyli moze w rézny sposéb reagowac na rozwijajacy sie guz. Wiele nowo-
twordw, ktére znacznie réznig sie w zakresie inicjacji rozwoju, obrazu i przebiegu
klinicznego, jest obecnie leczonych w ten sam sposdb. Sprzyja temu uznawany
i stosowany od wielu lat narzagdowy, anatomiczny system klasyfikacji nowotwo-
row ztosliwych. Leczymy raka szyjki macicy, raka btony sluzowej trzonu macicy
czy raka jajnika, a te nowotwory, mimo ze dotyczg tych samych lokalizacji i na-
rzgddéw, sg heterogeniczne; inaczej powstajg i odmiennie sie rozwijajg. Raczej
nie spodziewamy sie, ze powstanie lek leczacy wszystkie nowotwory ztosliwe,
cho¢ w tym celu czynione sg olbrzymie naktady. Wydaje sie, ze kluczem do zwal-
czania nowotworow ztosliwych bedzie lepsze i catkowite poznanie molekularnej
biologii kazdego rodzaju raka oraz interakcji powstajgcego nowotworu z organi-
zmem, w ktérym sie rozwija. Z pewnoscig wysitki w zwalczaniu raka wigzg sie z on-
kologig spersonalizowang opartg na osiggnieciach biotechnologii, genetyki, geno-
mikii profilowania genetycznego oraz profilowania biatkowego, czyli proteomiki.
Nowotwor ztosliwy powstaje wskutek zaburzen podstawowego mechanizmu
zycia komarki, czyli zaburzen w cyklu komérkowym. Zaburzenia sg wynikiem nie-



prawidtowe]j informacji genetycznej ptynacej z jadra do cytoplazmy, czego skut-
kiem jest produkcja nieprawidtowych biatek lub jej brak, co uniemozliwia dalszy
prawidtowy przebieg zyciowy komorki. Komérka przestaje odpowiadaé na sy-
gnaty warunkujace jej fizjologiczne dziatanie, zyskuje zdolnos¢ niekontrolowa-
nego dzielenia sie oraz zdolnos$¢ do unikania apoptozy. Procesami tymi rzadzi
nieprawidtowa informacja genetyczna, ktérej nastepstwem jest brak (zmniej-
szona ekspresja) lub nadmierna produkcja (nadekspresja) prawidtowych lub nie-
prawidtowych biatek w komérce.



1.1. PROTEOMIKA | METABOLOMIKA

Termin: proteomika zostat po raz pierwszy uzyty przez Marca Wilkinsa w 1994
roku [1]. Pierwowzorem semantycznym dla tego terminu byta genomika, a wiec
nauka badajgca zespot gendw, czyli genom danego organizmu. Proteomika jest
dziedzing biologii molekularnej, ktéra w potaczeniu z bioinformatyka zajmuje sie
badaniem proteomu, czyli identyfikacjg, poznaniem struktury, funkcji oraz od-
dziatywan biatek, jakie sg zakodowane w genomie. Wszystkie komarki organi-
zmu cztowieka majg wspdlny genom, jednak rézne jego fragmenty ulegajg eks-
presji w roznych komaorkach i narzadach oraz w réznych okresach zycia. Watroba
i macica majg w komadrkach takie samo DNA, jednak ich budowa i funkcje réznig
sie miedzy sobg i kazdy z tych narzaddéw posiada inny proteom, ktéry zmienia sie
w réznych okresach zycia. Pierwszym etapem warunkujgcym powstanie biatka
jest przepisanie wtasciwego kodu genetycznego z DNA na mRNA. Przekaznikowy
MRNA przenika do cytoplazmy komodrki i tam na rybosomach jest syntezowany
biopolimer, czyli fancuch aminokwaséw. Dojrzaly mRNA zawiera informacje
tylko z czesci kodujgcej danego genu, czyli z eksondéw. Czesci niekodujace, in-
trony, sg wycinane w procesie dojrzewania RNA. Mozliwo$¢é alternatywnego
sktadania eksonéw z DNA warunkuje juz na tym etapie mozliwos¢ powstania
réoznych wersji mRNA, a dalej — powstania tancuchéw peptydowych o réznym
sktadzie aminokwaséw. Wiele tak zsyntetyzowanych tarnicuchow proteinowych
ulega dalszym modyfikacjom, uzyskujgc swojg strukture przestrzenng. Czesc z nich
dotacza do taricucha aminokwasowego inne grupy chemiczne, tworzac chromopro-
teiny, lipoproteiny, fosfoproteiny, glikoproteiny, metaloproteiny i nukleoproteiny.

Biatka syntetyzowane u cztowieka podlegajg nieustannym zmianom pod
wptywem interakcji wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych oraz sSrodowiskowych.
Ekspresja biatek w komadrkach ulega zmianom takze w zaleznosci od fazy cyklu
komoérkowego. Kazda tkanka, rowniez nowotworowa, ma swaoj wtasny, ale takze
zmienny pakiet protein, czyli proteom.

Pierwszym krokiem do poznania ludzkich biatek byto odczytanie sekwencji
zasad genomu ludzkiego [2]. W 2001 roku opublikowano 90% sekwencji ludz-
kiego DNA, a w 2003 roku ogtoszono, ze zsekwencjonowano juz 99%. Wydawato
sie wtedy, ze poznanie biatek kodowanych przez geny jest kwestig krétkiego
czasu. Tak sie jednak nie stato. Cztowiek posiada okoto 20 230 gendw, natomiast
nadal nieznana jest liczba biatek kodowanych przez te geny [3, 4]. Wedtug cyto-
wanego powyzej zrédta dotychczas zarejestrowano ponad 161 000 ludzkich bia-
tek, z czego ponad 23% nie ma przypisanej sobie funkcji. Prawdopodobnie liczba
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biatek u cztowieka jest znacznie wieksza (szacuje sie, ze siega nawet 600 000),
jednak ze wzgledu na ztozone i by¢ moze osobniczo zréznicowane procesy po-
translacyjne trudno jest okresli¢ te ilos¢, nawet w przyblizeniu. Proteom jest jed-
nostka dynamiczng, mogacg zmieniac sie w czasie i nie jest prostym przetoze-
niem ekspresji gendéw na biatka.

Jednoczesna identyfikacja wielu biatek z pojedynczej prébki biologicznej
w celu znalezienia protein stanowigcych wzorzec dla tkanek zdrowych i choroby
oraz uczynienie z niego markerdw to zadanie rozwijajgcej sie proteomiki. Usta-
lenie ekspresji biatek w stanie fizjologicznym jest kluczowe dla zbudowania
mapy proteomu ludzkiego. Odchylenia od stanu fizjologicznego, czyli biomar-
kery choroby, sg poszukiwane ze wzgledu na swa potencjalng przydatnos¢ do
konstrukcji lekéw w terapiach spersonalizowanych. Ocenia sig, ze biatka charak-
terystyczne i powstajgce w nowotworze wystepujg w surowicy w stezeniu 10
miliondéw razy mniejszym w poréwnaniu do biatek wydzielanych przez normalne
komérki [3].

Pojecie: metabolom jest jeszcze szersze niz proteom. Metabolom stanowi
ogot metabolitdw obecnych w organizmie, narzadzie, tkance lub komérce. Me-
tabolom jest jednostkg dynamiczng, a stezenia metabolitow podlegajg znacznie
wiekszym zmianom w czasie zycia organizmu w poréwnaniu do stezen biatek.
Metabolomika jest najbardziej zwigzana z fenotypem i od niego zalezna. Efekty
badan zaréwno biatek, jak i metabolitdéw obecnych w tkankach lub/i ptynach sg
w centrum uwagi badaczy poszukujgcych biomarkeréw choréb nowotworowych
[5, 6].

Pojecie: biomarker funkcjonuje w medycynie od wielu lat. Zgodnie z definicjg
amerykanskiej agencji FDA (ang. Food and Drug Administration) biomarkerem
moze by¢ dowolna substancja, ktérej stezenie mozna zmierzy¢ w sposdb obiek-
tywny oraz powtarzalny i pomiar ten mozna zaimplementowac do oceny prze-
biegu procesow fizjologicznych lub patologicznych w organizmie [7]. Podobnie
zdefiniowany zostat przez amerykanska instytucje rzadowg National Institutes
of Health termin: biomarker; biomarker jest cecha charakterystyczng, obiektyw-
nie mierzalng, wykorzystywang jako wskaznik normalnych proceséow biologicz-
nych, proceséw patologicznych, jak réwniez farmakologicznej odpowiedzi na
procesy terapeutyczne [8]. Biomarkerem moze by¢ cecha lub wiele cech wyste-
pujacych wspdlnie w materiale biologicznym, takich jak: gen, produkt genu, hor-
mon, metabolit lub profil gendw, profile biatek, hormondw czy metabolitéw,
ktdére wskazujg na rozwéj choroby lub monitorujg proces terapeutyczny [7]. Bio-
markery wykorzystywane w onkologii mozna podzieli¢ na trzy grupy: diagno-
styczne, prognostyczne oraz farmakodynamiczne. Biomarkery diagnostyczne
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wskazujg na proces chorobowy toczgcy sie w organizmie. Biomarkery progno-
styczne lub predykcyjne informujg o spodziewanym wyniku przebiegu choroby
lub leczenia. Moga tez by¢ pomocne w stratyfikacji chorych do spersonalizowa-
nego leczenia. Markery farmakodynamiczne zwigzane sg z ustalaniem dawek le-
kow i korelacjg dawki z wynikami leczenia [7, 9]. Aminokwasy i inne zwigzki ma-
toczasteczkowe, peptydy i biatka, ktore bada proteomika, moga petni¢ funkcje
biomarkeréw proceséw nowotworowych.

1.1.1. METODY STOSOWANE W BADANIACH PROTEOMICZNYCH

Badania proteomiczne obejmujg procedury jednoczesnego oczyszczania i sepa-
racji zwigzkéw wchodzacych w sktad wielosktadnikowych prébek materiatu bio-
logicznego, a nastepnie ich identyfikacje i interpretacje w celu wyselekcjonowa-
nia potencjalnych biomarkerdéw, ktérych przydatnosé¢ powinna by¢ zweryfiko-
wana i zwalidowana. Badania proteomiczne umozliwiajg szybka identyfikacje
roéznic pomiedzy profilami biatkowymi w réznych prébkach.

We wspodtczesnej proteomice mozna wyrézni¢ trzy podstawowe procedury
analityczne: bottom-up, shotgun oraz top-down. Najpopularniejsza strategia —
bottom-up — opiera sie na rozdziale mieszaniny biatek za pomocg elektroforezy
dwuwymiarowej. 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 mieszanine pepty-
déw rozdziela za pomocg chromatografii cieczowej. Nastepnie przeprowadza sie
ich identyfikacje za pomocg technik spektrometrii mas. Ostatnia strategia — top-
-down — polega na fragmentacji catych biatek i nie wymaga ich wczesniejszego
trawienia. Wymienione trzy techniki wzajemnie sie f3czg i uzupetniajg [10].

Podstawg innego podziatu jest zastosowanie metod badania biatek: metod
zelowych lub niezelowych. W technologii zelowe] rozdziat biatek nastepuje na
zelu poliakrylamidowym poprzez elektroforeze. Uzyskuje sie wzor biatek na pod-
stawie ich masy lub/i pH. Dalsze sekwencjonowanie pozwala uzyskaé informacje
o budowie badanego biatka. W technikach niezelowych wykorzystuje sie chro-
matografie i spektrometrie mas. O wyborze metody stosowanej w badaniach
biatek decyduje wiele parametroéw, takich jak: poziom ich ekspresji i modyfikacji,
lokalizacja wewnatrz komorek, a takze ztozonos¢ ich mieszanin [11].

Obecnie najwieksze znaczenie w ocenie mieszanin biatek, jaka jest np. ludzka
surowica, zyskuje spektroskopia mas (MS) [12]. Jest ona wykorzystywana tgcznie
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z powyzej wymienionymi metodami lub samodzielnie w zaleznosci od oczekiwa-
nego efektu. Metoda nie identyfikuje protein, jezeli poprzez identyfikacje rozu-
mie sie strukture i funkcje proteiny. Widmo masowe uzyskane w spektroskopie
jest wynikiem generacji programu komputerowego, ale biatka, ktére ulegty fi-
zycznemu rozdzieleniu w spektroskopie, mozna poddac dalej sekwencjonowa-
niu, co w potaczeniu z danymi z bibliotek bioinformatycznych moze pozwoli¢
zidentyfikowac tancuch proteinowy.

Teoretycznie mozliwe jest odnalezienie sekwencji danego biatka z matrycy
DNA. Istniejg oprogramowania stuzgce temu celowi, ale nie jest to doktadna me-
toda. ldentyfikacja biatka jest takze mozliwa dzieki zastosowaniu metod immu-
nologicznych, ktdre sg jednak bardzo mato wydajne; zwykle w ten sposéb udaje
sie zidentyfikowad pojedyncze proteiny. Metody te opierajg sie na reakcji anty-
gen — przeciwciato, czyli warunkiem powodzenia takiego badania jest wytworze-
nie przeciwciata, ktére taczy sie z biatkiem. Mozliwe jest tez wytworzenie prze-
ciwciata dla nieznanego biatka, korzystajgc tylko z matrycy DNA. Jednak takie
przeciwciato moze nie by¢ w petni swoiste dla danego szukanego antygenu.

Bazy danych bioinformatycznych sg tworzone na miedzynarodowych serwe-
rach i uzupetniane przez naukowcéw z catego swiata. Bazy sekwencji domen
mogq takze dostarczy¢ informacji dotyczacych spodziewanej funkcji danego
biatka. Analizy identyfikacyjne protein obejmujg réwniez ich przestrzenne kon-
figuracje — dokonuje sie tego za pomoca krystalografii rentgenowskiej i spektro-
skopii rezonansu magnetycznego. Najtrudniejszym elementem badan biatek jest
okreslenie ich struktury czwartorzedowej, czyli badania glikozylacji czy fosfory-
lacji. Szczegdlnie okreslenie miejsc przytgczenia grup cukrowych oraz ich wza-
jemnych konfiguracji jest niezmiernie trudne i w zasadzie obecnie nie ma wydaj-
nej metody stuzgcej temu celowi. Wszystkie wspomniane metody badania bia-
tek sg mozliwe przy wspédtdziataniu informatycznym, a bioinformatyka jest ich
integralng czescia.

Rozwdj proteomiki nie bytby mozliwy bez wydajnej metody, jaka jest spek-
trometria masowa. Jej historia siega poczgtkdw XX wieku. Pierwszy spektrometr,
a wiasciwie analizator wigzki jondw, zostat zbudowany przez Josepha Johna
Thomsona w 1911 roku na Uniwersytecie Cambridge. Obecnie wykorzystywana
technologia rozwineta sie w latach 80. i 90. XX wieku, zastepujgc powszechnie
stosowane do tego czasu w badaniach biatek elektroforeze, ultrawirowanie czy
chromatografie — metody, ktére nie pozwalaty na jednoczasowg ocene miesza-
nin zawierajgcych kilkanascie czy kilkaset tysiecy biatek i byty mato czute.

Spektroskopy mas znane byly znacznie wczesniej, ale ich ograniczeniem
w uzyciu do badania proteomu byt brak odpowiednich i powtarzalnych metod
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jonizacji badanych mieszanin biatek. Za opracowanie metody jonizacji przez de-
sorpcje laserem przy udziale matrycy — MALDI (ang. matrix assisted laser de-
sorption lonisation) — oraz za opracowanie wykorzystania elektrorozpylania — ESI
(ang. elecktrospray) — w procesie jonizacji przyznano w 2002 roku Nagrode No-
bla. Otrzymali jg Koichi Tanaka i John Fenn.

Zasada dziatania spektroskopii mas jest oparta na pomiarze stosunku masy
do tadunku elektrycznego danego jonu. Spektroskop odchyla strumien jondw
w polu magnetycznym lub elektrycznym. Budowa wszystkich spektroskopéw
oparta jest na tych samych zasadach. Urzadzenie musi posiadac jonizator, w kto-
rym nastepuje jonizacja badanej prébki. Jonizator jest najwazniejszym elemen-
tem urzadzenia, ciggle udoskonalanym. Drugim elementem jest analizator,
w ktérym w prdzni pod wptywem pola magnetycznego lub elektrycznego zacho-
dzi rozdziat jondw w zaleznosci od ich masy. Trzecim — detektor, ktéry te jony
zlicza. Wynikiem analizy jest widmo masowe. Jest to wykres (przyktady sg za-
mieszczone w czesci ,,Wyniki”), gdzie na osi poziomej sg wykazane wartosci
masy do tadunku, a na osi pionowe]j podano liczbe zarejestrowanych jonow. Jed-
nostkg stosunku masy do tadunku jest 1 thomson, gdzie 1 Th = 1 dalton. Zliczanie
jondéw jest bardzo proste, jesli zatozy sie, ze jedna czgstka biatka zostanie zjoni-
zowana jednokrotnie — przez przytaczenie elektronu lub protonu. Takie zjawisko
jest bardzo pozadane, poniewaz pozwala na doktadne zliczanie jondéw, ale jed-
noczesnie powoduje konieczno$¢ uzywania analizatorow o bardzo duzych zakre-
sach, odpowiednich zaréwno dla bardzo matych czagstek biatka, jak i dla tych,
ktorych masa wynosi kilkaset tysiecy daltonéw. Kilkakrotna jonizacja badanych
biatek powoduje, ze ich masy zostang podzielone przez ilos¢ niesionych jonéw
i nalezy znac te ilos¢, ale analizator moze mieé¢ mniejszy zakres.

W badaniach proteomicznych prébek biologicznych, ktére zwierajg bardzo
liczne proteiny, najbardziej istotng i pozgdang cechg jonizacji jest wybor takiej
metody, ktora nie powoduje ich fragmentacji biatek. Wykorzystuje sie w tym
celu elektrorozpylenie lub technike desorpcji laserowej z udziatem matrycy —
MALDI. Metoda ESI polega na wprowadzeniu do jonizatora mieszaniny biatek
w roztworze wody oraz lotnego rozpuszczalnika w postaci aerozolu. Po zjonizo-
waniu prébki wysokim napieciem prgdu nastepuje w komorze analizatora,
w prézni, odparowanie rozpuszczalnikéw i finalnie zostaje pojedyncza czastka
biatka z wielokrotnym fadunkiem elektrycznym. Liczba przytgczonych protonéw
zalezy od liczby zasadowych aminokwaséw w prébce. W technice MALDI biatko
jest jonizowane Swiattem laserowym (fotony) na matrycy. Matrycami sg mate
czastki organiczne — pochodne kwasu cynamonowego (np. kwas sinapinowy,
kwas cyjanohydroksycynamonowy), ktére sg wzbudzane fotonami i przekazujg
cze$¢ energii czasteczkom biatka. Biatko moze przytaczyé proton (H*) lub mate
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kationy (K*, Na*). W zaleznosci od przytagczonego protonu lub kationu badane
biatko ma rdéing mase czasteczkows i analizujgc widmo, nalezy wzig¢ to pod
uwage [11]. Analiza widma zanieczyszczonego jest trudniejsza do interpretacji.
Takze analizatory sg réznego typu; w badaniach proteomicznych najczesciej sto-
sowany jest analizator czasu przelotu — TOF (ang. time of flight). Czas przelotu
jest zalezny od predkosci jonu, a ta — uzalezniona od jego masy. Detektory
w rézny sposéb rejestruja i zliczajg sygnaty elektryczne zjonizowanych substancji
badanych. Uzyskanie widma wymaga obrobki informatycznej. Stosuje sie algo-
rytmy wygenerowane na podstawie wczesniejszej kalibracji detektoréw.

Spektroskopia mas to technika, ktéra pozwala oceniaé sktad skomplikowa-
nych mieszanin zawierajgcych tysigce biatek, ale tez jest w stanie wykry¢ nawet
$ladowe ilosci danego biatka w zadane] mieszaninie. Jesli znany jest tadunek
jonu, spektroskopia pozwala na obliczenie masy czgsteczki z doktadnoscig do
pojedynczych atoméw. Informuje takze o liczbie jonédw obecnych w prébce, czyli
posrednio informuje o stezeniu danego biatka. Niestety, nie identyfikuje struk-
tury biatka. Jesli znamy mase czgsteczkowq danego biatka, to fatwo mozna okre-
$li¢ jego ilos¢ w stosunku do innych biatek, czyli okresli¢ wzajemne proporcje.
Jesli masa czasteczkowa nie jest znana, mozna zastosowaé sekwencjonowanie
i zidentyfikowac dane biatko. Wykorzystuje sie do tego celu dane zawarte w bi-
bliotekach proteomicznych. Znamy wiele uzyskanych w ten sposdb protein, jed-
nak ich funkcja w organizmie jest czesto nieznana.

Uzyskanie rozdziatu mieszaniny biatek na spektrometrze pozwala poddac je
dalszej analizie w celu ustalenia ich sktadu aminokwasowego. Po trawieniu, naj-
czesciej trypsyna (rozrywa wigzanie po lizynie i argininie), fragmenty poddawane
sg dalszej analizie w spektrometrze i korzystajac z bibliotek, tatwo mozna ustali¢
sekwencje aminokwaséw [12]. Istniejg réwniez urzadzenia z podwdjnym anali-
zatorem, ktére jednoczesnie analizujg sktad biatkowy i aminokwasowy.

Spektroskopia mas ma réowniez wiele wad, a $cislej méwiac, sg z nig zwigzane
liczne problemy metodyczne, ktdrych nie udato sie dotychczas rozwigzac. Brak jed-
nolitej standaryzacji metod pomiedzy laboratoriami uniemozliwia bezposrednie po-
rownanie wynikéw. Nie udato sie takze opracowac dobrej metody usuwania z suro-
wicy znanych, duzych biatek, takich jak albuminy i globuliny, ktére stanowig ponad
potowe wszystkich biatek surowicy. Wiadomo tez, ze obecnosé albumin moze fat-
szowaé wynik badania, poniewaz niektére mate proteiny sg transportowane, czyli
potaczone z albuminami. Kolejnym problemem jest analiza widma. Kazda analiza
spektrometryczna zawiera bardzo duze ilosci danych, ktérych zbadanie wymaga
stosowania wysoko zaawansowanych metod matematycznych. Metodyki anali-
tyczne widma réwniez nie sg wystandaryzowane.
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Podstawowg zaletg metody jest szybkos$¢ analizy, wysoka czutos$¢ oraz niski
koszt pojedynczego oznaczenia (oprécz kwasu cynamonowego nie wymaga zad-
nych odczynnikéw).

‘1.1.2. ZASTOSOWANIE BADAN PROTEOMICZNYCH W PRAKTYCE
\ KLINICZNE)

Cele badan proteomicznych to odkrycie proteomu cztowieka oraz odkrycie réz-
nic pomiedzy proteomem fizjologicznym i proteomem zwigzanym z chorobg, ba-
danie zwigzkéw pomiedzy proteomicznym stanem zdrowia i choroby, a takze
poznawanie reakcji proteomu na stosowane leczenie. Pierwsze publikacje suge-
rujgce mozliwos¢ zastosowania analizy proteomicznej do spersonalizowanego
leczenia datujg sie na rok 1998 [13]. Pierwsze doswiadczenia, w ktdrych analizo-
wano proteom komadrek ,wykrojonych” z tkanki metoda mikrodysekcji lasero-
wej i potem rozdzielono elektroforetycznie, przeprowadzono w 1999 roku [14].
Takze w 1999 roku opublikowano opis metody spektroskopii mas (MALDI-TOF)
wraz z oprogramowaniem jako metody mogacej stuzy¢ do identyfikacji biatek
[15]. Pierwsza identyfikacje biatek charakterystycznych dla nowotworu ztosli-
wego przeprowadzong za pomocy spektroskopu mas opisano w 1999 roku dla
linii komdrkowej raka watroby [16]. W badaniu zasugerowano przydatnosc¢ ba-
dan proteomicznych do stworzenia ,odcisku palca” (ang. fingerprint) nowo-
tworu ztosliwego. Jak wiadomo, nie udato sie tego osiggnac do dnia dzisiejszego.
W proteomice klinicznej takie mozliwosci pojawig sie, jesli zostang zbadane
i sklasyfikowane biatka obecne w duzo bardziej dostepnych, takze seryjnym oce-
nom, surowicy, osoczu czy nawet moczu (peptydy, aminokwasy) oséb zdrowych
i chorych. Czasopismo ,Proteomics”, ktére upowszechnia kolejne osiggniecia
proteomiki, rozpoczeto dziatalno$é w 2001 roku. Pierwsze doniesienie o wyko-
rzystaniu spektroskopii masowej do réznicowania biatek dwéch linii komérko-
wych nowotworu kobiecych narzagddéw ptciowych — raka jajnika — ukazato sie
wiasnie w przywotanym wyzej czasopismie [17].
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1.2. RAK BLONY SLUZOWEJ TRZONU MACICY

Nowotwoér ten wystepuje takze pod nazwa: rak endometrium (EC) (tac. carci-
noma endometrii, ang. endometrial carcinoma). Jest to najczesciej rozpozna-
wany nowotwor narzgddw ptciowych u kobiet w krajach rozwinietych i drugi (po
raku szyjki macicy) w krajach rozwijajacych sie [18, 19]. W Polsce w 2015 roku
odnotowano 6242 zachorowania i 1688 zgondw (27%) [20]. llo$¢ zachorowan
ros$nie od wielu lat na catym swiecie. To zjawisko jest zwigzane przede wszystkim

z rosngcg dtugoscia zycia kobiet. Klasycznie wyrdznia sie dwa typy raka endome-

trium [21]:

o typ | —dotyczy okoto 80% chorych, histologicznie jest to rak endometrialny
(carcinoma endometrioides, adenocarcinoma endometrioides) w | lub 1l
stopniu ztosliwosci (G1, G2), wykazujgcy ekspresje receptorow estrogeno-
wych, poprzedzany czesto przez rozrost gruczotowy endometrium z atypig;
rokowanie dla chorych jest dobre [22];

o typ ll—dotyczy 20% chorych, o endometrialnej lub nieendometrialnej histo-
logii (carcinoma: serosum, clear cell, mucinosum, squamosum, transitional
cell, mesonephroides, undifferentiated), o wysokiej ztosliwosci (G3), raczej
nie wykazuje ekspresji receptora estrogenowego, brak jest zdefiniowanych
stanéw przedrakowych, rokowanie jest znacznie gorsze w pordwnaniu do
typu | [22].

1.2.1. CZYNNIKI RYZYKA

Podstawowym czynnikiem ryzyka raka typu | jest dtugotrwata ekspozycja na en-
dogenne lub egzogenne estrogeny bez rownowazgcego dziatania gestagenow.
Do czynnikdw ryzyka zaliczamy takze: otytos¢, dtugotrwate zaburzenia hormo-
nalne, brak przebytych cigz, cukrzyce i nadcisnienie. Otytos¢ jest najsilniejszym
czynnikiem ryzyka zachorowania [23]. Patomechanizm zwigzany jest z endogen-
nym hiperestrogenizmem spowodowanym przez konwersje andreostendionu do
estronu oraz aromatyzacje androgendw do estradiolu, ktére zachodzg w adipo-
cyctach. Kazde zwiekszenie BMI (ang. body mass index) o 5 kg/m? powoduje zna-
mienne statystycznie zwiekszenie ryzyka o ponad potowe (RR = 1,59) [24]. Po-
dobny patomechanizm dotyczy endogennych zaburzen hormonalnych, ktére
doprowadzajg do wzglednego hiperestrogenizmu. Nalezg tutaj gtéwnie cykle
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anowulacyjne, ktére wystepujg zaréwno w zespole policystycznych jajnikdw, jak
i przy wczesnym rozpoczeciu i péznym zakonczeniu miesigczkowania. Takze dtu-
gotrwate stosowanie tamoksifenu zwieksza ryzyko zachorowania, nawet po za-
przestaniu jego przyjmowania [25]. Cukrzyca typu Il jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka, bez wzgledu na wspdtistnienie z otytoscig. Takze nadcisnienie stanowi
samodzielny czynnik ryzyka, cho¢ wspétistniejgca otytosc je zwieksza. Znana jest
tez dziedziczna predyspozycja do zachorowania na raka endometrium, jaka jest
zespo6t Lyncha. U kobiet z dziedzicznymi autosomalnymi, dominujgcymi muta-
cjami w genach naprawy DNA rak btony sluzowej trzonu macicy to najczesciej
po raku jelita grubego wystepujgcy nowotwoér. Ocenia sie, ze chore z zespotem
Lyncha stanowig od 2 do 5% wszystkich chorych na raka endometrium [26]. Su-
geruje sie, ze takze nosicielki mutacji w genach BRCA sg w grupie zwiekszonego
ryzyka zachorowania na raka endometrium (RR = 2,65) [27]. Dotyczy to nie tylko
kobiet chorych na raka piersi leczonych tamoksifenem. Nadmierne spozywanie
alkoholu zwieksza ryzyko zachorowania. Czynnikami protekcyjnymi sg: uzywanie
antykoncepcji hormonalnej (dwusktadnikowej lub progestagennej), cigza prze-
byta w pézniejszym wieku, dtugotrwate karmienie piersig, palenie papieroséw
oraz aktywnos¢ fizyczna [28, 29]. Na raka typu | chorujg przede wszystkim ko-
biety po menopauzie, chociaz spotyka sie go tez u kobiet mtodszych, gtéwnie
otytych, z zaburzeniami cyklu miesigczkowego (cykle anowulacyjne).

Chore z typem Il raka endometrium stanowig od 10 do 20% przypadkdw tej cho-
roby, ale powoduje ona 40% zgondéw wsrdd chorych [30]. Rak surowiczy w 70%,
a rak jasnokomérkowy w 50% sg rozpoznawane w stopniu FIGO lIl i IV [31]. Czynniki
ryzyka rozwoju raka typu Il nie sg juz tak jednoznacznie poznane, jak w przypadku
raka typu |, choé niektdre sg wspdlne. W duzym badaniu norweskim wykazano, ze
wiek kobiet chorych na oba typy jest podobny (65 lat), otytos¢ to tez czynnik ryzyka
dla typu ll, cho¢ w mniejszym stopniu [32]. Sugeruje sie, ze istnieje zwigzek pomie-
dzy rakiem surowiczym i nosicielstwem mutacji w BRCA, ale nie wykazano wptywu
przyjmowania tamoksifenu na rozwdéj raka typu Il [33].

1.2.2. PATOGENEZA | HISTOLOGIA

Jak wspomniano, rak endometrialny (carcinoma endometrioides) powstaje
wskutek hiperstymulacji estrogennej. Stanowi 75-80% rozpoznawanych przy-
padkdéw raka btony sluzowej trzonu macicy. Moze byé poprzedzony przez stan
przedrakowy, jakim jest rozrost gruczotowy [34]. Wiekszo$¢ rakow endometrial-
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nych wykazuje ekspresje receptoréw estrogenowych i progesteronowych. Zgod-
nie z klasyfikacjg FIGO, biorgc pod uwage atypie jagdrowg oraz architekture guza,
wyrdznia sie trzy stopnie ztosliwosci raka:

o G1-mniej niz 5% tkanki wykazuje utkanie lite,

o G2-6-50% wykazuje lite utkanie,

o G3-ponad 50% guza jest lite [34].

Klasyfikacja ta nie uwzglednia obecnosci lub nieobecnosci inwazji do naczyn
krwionosnych lub/i limfatycznych, ktore mogg pojawié sie w stopniu G1 i | stop-
niu zaawansowania wg FIGO. Wystepowanie komdrek nowotworowych w na-
czyniach moze swiadczyé o obecnosci przerzutéw. W tkance raka endometrial-
nego zidentyfikowano liczne zaburzenia genetyczne. Inaktywacja genu PTEN jest
prawdopodobnie pierwszym zdarzeniem genetycznym, ktdre moze zapoczatko-
wa¢ karcinogeneze w endometrium [35]. Swiadczy o tym brak ekspresji PTEN
w komadrkach wewnatrznabtonkowej neoplazji endometrium (EIN — ang. endo-
metrium intraepithelial neoplasia) oraz w komaorkach rozrostu z atypig [36]. Inne
zmiany genetyczne obejmujg mutacje w genach KRAS, ARID1A, PIK3CA i CTNNB1
oraz niestabilno$¢ mikrosatelitarng. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna dotyczy
okoto jednej trzeciej rakow endometrialnych i jest spowodowana inaktywacja
(poprzez hipermetylacje) genu MLH1. Jest szczegdlnie widoczna w zespole Lyn-
cha [37]. Mutacje P53 w raku endometrialnym spotykane s3 rzadko i wystepuja
prawie zawsze tylko w rakach G3 [38].

Rak $luzowy endometrium (carcinoma mucinosum) zostaje rozpoznany, gdy
ponad 50% komodrek nowotworu stanowig komorki wydzielajace $luz [34].
Stwierdza sie go rzadko. W raku sluzowym czesto rozpoznaje sie zmutowany gen
KRAS. Raki endometrialne i $luzowe zaliczcamy do typu | raka endometrium,
wiekszos¢ z nich zostaje wyleczona.

Raki typu I, do ktdrych zaliczamy raka surowiczego (carcinoma serosum), ja-
snokomorkowego (carcinoma clarocellulare) oraz miesakoraka (carcinosar-
coma), charakteryzujg sie inng patogenezg, obrazem klinicznym i rokowaniem.
Nie powstajg one na skutek estrogennej hiperstymulacji i w zwigzku z tym nie
wykazujg ekspresji receptoréw estrogenowych i progesteronowych [39].

Rak surowiczy stanowi 10% rakéw btony sluzowej trzonu macicy [34]. Biolo-
gia tego nowotworu jest rézna w poréwnaniu do raka endometrialnego. Wyste-
puje u starszych kobiet w atroficznym endometrium. Stanem przedrakowym dla
raka surowiczego jest rak wewnatrznabtonkowy (EIC — ang. endometrial intra-
epithelial carcinoma), w ktérym obserwuje sie mutacje genu P53 [40]. Rak suro-
wiczy endometrium moze by¢ obecny w btonie sluzowej macicy, ale takze moze
wystepowac pod postacig wielu guzéw obecnych na otrzewnej, podobnie jak rak
jajnika [41]. Guzy surowicze naciekajg miesnidwke macicy wieloogniskowo
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i szybko rozprzestrzeniajg sie drogg naczyn chtonnych i krwionosnych. Atypia ko-
morkowa jest wyraznie widoczna. Tkanka guza wykazuje silny potencjat prolife-
racyjny, indeks Ki67 jest wysoki. W badaniach immunohistochemicznych rak su-
rowiczy wykazuje nadekspresje biatka P53, wysoki stopien aneuploidii, zmiany
w biatku P16 oraz amplifikacje receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu 2
(HER2 — ang. human epidermal receptor 2) [41-43].

Rak jasnokomdrkowy stanowi mniej niz 5% wszystkich rakéw btony sluzowej
macicy [34]. Opisano stan przedrakowy, podobnie jak w raku surowiczym. W ba-
daniach immunohistochemicznych czesto nie wykazuje ekspresji receptoréw es-
trogenowych oraz progesteronowych. Mutacje P53 sg spotykane rzadziej niz
w raku surowiczym [44]. Moze wykazywac ekspresje napsyny A, ktéra jest do-
brym czynnikiem réznicujgcym te forme raka endometrium. Rokowanie nie jest
pomysine.

Miesakorak stanowi mniej niz 5% rakéw endometrium. Najczesciej wyste-
puje pod postacig polipa wypetniajgcego catg jame macicy. Posiada ztosliwg
komponente nabtonkowag oraz podscieliskowa. Jego biologia jest stabo poznana.
Jest ztosliwym nowotworem o ztej prognozie.

Raki: mieszany (mixed), niezréznicowane (undifferentiatum), neuroendo-
krynny wystepujg w endometrium sporadycznie.

1.2.3. TYPY GENOMICZNE

Na podstawie danych z ,The Cancer Genome Atlas” (TCGA) raki endometrium
zakwalifikowano do czterech duzych genomicznych grup [38]. Badania, ktére
umozliwity wyodrebnienie wymienionych typéw genomicznych, przeprowadzit
zespot Goebel i wsp. Zbadano 373 guzy ztosliwe endometrium o réznej histologii
[45].

Grupa polimerazy DNA € (akronim: POLE) — wysoko zmutowana; polimeraza
DNA € (zwana polimerazg korektorskg) zajmuje sie syntezg nici wiodacej oraz
odpowiada za sprawdzanie poprawnosci syntezy DNA i jej naprawe w przypadku
stwierdzenia nieprawidtowosci. DNA € posiada aktywnos$¢ egzonukleazy 3'-5'.
Do tej grupy genomicznej nalezg raki endometrialne z duzg liczbg mutacji
w domenie tej egzonukleazy, czego skutkiem jest brak mozliwosci korekty nie-
prawidtowej syntezy DNA. Mutacje w tej grupie s odpowiedzialne za okoto
6,6% wysoko zréznicowanych rakéw endometrialnych i ponad 17% rakéw nisko
zroznicowanych [46]. Nowotwory nalezgce do tej grupy wystepuja u kobiet po-
nizej 60. roku zycia; prognoza nie jest ustalona.
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Grupa niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) o wysokim indeksie mutacji.
W tej grupie mutacje wystepujg w 21 genach, co prowadzi do zaburzen w szla-
kach molekularnych RTK/RAS/B-katenina (69,5%) oraz PIK3CA/PIK3R1-PTEN
(95%). Bardzo czesto wystepuje takze metylacja promotora genu MLH1, co pro-
wadzi do zmniejszenia lub zahamowania jego ekspresji. Zmiany genetyczne
stwierdzane w tej grupie sg odpowiedzialne za 28,6% wysoko zréznicowanych
rakéw endometrialnych i 54,3% nisko zréznicowanych. Mutacja genu KRAS byta
obserwowana u 35% guzéw w tej grupie.

Grupa stabilnosci mikrosatelitarnej o niskim indeksie mutacji. Mutacje wy-
stepujg w 16 réznych genach. Najczesciej obserwuje sie zaburzenia w szlaku mo-
lekularnym kinazy P13K (92% badanych guzéw), ale takze czeste sg zmiany szlaku
RTK/RAS/B-kateniny (83%) i mutacje somatyczne w genie CTNNB1 (52%). Do
grupy tej nalezg przede wszystkim raki endometrialne wysoko zréznicowane
(60%). Rak endometrialny G3 stanowi tylko 8,7%, rak surowiczy — 2,3%, a 25%
nalezy do rakéw mieszanych.

Grupa wysokiej liczby kopii — grupa surowicza. Do grupy nalezg raki z muta-
cjami somatycznymi w postaci duplikacji segmentédw genomu i bardzo czesto
mutacjg genu supresyjnego P53 (90% guzéw). Obserwuje sie tez amplifikacje on-
kogendw MYC i ERBB2. Taki genotyp wystepuje u 97,7% rakéw surowiczych,
u 75% mieszanych, u 19,6% endometrialnych G3 i tylko u 5% rakéw G1 [38].

Badania genomu rakéow endometrium dostarczyty wielu nowych informacji,
jednak nie wiadomo, czy opisane wyzej mutacje sg odpowiedzialne za brak pro-
dukcji danych biatek, czy moze produkowane jest biatko niefunkcjonalne.

1.2.4. KLASYFIKACJA KLINICZNA

Ideg kazdej klasyfikacji nowotworu ztosliwego byto stworzenie takiego systemu,
w ktorym odpowiednio postawiony stopien kliniczny wskazywatby na zaawan-
sowanie choroby, okreslatby sposdb leczenia oraz prognoze dla pacjenta. Klasy-
fikacja raka endometrium jest klasyfikacjg FIGO (ang. Federation of Gynecology
and Obstetrics) i przedstawia sie nastepujaco [34]:
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Stopien I* Nowotwor scisle ograniczony do trzonu macicy

IA* Brak nacieku lub gtebokos¢ nacieku obejmuje
<50% miesnidowki
IB* Naciek obejmuje 250% miesnidwki
Stopien I1* Nowotwodr nacieka podscielisko szyjki macicy,
ale nie wychodzi poza macice**
Stopien Il Lokalne i/lub regionalne naciekanie
1A Rak nacieka surowicéwke macicy i/lub
przydatki
1B Przerzuty do pochwy i/lub przymacicz
nc Przerzuty do weztéw miednicy i/lub weztéw

okotoaortalnych
1nc1* Zajete wezty chtonne miednicy

1nca2* Zajete wezty chtonne okotoaortalne z zajetymi
lub nie weztami chtonnymi miednicy

Stopien IV Naciek pecherza moczowego i/lub $luzéwki od-
bytnicy, i/lub odlegte przerzuty

IVA Naciek pecherza moczowego i/lub $luzéwki od-
bytnicy

IVB Przerzuty odlegte, obejmujace przerzuty do na-
rzgdow jamy brzusznej i/lub weztéw chtonnych
pachwinowych

Dodatni wynik cytologii otrzewnowej nie zmienia klasyfikacji,
powinien by¢ jednak odnotowany

* Stopnie zrdznicowania histologicznego G1, G2, G3

** Naciekanie jedynie gruczotow szyjkowych powinno by¢
klasyfikowane jako stopien |

Jest to klasyfikacja niedoskonata, nieoddajgcq w petni catego spektrum obra-
z6w klinicznych obserwowanych u chorych. Wiele chorych z rakiem nisko zaa-
wansowanym wykazuje szybki rozsiew choroby. Niestety, nie potrafimy wyroz-
ni¢ tej grupy i w klasyfikacji FIGO jest ona umiejscowiona w stopniu |. Diagno-
styka wstepna moze potwierdzi¢ dwa elementy choroby, a mianowicie rodzaj
histologiczny raka oraz stopien ztosliwosci (G), choc ten ostatni nie zawsze jest
mozliwy do okreslenia z wyskrobin z jamy macicy. Klasyfikacja FIGO jest klasyfi-
kacja kliniczno-chirurgiczng. Niektdre jej sktadowe mozna potwierdzi¢ badaniem
klinicznym chorej: widoczne zajecie szyjki macicy, nacieki w przymaciczach, jed-
nak petna kwalifikacja jest mozliwa dopiero po badaniu histologicznym prepa-
ratu pooperacyjnego.
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1.2.5. BIOMARKERY

Rak endometrium jest rozpoznawany u ponad 80% kobiet we wczesnym sta-
dium zaawansowania, poniewaz pierwszym jego objawem jest nagle wystepu-
jace krwawienie. U znacznego odsetka kobiet, szczegdlnie tych z zarosnietym
z jakiego$ powodu kanatem szyjki macicy, krwawienie nie wystepuje i wczesne
rozpoznanie nowotworu jest niemozliwe. Poszukiwania markeréw biochemicz-
nych raka endometrium rozwijaty sie rownolegle z poszukiwaniami markeréw
innych nowotworéw. Wiele réznych zwigzkdéw zostato zidentyfikowanych, lecz
zaden z nich nie osiggnat wystarczajgcej czutosci i swoistosci, aby mogt by¢ po-
wszechnie wykorzystywany w praktyce kliniczne;j.

Antygen CA 125 osigga czutos$¢ od 11 do 43% i jego stezenie jest proporcjo-
nalne do wielkosci guza, czyli stopnia zaawansowania, podobnie jak w raku jaj-
nika. W rakach nisko zaawansowanych stezenie CA 125 jest prawidtowe. Naj-
wyzsze wartosci zaobserwowano u chorych z chorobg rozsiang [47—-49]. Ozna-
czanie stezenia CA 125 nie jest powszechnie stosowane w wykrywaniu raka en-
dometrium ze wzgledu na niewystarczajgcg czutoscé.

Kolejnym markerem, od niedawna obecnym w praktyce klinicznej, jest HE4
(ang. human epidydymis protein 4) [50]. W | stopniu zaawansowania wg FIGO
czutos$¢ HE4 jest o 17% wyzsza w poréwnaniu do czutosci CA 125. Podjeto takze
proby zastosowania tego biatka do stratyfikacji ryzyka chorych na EC, szczegél-
nie w celu wyrdznienia podgrupy wysokiego ryzyka z grupy obecnie klasyfikowa-
nej jako grupa o niskim ryzyku. Wyrdznienie takiej grupy jest szczegdlnie istotne
w aspekcie wskazan do limfadenektomii w czasie zabiegu operacyjnego i dal-
szego leczenia uzupetniajgcego [50].

Analizowano takze uzytecznos¢ innych substancji mogacych stac sie marke-
rami EC. Antygen CA 72-4 byt podwyzszony w surowicy u 22—32% chorych. Ste-
zenie byto wyzsze w przypadkach gtebokiego naciekania miesnidwki, obecnosci
przerzutéw do przydatkdw, naciekania przestrzeni naczyniowych oraz obecnosci
przerzutéw do weztdw chtonnych, czyli w chorobie rozsianej [51].

Badano takze stezenie antygenu Fas (sFas — ang. soluble Fas) i stwierdzono
znamiennie wyzsze stezenia u pacjentek z zaawansowang chorobg [52].

Korelacje ze stopniem zaawansowania i rozsiewem nowotworu wykazano
takze, badajac stezenie MCSF1 (ang. macrophage colony-stimulating factor 1)
[53]. Wyzsze stezenia wigzaty sie ze zt3 prognoza u 25-73% chorych.

Zaden z tych biomarkeréw nie jest jednak powszechnie uzywany w praktyce
klinicznej ze wzgledu na niedoskonate czutosc i swoistosc.
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1.2.6. LECZENIE

Leczenie EC polega na wycieciu macicy z przydatkami oraz wykonaniu w wybra-
nych przypadkach limfadenektomii. Brak jest konsensusu w zakresie wskazan do
limfadenektomii. Wiekszos¢ kobiet z rakiem ograniczonym do macicy ma bardzo
dobre rokowanie i wykonywanie u nich limfadenektomii zwigzane jest z genero-
waniem powiktan, a nie przynosi korzysci terapeutycznych [54]. Jednak w tej
grupie — chorych z rakami nisko zaawansowanymi — sg tez kobiety (okoto 5%),
u ktérych w momencie rozpoznania istniejg przerzuty w weztach chtonnych, co
wskazuje na rozsiew choroby i w zasadzie leczenie operacyjne nie wyleczy cho-
roby. Nie ma obecnie narzedzi biologicznych ani fizycznych, aby wyrdzni¢ te
grupe chorych przed przystgpieniem do leczenia chirurgicznego. Badania obra-
zowe sg niewystarczajgco czute i takze na ich podstawie nie mozna wskazac cho-
rych z przerzutami do weztéw. Zatem poszukiwania nowych markeréw choroby
rozsianej sg kluczowym zadaniem w ginekologii onkologicznej. Lepsza kwalifika-
cja do leczenia pozwolitaby, by¢ moze, osiggngc¢ wyzsze wyniki 5-letnich przezy¢.
Leczenie operacyjne w raku nisko zaawansowanym z niewielkg inwazjg mio-
metrium jest postepowaniem radykalnym i nie wymaga uzupetniajgcego napro-
mieniania. Gteboka inwazja mies$nia macicy, nacieki w szyjce lub/i przymaci-
czach, niski stopien zréznicowania guza kwalifikujg sie do uzupetniajacego lecze-
nia radioterapig. W przypadku rozsiewu choroby zalecane sg chemioterapia oraz
hormonoterapia (w przypadkach rakéw receptorowo dodatnich).

1.2.7. ROKOWANIE

Rokowanie u chorych na EC zalezy od wielu czynnikéw: rodzaju histologicznego,
stopnia ztosliwosci G, gtebokosci naciekania miometrium oraz obecnosci lub
braku rozsiewu choroby poza macice [55]. Jednak, jak wskazano wyzej, zadna
z tych cech w petni nie odpowiada za ostateczne rokowanie. Badania z ostatnich
lat skupiajg sie na poszukiwaniu innych cech markerowych, ktére mogtyby do-
starczy¢ danych do postawienia jednoznacznej prognozy co do przebiegu cho-
roby. W 2010 roku wykazano, ze surowicze stezenie amyloidu A, biatka ostrej
fazy, ktére jest produkowane przez komérki raka endometrium G3, moze by¢
czynnikiem prognostycznym EC [56]. Potencjalne jego zastosowanie w diagno-
styce przedoperacyjnej oraz w monitorowaniu leczenia moze wskazac chore ze
ztym rokowaniem. Badano takze kombinacje i wzajemne korelacje markeréw
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CA 125, CA 15-3 oraz CA 19-9. Ich wyzsze stezenia wigzaty sie z gorszym rokowa-
niem [57]. W prognozowaniu nawrotéw wykazano przydatnosé¢ czastki adhezyj-
nej L1 (L1 CAM — ang. cell adhesion molecule). Czutos¢ markera w predykcji na-
wrotéw wynosita 92%, a w predykcji zgonu z powodu EC — 89% [58].

Powyzsze substancje nie sg jednak wykorzystywane w powszechnej praktyce
klinicznej. Nadal poszukuje sie markerdéw, ktore bytyby zdolne wyrdznic zle ro-
kujgce chore z grona kobiet z rakami rzeczywiscie nisko zaawansowanymi oraz
wskazaé przed leczeniem operacyjnym pacjentki z rozsiewem choroby.

1.2.8. GENETYCZNE MARKERY ROZSIEWU

Powstawanie przerzutéw jest skomplikowanym, roztozonym w czasie procesem,
w ktérym bierze udziat wiele gendw i biatek. Obserwuje sie intensywng proliferacje
komdrek, utrate ich adhezyjnosci, migracje poprzez macierz miedzykomorkowa do
naczyn chtonnych lub/i krwionosnych i w koricu kolonizacje weztéw chtonnych badz
odlegtych organdw. Uwaza sie, ze ekspresja gendw majacych kluczowe znaczenie
w powstawaniu przerzutow jest obecna w kazdej komorce nowotworowej [59].
Zdefiniowano ekspresje siedemnastu gendw, ktére swiadczg o gotowosci guzow li-
tych do tworzenia przerzutow; ekspresja oSmiu z nich jest znacznie nizsza, a dzie-
wiec ulega nadekspresji. Uwaza sie, ze wzajemne powigzania pomiedzy biatkami be-
dacymi produktami tych siedemnastu gendw sg niezbedne, aby doszto do uwolnie-
nia komoérki z guza i jej wedréwki w odlegte miejsce. Cztery z gendw o zmniejszonej
ekspresji to geny biorgce udziat w procesach translacji. Fizjologicznie sg odpowie-
dzialne za raportowanie prawidtowosci proceséw amplifikacji oraz hamowanie
translacji genow biorgcych udziat w proliferacji guza. Zaobserwowano takze nadeks-
presje genu sekuryny, ktérego biatko jest niezbedne w rozdziale chromatyn przy po-
dziale komorki. Takze nadekspresja COX-2 (cyklooksygenaza-2) odgrywa duzg role
w powstawaniu przerzutéw. Inhibitor tej cyklooksygenazy hamowat proliferacje
oraz inwazje linii komdérkowych EC [60].

1.2.9. BADANIA PROTEOMICZNE

Dotychczas opublikowano kilka artykutdw, w ktorych przedstawiono wyniki po-
szukiwan proteomicznego biomarkera EC [43, 60—64]. Jednak zaden z nich nie
zostat dostatecznie zwalidowany, aby magt by¢ wykorzystanym w praktyce kli-
nicznej [65].
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W 2014 roku wykazano, ze proteina ANXA 2 moze stanowi¢ biomarker na-
wrotu raka btony $luzowej trzonu macicy [66]. Ustalono korelacje in vitro i in vivo
(na modelu mysim) pomiedzy ekspresjag ANXA 2 a istniejgcym potencjatem do
powstawania przerzutow. Wykazano takze w badaniu linii komdrkowej EC, ze
istnieje zwigzek czynnika transkrypcyjnego ERM/ETV 5 z inwazjg howotworu
w miometrium. Poprzez wptyw ERM/ETV 5 na metaloproteinaze-2 komérki na-
bierajg zdolnosci do migracji do miesnia macicy [61]. Prowadzono réwniez ba-
dania nad sktadem aminokwasowym prébek surowicy chorych na EC. Wyka-
zano, ze indeks aminokwasowy moze by¢ przydatny w przedoperacyjnej ocenie
[67]. W badaniach Casado-Vela za pomocg techniki MALDI-TOF udato sie uzy-
ska¢ wzér 802 rdznych protein charakterystycznych dla ptynu pobranego ze
zdrowego endometrium [68].

Badania te stanowig istotny krok naprzdéd w poznawaniu procesu karcinoge-
nezy raka btony sluzowej endometrium. Jednak byty prowadzone na liniach ko-
moérkowych lub w bardzo matych grupach chorych i autorzy zgodnie stwierdzaja,
Ze na obecnym etapie niemozliwe jest rekomendowanie markeréw o wartosci
kliniczne;j.



1.3. BIOMARKERY ANGIOGENEZY

Neoangiogeneza, czyli tworzenie nowych naczyn w powstajagcym guzie nowo-
tworowym, jest kluczowym procesem dla przezycia tego guza. Umozliwia zao-
patrzenie nowotworu w tlen oraz niezbedne do przezycia mikro- i makroele-
menty. Uwaza sie, ze potencjat tworzenia nowych naczyn w guzie determinuje
powstawanie przerzutéw [69, 70]. W warunkach fizjologicznych angiogeneza
odbywa sie w niewielu tkankach dorostego organizmu, w macicy, jajnikach
i tkankach uszkodzonych. W tworzenie sie naczyn zaangazowanych jest wiele
biatek pro- i antyangiogennych [71]. Ich rownowaga warunkuje wygasanie an-
giogenezy w warunkach fizjologicznych, gdy nie zachodzg procesy naprawcze
w organizmie. Z procesem tym zwigzana jest obecnos¢ roznorodnych czynnikéw
stymulujgcych wzrost guza. S3 to biatka, ktérych rola w kancerogenezie jest co-
raz lepiej poznana i wiele z nich jest typowanych na biomarkery choréb nowo-
tworowych. W tej grupie wymieni¢ mozna nastepujgce biatka: rozpuszczalny re-
ceptor naskérkowego czynnika wzrostu, zasadowy czynnik wzrostu fibrobla-
stéw, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw, czynnik wzrostu he-
patocytow, osteopontyna, ptytkopochodny czynnik wzrostu, ptytkowo-s$rod-
btonkowe biatko adhezyjne 1, czynnik komdrek macierzystych oraz rozpusz-
czalne receptory 1 i 2 naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu [72].
Rozpuszczalny receptor dla naskdrkowego czynnika wzrostu (sEGFR — ang.
soluble epidermal growth factor receptor) jest protoonkogenem i stanowi roz-
puszczalny fragment zewngtrzkomdrkowej domeny EGFR. Wykrywany jest w su-
rowicy krwi chorych na wiele nowotwordw [73]. Rodzina EGFR poprzez cztery
homologiczne receptory kinazy tyrozynowej bierze udziat w aktywacji szlakéw
molekularnych EGFR/ErbB1 (HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) oraz ErbB4
(HER4) [74]. Znanych jest kilka izoform EGFR, ktore powstajg na drodze alterna-
tywnego splajsingu, prawdopodobnie o rdznej roli biologicznej [75]. Mutacje
prowadzgce do nadekspresji lub zwiekszonej aktywnosci EGFR mogg wptywac
na rozwdéj nowotworu, a identyfikacja EGFR jako onkogenu doprowadzita do
opracowania wielu lekdw przeciwnowotworowych skierowanych przeciwko
temu receptorowi, zwanych inhibitorami EGFR [76, 77]. Jego rola w karcinoge-
nezie nie jest do konca zdefiniowana. Uwaza sie, ze moze by¢ uwalniany przez
komorki guza do krwi lub przeciwnie, moze odgrywaé protekcyjna role w szlaku
EGFR [78-80]. Rozpuszczalny fragment EGFR o masie 110 kDa jest obecny we
krwi, poniewaz odfacza sie od macierzystego btonowego biatka o masie 170 kDa.
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Stezenie EGFR w surowicy jest u zdrowych kobiet odwrotnie proporcjonalne do
wieku [81]. Brak doniesien o jego ekspresji w raku endometrium.

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF-basic, FGF2 — ang. basic fibroblast
growth factor) nalezy do rodziny ponad dwudziestu czynnikdéw wzrostu, ktére sg ak-
tywowane poprzez cztery receptory kinazy tyrozynowej. Interakcje liganda FGF z re-
ceptorem sg modulowane przez heparyne lub proteoglikany. Fosforylacja prowadzi
do uczynnienia szlakéw molekularnych RAS-MAPK, PI3K-AKT, PLCy i STAT. FGF kon-
troluje procesy proliferacji, inwazji, powstawania przerzutéw oraz angiogenezy
[82, 83].

Osteopontyna (OPN — ang. osteopontin) jest glikoproteing macierzy ze-
whnatrzkomorkowej biorgcg udziat w procesach adhezji komérkowej, chemotak-
sji, angiogenezy oraz jest czynnikiem antyapoptotycznym [84]. Sktada sie z okoto
300 reszt aminokwasowych. Jest chemoking nalezgcg do rodziny SIBLING (ang.
small integrin binding ligand N-linked glycoprotein). Na powierzchni komérek
OPN wigze sie z izoformami CD44 oraz receptorami integrynowymi [85, 86]. Od-
grywa takze kluczowg role w regulacji populacji macierzystych komdérek hema-
topoetycznych, bedac gtéwnym regulatorem ich cyklu komérkowego [87, 88].
Jej stezenie zwieksza sie w ostrych i przewlektych stanach zapalnych. Biatko to
bierze udziat w powstawaniu kamieni nerkowych, w regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej na alergeny, wptywa rowniez na progresje zmian miazdzycowych.
Badania wskazujg, ze ostepontyna bierze udziat w progresji nowotworéw i ze
moze petnié funkcje biomarkera w prognozowaniu przebiegu réznych nowotwo-
row i monitorowaniu ich leczenia [89, 90].

Prolaktyna jest hormonem peptydowym zbudowanym ze 198 aminokwaséw
o masie 23 kDa. Razem z hormonem wzrostu, laktogenem tozyskowym oraz pro-
liferyng i biatkiem zaleznym od proliferyny, dziatajgc endokrynnie i parakrynnie,
modeluje tworzenie nowych naczyn w warunkach fizjologicznych i w nowotwo-
rzeniu. W krazeniu jest spotykanych pieé¢ podstawowych izoform prolaktyny
[91]. Kazda z nich wykazuje inne dziatanie w procesie angiogenezy. Dziata sty-
mulujgco lub hamujgco na réznych etapach formowania i remodelowania two-
rzacych sie naczyni: na etapie proliferacji komodrek srédbtonka, ich migracji oraz
apoptozy. Jej dziatanie jest mocno zalezne od lokalnych warunkéw tkankowych
i nie zostato dogtebnie poznane ze wzgledu na odmienne zachowanie izoform
prolaktyny w warunkach in vitro i in vivo [92].

Rozpuszczalny czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF — ang. solouble va-
scular endothelial growth factor) byt jednym z pierwszych odkrytych czynnikéw
wzrostu [93]. W warunkach fizjologicznych bierze udziat w rozwoju zarodko-
wym, formowaniu kosci, jest czynnikiem niezbednym w hematopoezie oraz
W procesie gojenia sie ran [94—96]. Rodzina czynnikdw VEGF liczy sze$¢ biatek:
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VEGF-A (pierwszy odkryty, nazywany tez VEGF), fozyskowy czynnik wzrostu (ang.
PGF — placenta growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (kodowany
przez wirusa) oraz VEGF-F (obecny w jadzie wezy). Ekspresja VEGF-A powoduje
zwiekszenie proliferacji i migracji komdrek endotelium, zwieksza aktywnos¢ ze-
whnatrzkomérkowych metaloproteinaz, dziata chemotaktycznie w stosunku do
makrofagdw i granulocytdw oraz poprzez bezposrednie dziatanie na tlenek
azotu rozszerza naczynia [97]. Ekspresja VEGF-D jest odpowiedzialna za limfoan-
giogeneze. Znanych jest wiele izoform VEGF réznigcych sie diugoscig taricucha
aminokwasowego powstajacych w wyniku alternatywnego sktadania jednego
genu zbudowanego z osmiu egzondw [98]. Wyrdznia sie dwie grupy powstatych
w ten sposob protein, ktére w zaleznosci od potozenia ostatniego egzonu dzia-
taja proangiogennie lub antyangiogennie. Wszystkie powyzsze czynniki wzrostu
majg w swej budowie biatkowej unikalny motyw wezta cystynowego. Podobng
konfiguracje posiadajg inne czynniki wzrostu, co warunkuje przytgczanie do tej
samej domeny receptora btonowego [99]. Wszystkie biatka z rodziny ulegajg fos-
forylacji, przytgczajac sie do receptoréw kinaz tyrozynowych. Znanych jest kilka
receptorow dla VEGF: fms-like tyrisine kinase (flt-1), neuropilina 1, neuropilina 2
oraz KDR (ang. kinase insert domain receptor) [100, 101]. Synteza VEGF jest tez
stymulowana przez hipoksje, gdzie czynnik indukowany hipoksjg (HIF — ang. hy-
poxia induced factor) jest czynnikiem transkrypcyjnym [102, 103]. Niedotlenie-
nie i nadekspresja HIF stymulujg uwalnianie VEGF. Nadekspresja ufosforylowa-
nego receptora VEGF jest obserwowana prawie we wszystkich nowotworach
ztosliwych i jest zwigzana z progresjg guzéw [104]. Terapie biologiczne oparte na
przeciwciatach przeciwko VEGF sg stosowane w leczeniu miedzy innymi raka jaj-
nika, jelita grubego oraz szyjki macicy.

Czynniki wzrostu ptytek AB i homodimer BB (PDGF-AB/BB — ang. platelet-derived
growth factor AB and BB) nalezy do rodziny czynnikéw wzrostu, ktdre biorg udziat
w angiogenzie. PDGF BB jest homodimerem z motywem wezta cystynowego, co po-
zwala mu na przyfaczanie sie do tego samego receptora co VEGF. Synteza PDGF na-
stepuje na skutek stymulacji przez trombine, ale takze wptyw maja hipoksja lub inne
czynniki wzrostu albo chemokiny [105]. PDGF przyspiesza podziat fibroblastéw po-
przez wptyw na cykl komérkowy i pominiecie fazy G1. Wsrdd innych czynnikéw
wzrostu PDGF wyrdznia sie wptywem na migracje komorek, co jest istotnym ele-
mentem procesu powstawania przerzutéw [106].

Folistatyna (FST — ang. follistatin) jest glikoproteing. Znane s3 trzy jej izoformy
o roznej dtugosci tancucha aminokwasowego: FST 288, FST 300 i FST 315. taricuch
aminokwasowy, podobnie jak inne czynniki wzrostu, tworzy przestrzenny motyw
wezta cystynowego [107]. Poprzez interakcje z czynnikami wzrostu rodziny TGFB
jest czynnikiem biorgcym udziat w powstawaniu guzow nowotworowych, tworzeniu
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przerzutdw oraz zwigzanej z tym angiogenezie [108]. FST jest czescig uktadu akty-
wina — folistatyna. Odgrywa role funkcjonalnego antagonisty aktywiny i razem, lo-
kalnie, kontrolujg wzrost i réznicowanie sie komadrek oraz apoptoze w réznych tkan-
kach [109]. W komdrkach endotelium FST dziata w sposdb autokrynny, uwalniajgc
komérki spod wptywu aktywiny, ktéra hamuje ich proliferacje. Nadekspresja FST
jest czynnikiem wzrostu pobudzajgcym wzrost nowych naczyn [110].

Antygen Her2/neu (HER2 — ang. human epidermal growth factor receptor 2)
jest receptorem naskérkowego czynnika wzrostu i nalezy do rodziny czterech
receptorow czynnikéw wzrostu tgczacych sie z domeng kinazy tyrozynowej.
Her2 tworzy czesto dimery z innymi receptorami z tej grupy, co prowadzi do au-
tofosforylacji i potgczenia z domeng cytoplazmatyczng kinazy tyrozynowej. To
zas$ inicjuje szlaki molekularne kinazy MAPK (ang. mitogen-acticated protein ki-
nase), PI3K/Akt (ang. phosphoinositide 3-kinase), fosfolipazy 3, kinazy proteino-
wej c oraz STAT (ang. signal transducer and activator of transcription) [111]. ta-
twej dimeryzacji ulegajg tez zmutowane receptory. Punktowa mutacja pod po-
stacig zamiany waliny na kwas glutaminowy powoduje bezposrednie taczenie sie
dimeru z domeng transbtonowa, co aktywuje w sposéb ciggty szlaki odpowie-
dzialne za rozwaj szybko proliferujgcych nowotwordow [112]. Mozliwos$¢ aktywa-
cji wielu szlakéw czyni z Her2/neu jeden z podstawowych przekaZznikéw w neo-
genezie. Amplifikacja Her2/neu zostata najlepiej zbadana w raku piersi, gdzie na-
dekspresja zwigzana jest ze ztym rokowaniem [113, 114].

Podjednostka a rozpuszczalnego receptora interleukiny 6 (s-IL-6Ra —ang. soluble
interleukin 6 receptor a) w potaczeniu z interleuking 6 bierze udziat w mediacji pro-
ceséw zapalnych oraz w proliferacji i roznicowaniu sie komorek. Receptor po pota-
czeniu sie z IL-6 tworzy homodimer wchodzacy w reakcje z kinazg tyrozynowg
i aktywuje w ten sposdb czynniki transkrypcyjne STAT1 i STAT3. Rozpuszczalny re-
ceptor IL-6 stanowi zewnatrzkomoérkowa domene receptora i powstaje przez jego
proteolityczne odciecie (izoforma PC-sIL-6R) lub przez alternatywny splacing (izo-
forma DS-slIL-6R). Wykazano, ze potgczenie sIL-6R z ligandem powoduje w komor-
kach efekt przeciwny do IL-6. Stezenie podjednostki a sIL-6R byto dotychczas ba-
dane w niewielu nowotworach. Jest podwyzszone w raku piersi i szpiczaku. W raku
trzustki stezenie nie rdzni sie od tego u 0séb zdrowych [115].

Rozpuszczalny receptor kinazy tyrozynowej dla angiopoetyny (sTIE-2) wyka-
zuje ekspresje w komoérkach endotelium oraz komérkach progenitorowych
szpiku [116]. Angiopoetyny sg czynnikami wzrostu odpowiedzialnymi za neowa-
skularyzacje. Sygnat przytgczenia angiopoetyny 1 do domeny receptora sTIE-2
powoduje uruchomienie szlakéw molekularnych odpowiedzialnych na integral-
nos$¢ komoarek srédbtonka z komdrkami periendotelialnymi [117]. Z kolei angio-
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poetyna 2 blokuje transdukcje sygnatu, co prowadzi do rozpadu wigzan angio-
poetyny 1 z s-TIE2, w wyniku czego dochodzi do destabilizacji komérek endote-
lium i ich podatnosci na czynniki mitogenne, gtéwnie czynniki wzrostu. To z kolei
warunkuje rozpoczecie procesu neoangiogenezy [118]. Stezenia angiopeoty 2
i s-TIE1 sg czynnikami prognostycznymi w ostrej biataczce szpikowej (AML — ang.
acute myelosis leucemia) [119].

Leptyna jest fizjologicznie produkowana w adipocytach, ale jej ekspresje wy-
krywa sie takze w wielu innych komdrkach, takze w komdrkach nowotworo-
wych. Biatko liczy 167 aminokwasdéw [120]. Potgczenie leptyny z jej receptorami
(Ob-Ra do Ob-Rf, powstajg na skutek alternatywnego splajsingu) aktywuje szlak
molekularny odpowiedzialny za transkrypcje (JAK/STAT), ktéry z kolei powoduje
aktywacje kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktory odpowiada za promocje pro-
liferacji komoérek, ich migracje i inwazje [121, 122]. Uruchomienie szlakéw
PI3K/AKT oraz ERK1/2 zwieksza ekspresje biatek antyapoptotycznych (np. XIAP),
promuje ekspresje czynnikdw angiogenetycznych (VEGF) oraz indukuje ekspre-
sje czynnika hipoksji (HIF-1a), co powoduje proliferacje, migracje oraz nieogra-
niczone przezycie komorek nowotworowych [123, 124]. Potwierdzono role lep-
tyny w nowotworzeniu w raku jelita grubego, raku endometrium, raku piersi,
tarczycy, watroby i, prawdopodobnie, takze w innych nowotworach.

Ptytkowo-$rodbtonkowe biatko adhezyjne 1 (PECAM-1 — ang. platelet en-
dothelial cell adhesion molecule-1) jest glikoproteing btonowa, ktérej ekspresja
zostata potwierdzona w komadrkach endotelium, trombocytach oraz leukocy-
tach. Jego rola polega na wigzaniu ze sobg komodrek srédbtonka. Jest zaangazo-
wane w migracje leukocytdw, angiogeneze i aktywacje integryn.

Czynnik komérek macierzystych (SCF —ang. stem cell factor) jest cytoking he-
mopoetyczng, ktéra moze wystepowac jako biatko transbtonowe lub rozpusz-
czalne [125, 126]. Petni wazng funkcje w proliferacji i przezyciu pluripotencjal-
nych komodrek prekursorowych. Gtdwnym zrédtem SCF jest szpik kostny.

Czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF — ang. granulocyte
colony stimulating factor) jest hemopoetycznym czynnikiem wzrostu. Jest gliko-
proteing stymulujaca szpik kostny do produkcji granulocytéw i komérek macie-
rzystych [127]. Oprécz swojej roli w systemie krwiotwdrczym G-CSF dziata row-
niez na komdrki nerwowe jako czynnik neurotroficzny. Rekombinowana forma
G-CSF jest wykorzystywana w leczeniu i profilaktyce gorgczki neutropeniczne;.

Czynnik wzrostu hepatocytow (HGF — ang. hepatocyte growth factor) jest
biatkiem regulujgcym wzrost komodrek, ruchliwo$é komorek i morfogeneze. Ta
wielofunkcyjna cytokina bierze udziat w procesach angiogenezy, karcinogenezy
i regeneracji tkanek. Przyczynia sie do progresji nowotworu w wielu réznych
tkankach, a takze do powstawania przerzutéw nowotworowych [128, 129].
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2. CEL BADAN

Celem badan byto zastosowanie nowoczesnej i ztozonej strategii analityczno-

-bioinformatycznej w analizie biatek endogennych w surowicy w poszukiwaniu

biomarkeréw o wartosci diagnostycznej i réznicujgcej u chorych na raka endo-

metrium.

Cel realizowano poprzez:

1) badanie proteomiczne surowicy chorych na raka endometrialnego endome-
trium; celem badania byto poszukiwanie profilu peptydowego charaktery-
zujacego chorobe w zakresie mas od 1000 do 10 000 Da;

2) identyfikacje znalezionych peptyddw, dokonang na podstawie bibliotek pro-
teomicznych;

3) ocene stezen biatek biorgcych udziat w procesach angiogenezy w surowicy
chorych na raka endometrium;

4) korelacje cechy klinicznej stopnia ztosliwosci nowotworu chorych na raka
endometrium z ekspresjg biatek zaangazowanych w proces angiogenezy.
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3. MATERIAL | METODYKA

3.1. MATERIAL

3.1.1. GRUPA BADANA

Do badania wtgczono surowice pobrane od 176 chorych na nowotwor ztosliwy
macicy leczonych w Klinice Ginekologii i Potoznictwa Klinicznego Szpitala Woje-
wddzkiego nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie w latach 2016-2017. Sredni
wiek chorych wynosit 64 lata. Krew pobierano od chorych z uzyskanym na dro-
dze biopsji przed leczeniem operacyjnym rozpoznaniem raka endometrium. Kry-
terium witgczenia do badania stanowito rozpoznanie raka endometrialnego en-
dometrium (EC). Surowice ponumerowano kolejno od 1 do 176. W profilowaniu
biatkowo-peptydowym wykorzystano 125 surowic, reszte odrzucono, poniewaz
po wstepnym przygotowaniu prébki nie nadawaty sie do dalszych analiz. Do ba-
dania panelu markeréw angiogenezy ze 125 prébek wybrano kolejno 25 prébek
raka endometrialnego G1, 25 prébek raka G2 i 24 prébki raka G3. Tabela zawie-
rajgca opis prébek wykorzystanych w badaniu znajduje sie w , Aneksie” roz-
prawy.

3.1.2. GRUPA KONTROLNA

Pobrano surowice od 45 pacjentek po menopauzie operowanych z powodu nie-
trzymania moczu oraz zaburzen statyki narzaddw ptciowych. Zadna z nich nie
miata w wywiadzie choroby nowotworowej. Sredni wiek kobiet z grupy kontrol-
nej wynosit 66,4 roku.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Okregowej
Izby Lekarskiej w Rzeszowie nr 90/B/2016.
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3.2. METODYKA

Badania wykonano w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Ze wzgledu
na stosowanie w badaniach réznych metod kazdg opisano osobno.

3.2.1. WYKAZ ODCZYNNIKOW

1) Profilowanie biatkowo-peptydowe:

(0]

(0]

O O O

(0]

matryca — kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (Bruker Daltonics, Niemcy),
mieszanina wzorcow do kalibracji: Peptide Calibration Standard oraz Pro-
tein Calibration Standard | (Bruker Daltonics, Niemcy),

kwas trifluorooctowy (Sigma Aldrich, USA),

diwodorofosforan amonu (Sigma Aldrich, USA),

acetonitryl (J.T. Baker, USA),

izopropanol (J.T. Baker, USA).

2) Identyfikacja wybranych sygnatow m/z:

(0]
(0]

O O o

(o]

matryca — kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (Bruker Daltonics, Niemcy),
mieszanina wzorcéw do kalibracji: Peptide Calibration Standard Il (Bruker
Daltonics, Niemcy),

kwas trifluorooctowy (Sigma Aldrich, USA),

diwodorofosforan amonu (Sigma Aldrich, USA),

acetonitryl (J.T. Baker, USA),

izopropanol (J.T. Baker, USA).

3) Oznaczanie panelu biatek procesu angiogenezy:

(o]

zestaw Bio-Plex Pro Human Cancer Biomarker Panel 1 (16-plex) (Bio-Rad,
USA) zawierajgcy nastepujgce odczynniki: wzorce oznaczanych biatek,
roztwér kulek magnetycznych, biotynylowane przeciwciata, koniugat
streptoawidyny i fikoerytryny, roztwory do rozcienczania: wzorcow, pro-
bek, przeciwciat; bufory do analizy i przeptukiwania ptytki, kontrole za-
wierajgce biatka w wysokim oraz niskim stezeniu,

zestaw do kalibracji czytnika ptytek MAGPIX Calibration Kit (Bio-Rad, USA),
zestaw do potwierdzenia poprawnej kalibracji czytnika ptytek MAGPIX
Performance Verification Kit (Bio-Rad, USA) zawierajgcy nastepujace od-
czynniki: roztwory mikrosfer MAGPIX Verifier, MAGPIX Fluidics 1 oraz 2.
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3.2.2. PROFILOWANIE PEPTYDOWO-BIALtKOWE Z WYKORZYSTANIEM
SPEKTROMETRII MALDI-TOF-MS

Oczyszczanie i zageszczanie probek surowicy krwi technikg SPE C18

Prébki surowicy krwi pochodzace od pacjentek ze zdiagnozowanym EC (grupa
badana) i od osdb zdrowych (grupa kontrolna) zostaty zatezone i oczyszczone
przy zastosowaniu techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE — ang. solid phase
extraction) z wykorzystaniem korncéwek do pipet typu ZipTip (Millipore, MA)
i wypetnione ztozem C18. Ztoze to kondycjonowano poprzez dwukrotne prze-
ptukanie koncowki ZipTip, w pierwszej kolejnosci 100% acetonitrylem oraz na-
stepnie 0,1% roztworem kwasu trifluorooctowego (TFA). Prébki surowicy krwi
przed procedurg oczyszczania zostaty rozciericzone 0,1% roztworem kwasu tri-
fluorooctowego w wodzie w stosunku 1:5, a nastepnie wprowadzane na ztoze
C18 poprzez dziesieciokrotne przepuszczenie roztworu przez koricéwke ZipTip.
Kolejno ztoze przemyto, wykorzystujgc 0,1% roztwdr kwasu trifluorooctowego
w wodzie. Zaadsorbowang frakcje peptydéw eluowano za pomocg 4 pul 50% roz-
tworu acetonitrylu, trzykrotnie przepuszczajgc roztwor przez ztoze.

Przygotowanie matrycy kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego
do analizy MALDI-TOF-MS

Przygotowano roztwér HCCA o stezeniu 0,7 mg/ml, ktdry petnit funkcje matrycy
do profilowania MALDI-TOF-MS surowicy krwi. W tym celu odwazono 0,7 mg
kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego i rozpuszczono w 1 ml roztworu za-
wierajacego: 85% acetonitrylu, 1 mM diwodorofosforanu amonu oraz 0,1%
kwasu trifluorooctowego.

Przygotowanie probek do analizy MALDI-TOF-MS

Biatka i peptydy zostaty naniesione na ptytke AnchorChip Standard 800 pum (Bru-
ker Daltonics, Brema, Niemcy); wykorzystano procedure zwang technikg suchej
kropli. W tym celu 1 ul eluatu (frakcji peptydéw pochodzacych z prébki oczysz-
czonej technika ZipTip) nanoszono za pomocy pipety automatycznej na ptytke
w trzech powtdrzeniach i pozostawiano do wyschniecia. Kolejno dodawano do
nich 1 pl roztworu matrycy. Po wyschnieciu ptytke umieszczano w spektrome-
trze mas i poddano analizie.
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Analiza MALDI-TOF-MS

Do analizy profilowania biatek i peptyddéw wykorzystano technike spektrometrii mas
typu MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy). Spektro-
metr mas tego typu sktada sie ze zrddta jondw typu MALDI, analizatora mas typu
TOF oraz detektora. Spektrometr UltrafleXtreme wyposazony jest w laser 2 kHz
w trybie TOF. Profilowanie protein przeprowadzono w zakresie mas od 1000 do
10 000 Da w trybie liniowym oraz dodatniej jonizacji. Parametry spektrometru mas
byly nastepujgce: napiecie w zrédle jondw 1 (ang. ion source 1) — 25,09 kV; napiecie
w Zrédle jondw 2 (ang. ion source 2) — 23,79 kV; napiecie na soczewce — 6,40 kV;
pulsacyjna ekstrakcja jonow (PIE — ang. pulsed ion extraction) — 260 ns; supresja ma-
trycy (MSMCO — ang. matrix suppression mass cut off) — m/z 700 Da. Dla kazdego
spotu na ptytce AnchorChip sumowano wyniki z 2000 strzatéw lasera. Do genero-
wania widm i ich bezposredniej obrébki oraz analizy uzyto oprogramowania Flex-
Control 3.4, FlexAnalysis 3.4 oraz ClinPro Tools 3.0 (Bruker Daltonics). Do kalibracji
zewnetrznej spektrometru mas wykorzystano mieszanine wzorcéw biatek i pepty-
dow w zakresie mas od 1000 do 10 000 Da (mieszanina zostata przygotowana po-
przez rozpuszczenie wzorcoéw peptydow do kalibracji oraz wzorcéw biatek do kali-
bracji w stosunku 1:5, Bruker Daltonics). Srednie odchylenie masy nie byto wieksze
niz 100 ppm.

Statystyczna analiza danych

W celu otrzymania listy pikdw wraz z intensywnosciami dla widma kazdej anali-
zowane] prébki surowicy przeprowadzono wstepng obrdbke profili peptydo-
wych z wykorzystaniem programu MALDIquant 1.10 [130]. Ze wzgledu na to, ze
kazdg prébke analizowano z wykorzystaniem spektrometrii mas trzykrotnie,
uzyto funkcji grupujacej w celu uzyskania jednego sredniego powtdrzenia dla
danej probki. Aby osiggnac stabilizacje wariancji, wyciggnieto pierwiastek kwa-
dratowy z intensywnosci w pojedynczych widmach. Widma zostaty takze wygta-
dzone z wykorzystaniem algorytmu Savitzky’ego-Golaya. Korekcja linii bazowej
zostata wykonana przy uzyciu algorytmu TopHat. Intensywnosci we wszystkich
widmach zostaty nastepnie znormalizowane z wykorzystaniem mediany inten-
sywnosci. Do dalszych analiz jako piki potraktowano zmienne, dla ktérych stosu-
nek sygnatu do szumu (S/N) byt powyzej 5. Piki powigzane z tg samg masg zo-
staty wyrdwnane za pomocg regresji statystycznej. Otrzymane widma poddano
analizie statystycznej w programie chemometrycznym ClinProTools 3.0 (Bruker
Daltonics, Brema, Niemcy). Widma analizowano w zakresie mas od 1 do 10 kDa.

37



Ze wstepnie przygotowanych widm obliczono catkowite srednie widma dla po-
szczegblnych grup. Pozwolito to na poprawienie stosunku sygnatu do szumu. Na
pojedynczych widmach piki o matej intensywnosci mogg zosta¢ pominiete, jed-
nak sg one obecne w catosciowych profilach powstatych po obliczeniu srednich.
Rdznice w intensywnosciach pikdw obliczono, uzywajgc jednozmiennych analiz
statystycznych: t-testu lub testu Wilcoxona, w zaleznosci od rozktadu zmien-
nych. Za statystycznie istotnie rdznicujace przyjeto te piki, dla ktérych wartosci
p s3 mniejsze od 0,05. Wszystkie wartosci p zostaty réwniez skorygowane przez
wewnetrzny algorytm Benjaminiego-Hochberga. Dla wszystkich pikéw obliczono
krzywe ROC (ang. receiver operating characteristic) w celu graficznego przedsta-
wienia zaleznosci pomiedzy czutoscig a specyficznoscig danego piku. Pola pod
krzywa ROC (AUC — ang. area under the ROC curve) pozwolity na poréwnanie
zdolnosci dyskryminacyjnej badanych peptydéw. W celu stworzenia modeli dys-
kryminacyjnych uzyto trzech algorytmdéw matematycznych: algorytmu gene-
tycznego (GA — ang. genetic algorithm), nadzorowanej sieci neuronowej (SNN —
ang. supervised neural network) oraz szybkiego klasyfikatora (QC — ang. quick
classifier). Przed analizg prébki losowo podzielono na zbiory uczace i testowe.
Do budowy modeli wykorzystano zbiory uczace, ktére sktadaty sie z 33 prébek
pobranych od grupy kontrolnej (73,3% liczebnosci grupy kontrolnej) oraz 93 pré-
bek pobranych od grupy badanej (74,4% liczebnosci grupy badanej). Pozostate
probki (13 od grupy kontrolnej oraz 32 od grupy badanej) stanowity zbiory te-
stowe wykorzystane pdzniej do walidacji zewnetrznej. Algorytmy pozwolity na
otrzymanie grup pikow charakteryzujgcych sie najwiekszg zdolnoscig dyskrymi-
nacyjng. Dla modeli obliczono dwa parametry: zdolno$¢ rozpoznawania oraz wa-
lidacje krzyzowa. Najwyzsze wyniki uzyskano dla GA, z tego wzgledu obliczono
dla niego wartosci czutosci i specyficznosci, stosujac walidacje zewnetrzng. Pep-
tydy, ktore zostaty wytypowane jako najbardziej istotne w réznicowaniu pomie-
dzy grupa kontrolng a badang, poddano nastepnie, majgcym na celu ich identy-
fikacje, analizom.

Lista prébek wykorzystanych w profilowaniu peptydowo-biatkowym

Prébki pobrane od grupy kontrolnej

Zbidr uczacy: 10, 14, 19, 21, 22, 32, 36, 46, 47, 57, 59, 69, 75, 76, 82, 89, 90, 111,
112,113,118, 130, 136, 141, 143, 145, 157, 158, 160, 162, 165, 167, 171.

Zbior testowy: 18, 20, 28, 45, 54, 77, 120, 125, 155, 161, 166, 174.

Prébki pobrane od grupy badanej (chore na raka endometrium)

Zbior uczacy: 2,3,5,7,8,12,13,14, 16,17, 18, 21, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
33, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 43, 45, 46, 48, 49, 50, 54, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 63, 64,
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66,67, 68,69,71,72,73,76,77, 80, 83, 85, 86, 87, 89, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 97,
99, 100, 102, 103, 104, 106, 108, 109, 110, 111, 113, 114, 115, 116, 118, 119,
121, 122, 124, 125, 127, 129, 131, 134, 137, 138, 139, 141, 144.

Zbiér testowy: 1, 4,9, 10, 15, 22, 25, 32, 37, 39, 41, 44,47, 51, 62, 65, 70, 74, 84,
88,98, 101, 105, 107, 112, 117, 120, 123, 126, 132, 135, 143.

‘3.2.3. IDENTYFIKACJA PEPTYDOW DOKONANA W TECHNICE
‘ NLC-MALDI-TOF/TOF-MS/MS

Przygotowanie probki do analizy

Probki surowicy krwi pochodzgce od pacjentek z EC zostaty zatezone i oczysz-
czone przy zastosowaniu techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE) z wykorzysta-
niem koncéwek do pipet typu C18 ZipTip (Millipore, MA). Zebrane eluaty pota-
czono i poddano analizie identyfikacji w technice nLC-MALDI-TOF/TOF-MS/MS.

Rozdziat peptydow w chromatografii cieczowej

Do rozdziatu chromatograficznego wykorzystano wysoko sprawny chromatograf
cieczowy typu nLC (HPLC — ang. high performance liquid chromatograph) nano-
flow HPLC system EASY-nano LC Il (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy) w pofacze-
niu z kolektorem frakcji Proteineer-fc Il (Bruker Daltonics). Czas analizy wynosit
96 minut. Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie chromato-
graficznej Thermo Scientific Acclaim PepMap 100 column C18 (Thermo Scienti-
fic, Sunnyvale, CA, USA) (3 um, 100 A, 75 pm x 150 mm). Przeptyw faz rucho-
mych wynosit 300 nl/min. Fazami ruchomymi byt roztwor wodny (faza A) oraz
90% acetonitryl (faza B), obie z dodatkiem 0,05% kwasu trifluorooctowego. Roz-
dziat chromatograficzny przebiegat przy zastosowaniu elucji gradientowej
2-50% roztworu B. Objetos¢é nastrzyku wynosita 10 pl. Frakcje opuszczajace ko-
lumne trafiaty do kolektora frakcji i po wymieszaniu z matryca zostaty naniesione
na ptytke typu AnchorChip Standard 800 um (Bruker Daltonics). Do kontroli roz-
dziatu chromatograficznego uzyto oprogramowania HyStar 3.2 (Bruker Dalto-
nics). tacznie zebrano 384 frakcje analizowanej prébki, ktére kolejno wymie-
szano z roztworem matrycy kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego (HCCA).
Roztwdr matrycy przygotowano poprzez wymieszanie nastepujacych roztworow:
748 ul roztworu acetonitrylu w stosunku 95:5 (v/v) acetnitryl: 0,1% TFA, 36 ul nasy-
conej matrycy HCCA w roztworze 90:10 (v/v) acetonitryl: 0,1% TFA,
8 ul 10% TFA oraz 8 ul 100 mM diwodorofosforanu amonu.
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Analiza MALDI-TOF/TOF-MS/MS

Do identyfikacji wybranych peptydéw wykorzystano technike tandemowej
spektrometrii mas typu MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics,
Brema, Niemcy) wyposazonej w laser SmartBeam Il (Bruker Daltonics). Parame-
try spektrometru mas byty nastepujace: napiecie w zrédle jonéw 1 (ang. ion so-
urce 1) — 25,00 kV; napiecie w zrédle jondw 2 (ang. ion source 2) — 22,50 kV;
napiecie na soczewce (ang. lens) — 7,90 kV; reflektor (ang. reflector) — 26,45 kV,;
reflektor 2 (ang. reflector 2) — 13,40 kV; pulsacyjna ekstrakcja jonow (ang. pulsed
ion extraction) — 120 ns; supresja matrycy (ang. matrix suppression mass cut off)
—m/z 700 Da. Jony peptydow rejestrowano w wysoko rozdzielczym zakresie mas
od 700 do 4000 Da w trybie dodatniej jonizacji. Do kalibracji zewnetrznej spek-
trometru mas uzyto zestawu standardéw Peptide Calibration Standard (Bruker
Daltonics). Do automatycznej analizy MS i utworzenia listy zarejestrowanych jo-
now prekursorowych wykorzystano oprogramowanie WARP-LC (Bruker Dalto-
nics). Kolejno wybrane peptydy poddano analizie MS/MS. Parametry spektro-
metru mas w metodzie LIFT byty nastepujgce: napiecie w zrddle jonéw 1 (ang.
ion source 1) — 7,50 kV; napiecie w Zrddle jondw 2 (ang. jon source 2) — 6,75 kV;
napiecie na soczewce (ang. lens) — 3,50 kV; reflektor (ang. reflector) — 29,50 kV;
reflektor 2 (ang. reflector 2) — 14,00 kV; Lift 1 — 19 kV; Lift 2 — 3,15; pulsacyjna
ekstrakcja jonéw — 80 ns. Kontrola instrumentu, analiza i przetwarzanie danych
zostaty przeprowadzone przy uzyciu nastepujgcych programow: FlexControl 3.4,
FlexAnalysis 3.4 i BioTools 3.2 (Bruker Daltonics). Widma MS/MS zostaty pod-
dane identyfikacji na podstawie biatkowej bazy danych SwissProt z wyszuki-
warkg Mascot 2.4.1 (Matrix Science, Londyn, Wielka Brytania). Ogdlne parame-
try wyszukiwania byty nastepujace: gatunek Homo sapiens, brak enzymu, tole-
rancja masy dla jonu prekursorowego (ang. peptide precursor mass tolerance) —
50 ppm; tolerancja masy fragmentéw (ang. fragment mass tolerance) — 0,7 Da;
tadunek — +1; masa monoizotopowa.

3.2.4. OZNACZANIE PANELU MARKEROW BIALKOWYCH W SUROWICY
Z WYKORZYSTANIEM METODY SEPARACIJI MAGNETYCZNEJ
| CYTOMETRII PRZEPLYWOWE)

Markery procesu angiogenezy (SEGFR, FGF-basic, follistatin, G-CSF, HGF,
sHER2/neu, sIL-6Ra, leptin, osteopontin, PECAM-1, PDGF-AB/BB, prolactin, SCF,
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sTIE-2, sVEGFR-1, sVEGFR-2) zostaty oznaczone jednoczesnie w prébkach suro-
wicy za pomoca testu immunologicznego Bio-Plex Pro Human Cancer Biomarker
Panel 1 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) wedtug instrukcji producenta. Kit zawiera
96-dotkowaq ptytke, potrzebne reagenty (bufory do przygotowania prébek, roz-
twér do przemywania ptytki, kulki magnetyczne, streptoawidyne, odpowiednie
przeciwciata, fikoerytryne), standardy do przygotowania krzywej kalibracyjnej
oraz kontrole jakosci o niskim i wysokim stezeniu badanych markerdéw. Jesli cho-
dzi o metodyke, gtéwnie wykorzystywane sg znakowane kolorami kulki magne-
tyczne pofaczone ze specyficznymi przeciwciatami, ktére reagujg z biatkami
obecnymi w prébkach, standardach oraz kontrolach jakosci (kazda prébka zaj-
muje osobny dotek na ptytce). Po procedurze przemywania ptytki — co pozwala
na pozbycie sie niezwigzanych czasteczek — do kulek magnetycznych dodawane
sg biotynylowane przeciwciata, niezbedne do detekcji. Koncowy kompleks
umozliwiajgcy analize otrzymuje sie poprzez dodanie koniugatu streptoawidyny
i fikoerytryny. Stezenia biatek proangiogennych wyznaczane sg w cytometrze
przeptywowym Bio-Plex 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), ktéry identyfikuje
i mierzy kazdy stworzony kompleks na podstawie fluorescencji oraz koloréw ku-
lek magnetycznych. Krzywa kalibracyjna zostata obliczona na podstawie standar-
doéw dostarczonych przez producenta, a stezenia podano w pikogramach na mi-
lilitr (pg/ml). Dane otrzymano z wykorzystaniem programu Bio-Plex Manager
6.0. Przed analizg cytometr zostat skalibrowany oraz zweryfikowany — uzyto do
tego odpowiednich roztworéw kalibracyjnych i weryfikacyjnych producenta
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Dwa dotki zawieraty jedynie bufory uzywane do
przygotowania probek, ktore byty analizowane jako préby slepe. Procedura zostata
zweryfikowana przez oznaczenie kontroli jakosci w wysokim i niskim stezeniu ozna-
czanych markeréw. Parametry walidaciji, takie jak precyzja, czutosé, zakres oznacza-
nych stezen, liniowos¢, zostaty zbadane przez producenta na ludzkiej surowicy.

Lista prébek przeanalizowanych z wykorzystaniem techniki separacji magne-
tycznej i cytometrii przeptywowej (74 prébki, w tym 25 prdbek z cechg G1, 25
probek z cechg G2 oraz 24 prébki z cechg G3): 2, 4,5, 7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 17,
18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 57, 59, 60, 61, 62, 65, 67, 72, 76, 77, 79,
83, 85, 88, 89, 90, 92, 93, 98, 99, 105, 108, 112, 113, 116, 126, 129, 137, 138,
140.

Te same, pobrane z grupy kontrolnej surowice, ktérych uzyto do badan spek-
troskopowych, stanowity materiat poréwnawczy.
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4. WYNIKI

4.1. PROFILOWANIE PEPTYDOWO-BIALtKOWE Z WYKORZYSTANIEM
SPEKTROMETRII MALDI-TOF-MS

Badanie polegato na zastosowaniu strategii profilowania biatkowo-peptydo-
wego do analizy prébek surowicy pochodzacych od pacjentek z rakiem endome-
trialnym (n = 125) oraz zdrowych kobiet (n = 45). Prébki zostaty oczyszczone oraz
zageszczone z wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej. Nastepnie analizowano
je za pomoca spektrometru mas typu MALDI-TOF w zakresie mas od 1 do 10 kDa.
Masy te odpowiadajg jednokrotnie natadowanym zjonizowanym peptydom
[M+H]+. Kalibracja zewnetrzna zostata wykonana z wykorzystaniem mieszaniny
wzorcow mieszczacych sie w zakresie mas 1-10 kDa: od 1047,189 Da (angioten-
syna Il) do 8565,764 Da (ubikwityna 1). Srednie odchylenie mas wzorcéw
w stosunku do mas referencyjnych wynosito ponizej 100 ppm. Uzyskane widma
poddano analizie statystycznej w programie ClinProTools. Zastosowana meto-
dyka pozwolita na wykrycie 147 pikéw. Otrzymane dane zostaty poddane jedno-
czynnikowej analizie statystycznej (t-test/test Wilcoxona oraz krzywa ROC). Pa-
nele sktadajgce sie z wielu czynnikdw majg zazwyczaj wiekszg moc dyskrymina-
cyjna niz pojedyncze markery. Z tego wzgledu zastosowano trzy algorytmy ma-
tematyczne (GA, SNN, QC), ktére umozliwity otrzymanie modeli dyskryminacyj-
nych opierajgcych sie na najbardziej réznicujgcych pikach. Do tego celu wyko-
rzystano zbidér uczacy z losowo wybranymi prébkami. Modele stworzone na pod-
stawie GA i SNN posiadajg dwa wspdlne piki 1450,19 oraz 3278,79. Wartosci m/z
wytypowane jako najbardziej réznicujgce dla poszczegélnych modeli przedsta-
wiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Wartosci m/z wytypowane algorytmami matematycznymi jako najbardziej réz-
nicujgce dla poszczegélnych modeli

ac

5633,60 3214,51 1450,19
5752,87 3284,3 3302,16
1450,19 1229,32
1277,43 3278,79
1779,29 1466,88
2116,08 4268,50
3278,79 1505,09
2972,31 1364,55
2453,26 7806,35
1584,81 1020,99
2661,01
2683,15
1568,56
1245,03

Réznice miedzy modelami wynikajg z réznych mechanizméw liczenia po-
szczegoblnych algorytmow. GA opiera sie w duzej mierze na ewolucji wystepuja-
cej w naturze. Rozdziat pomiedzy badanymi grupami uzyskuje sie przez odrzuca-
nie najmniej dopasowanych kombinacji. W ten sposéb GA wybiera takie piki,
ktore najbardziej sie réznig na profilach przyporzadkowanych do poszczegdlnych
grup. SNN wybiera natomiast najbardziej charakterystyczne widma i traktuje je
jako prototyp prébki w danej grupie. QC tworzy modele diagnostyczne na bazie
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porownywania srednich wazonych intensywnosci pikéw. Dla stworzonych mo-
deli obliczono dwa parametry: walidacje krzyzowg oraz zdolnos¢ rozpoznawa-
nia, co pozwolito na ocene mocy dyskryminacyjnej modeli (Tabela 2).

Tabela 2. Wartosci parametrow zdolnosci rozpoznawania i walidacji krzyzowej oraz wa-
lidacji zewnetrznej (czutos$¢ i swoistosé) dla trzech modeli diagnostycznych obliczonych
na podstawie algorytmow QC, SNN i GA

Qc SNN____ GA

Zdolnos¢

rozpoznawania 89,88% 98,48% 98,81%
Walidacja

krzyzowa 88,10% 89,12% 94,26%
Czutos¢ - - 98,70%
Specyficznos¢ - - 94,30%

Najwyzsze wartosci uzyskano dla algorytmu GA (walidacja krzyzowa: 94,26%,
zdolnos¢ rozpoznawania: 98,81%). Ze wzgledu na to, ze modele uzyskujg zazwy-
czaj lepsze wyniki, jesli bazujg na grupie probek, na podstawie ktorych zostaty
stworzone, do walidacji zewnetrznej uzyto niezaleznej grupy prébek — zbioru te-
stowego. Obliczono takie parametry jak czutos$¢ oraz swoistos¢. Czutosé pozwala
okresli¢ odsetek osdb, ktére zostaty dobrze przyporzgdkowane do grupy z bada-
nym schorzeniem, natomiast swoisto$¢ pokazuje, jaki odsetek oséb zdrowych
zostat przydzielony do grupy zdrowych. Dla modelu obliczonego na podstawie
GA czuto$¢ wynosi 98,70%, a swoistos¢ — 94,30%. Ten wieloczynnikowy panel
sktada sie z dziesieciu wybranych wartosci m/z: 1450,19, 3302,16, 1229,32,
3278,79, 1466,88, 4268,50, 1505,09, 1364,55, 7806,35, 1020,99. Biorac pod
uwage wyniki testu jednoczynnikowego, jedynie pik 4268,50 ma wartosé p po-
wyzej 0,05, nie jest wiec statystycznie istotny. Pole pod krzywg ROC, AUC dla
siedmiu czynnikdw ma warto$¢ powyzej 0,89 (1450,19, 1229,32, 1466,88,
4268,50, 1505,09, 1364,55, 7806,35). Wartosci p oraz AUC dla modelu GA przed-
stawiono w tabeli 3. Rycina 1 obrazuje krzywg ROC dla najwyzszej wartosci AUC
0,941 dla m/z 1505,09 Da.
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Tabela 3. Wartosci p oraz pola pod krzywa ROC (AUC) dla pikdw wytypowanych do iden-
tyfikacji przez algorytm GA

m/z p-value AUC
1450,19 <0,001 0,930
3302,16 <0,001 0,526
1229,32 <0,001 0,900
3278,79 <0,001 0,541
1466,88 <0,001 0,921
4268,50 0,083 0,890
1505,09 <0,001 0,941
1364,55 <0,001 0,922
7806,35 <0,001 0,936
1020,99 0,006 0,644

Sansih)(ilm
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0.4
ol T Poak 17: 150511 Da, ALIC=0.841055

T T T T T T
on 02 04 06 a8 10

1 - Specificity
Rycina 1. Krzywa ROC zbudowana na podstawie intensywnosci piku o masie 1505,09 Da,
o polu pod krzywg AUC = 0,941055

Wytypowane piki o masach: 1450,19, 3302,16, 1229,32, 3278,79, 1466,88,
4268,50, 1505,09, 1364,55, 7806,35, 1020,99 Da zostaty poddane dalszej anali-
zie proteomicznej w celu ich identyfikacji.
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4.2. IDENTYFIKACJA PEPTYDOW DOKONANA W TECHNICE
NLC-MALDI-TOF/TOF-MS/MS

Wybrane sygnaty m/z przez algorytm GA, ktory charakteryzowat sie najwyzszymi
parametrami dyskryminacyjnymi w doniesieniu do badanych grup (piki:
1450,19, 3302,16, 1229,32, 3278,79, 1466,88, 4268,50, 1505,09, 1364,55,
7806,35, 1020,99), zostaty poddane dalszemu procesowi identyfikacji w tech-
nice nLC-MALDI-TOF/TOF-MS/MS. W celu utworzenia listy monoizotopowych
mas peptydow kazdg frakcje poddano analizie MS w trybie z reflektronem w za-
kresie mas od 700 do 4500 Da. Zarejestrowano nastepujgce sygnaty m/z:
1020,518 (Rycina 2), 1206,586 (Rycina 6) oraz 1465,644 (Rycina 10), ktére po-
zwolity na identyfikacje biatka fibrinogen alpha chain (FIBA_HUMAN.). Analiza
MS/MS jonu prekursorowego: m/z 1020,518 pozwolita na identyfikacje sekwen-
cji aminokwasowej DFLAEGGGVR (Ryciny 3-5), m/z 1206,586 — na identyfikacje
sekwencji EGDFLAEGGGVR (Ryciny 7-9) oraz m/z 1465,644 — na identyfikacje
sekwencji aminokwasowej DSGEGDFLAEGGGVR (Ryciny 11-13).
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Analiza sygnatu m/z 1020,518 [M+H]+
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Mascot Score Histogram

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 47 indicate peptides with significant homology.

Individual ions scores > 49 indicate identity or extensive homology (p<0.05).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

@

W

Humber of Hits

25 50 75
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As | [Peptide Summary (] Help

Significance threshold p< |0.05 Max. number of hits |AUTO
Standard scoring ® MudPIT scoring (' lons score or expect cut-off [0 Show sub-sets |0

Show pop-ups ® Suppress pop-ups () Sort unassigned |Decreasing Score | v| Regquire bold red []
Overview Table

Click on column header to jump to entry in results list.

Move mouse over any indicator to highlight identical peptides.
Click on an indicator to see details of individual match.

Use check boxes to select sub-set of queries for new search.

Mouse over: |—Que ry-

[-Accession- [-sequence-

Hit: 1
1020.5181 (1+) @

Select All | Select None ‘ Search Selected I [ Error tolerant Archive Report

1. F1BA HUMAN Mass: 94914 Score: &7 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)
Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GHN=FGZ PE=1 5V=2

[]Check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr(expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Unique Peptide
1 1020.5181 1019.5109 1019.5036 7.10 O 71 0.0003% 1 o G.DFLAEGGGVR.G

Rycina 4. Wynik identyfikacji dokonanej na podstawie biatkowej bazy danych SwissProt
z wyszukiwarkg Mascot. Wysoka warto$¢ parametru score rowna 73 oraz p-value mniej-
sze niz 0,05 dla rozpoznanej sekwencji aminokwasowej potwierdzajg prawidtowa iden-
tyfikacje biatka fibrinogen alpha chain
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D| FIL{A[E|G|G|G|V|R| Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg ‘
ln |1(2(3/4|5(6(7(8(9[1[1 2 3 4 5 [} 7 (] 9 1
a |D|F|L|A|E(G|G|G|V|R| 83.038| 235108 34B192| 41929| 546271\ G05.290| 662314| T7193%6| G618.404| 97405
b [D|F|L|A[E|G|G|G|V|R| 116034| 263103| 376187| 447224| OG76266| G33268| 690308| 7ATIH| 846.399| 1002500
&(7|D|F(L|AE(G(G|G|VIR| 71013 218081| 33185 402202| ©531.245| GSBB266| 64528( 702308| 0137|9747
b-{7|D|F(L|A|E(G|G|G|VIR| 99008 246.076| 358160 430197| 550240 G16261| 673283 730.304| G29.073| 965474
y |D|F|LIA|E|G|G|G|V|R| (175.M18] 274187| 331209 3B230| 440.80| S74284| 645331 TSBAM6) 905484 | 102051
i |D|FIL|A|E|G|G|G|V|R| 83.033| 120081 33096 | 44043| 102055| 30034| 0034|3004 T208f| 129113
| [*]o]e[7]6]s]4]3[2[1] aqg Vil oly ay ay [ A Leu The | Asp

Rycina 5. Analiza widma MS/MS sygnatu m/z 1020,518 w programie BioTools przedsta-
wia rozpoznanie fragmentow serii jondw typu b- oraz y-, ktére pozwolity na identyfikacje

nastepujgcej sekwencji aminokwasowej: DFLAEGGGVR
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Wytypowany na podstawie analizy statystycznej przez algorytm GA sygnat
m/z 1228,569 przedstawia addukt sodowy sygnatu m/z 1206,586. W zwigzku
z tym do dalszej analizy MS/MS wytypowano sygnat m/z 1206,586.
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Mascot Score Histogram

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 49 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Humber of Hits

25 0 7
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As |Pept\de Summary v Help

Significance threshold p< |0.05 Max. mumber of hits |AUTO
Standard scoring ® MudPIT scoring () Tons score or expect cut-off|0 Show sub-sets |0

Show pop-ups ® Suppress pop-ups (O Sort unassigned | Decreasing Score | V| Require bold red []
Overview Table

Click on column header to jump to entry in results list.
Move mouse over any indicator to highlight identical peptides.
Click on an indicator to see details of individual match.
Use check boxes to select sub-set of queries for new search.

Mouse over: ‘-Query-

‘—Accession— ‘Sequence—

Hit: 1
1206.5859 (14) @

Select Al | Select None ‘ Search Selected [ Error tolerant Archive Report

1. FIBA HUMAN Mass: 94914 Score: B1 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)

Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA PE=1 5V=2

[]check to include this hit in error tolerant search or archive report

(uery Observed Mr(expt) Mr(calc) ppm  Miss Score Expect Rank Unigue Peptide
1 1206.5859 1205.5786 1205.5677 9.07 O 88 7e-006 1 U G.EGDFLAEGGGVR. G

Rycina 8. Wynik identyfikacji dokonanej na podstawie biatkowej bazy danych SwissProt
z wyszukiwarka Mascot. Wysoka wartos$¢ parametru score réwna 88 oraz p-value mniej-
sze niz 0,05 dla rozpoznanej sekwencji aminokwasowej potwierdzajg prawidtowg iden-
tyfikacje biatka fibrinogen alpha chain
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g 100 200 30 40 500 600 0 0 50 1000 oo 1200 1300 1400 miz

Protein View ‘ Watch Emors MS/MS Fragments ‘ MSMSMaWs‘

_ EGOFLAEGGGIR (Hodk )

Weorch | 1655 MHewg | 722 MSMSTd 000 [Da v| Peske M1 AbweTheshdd | 141 Zoembomdafords | Zoows: | D D
st @ e e ol [Mases | Thesho 0000 et | B Nolbsmed | 1B 14 iz 000

E| G| D[ F|L| A| E| G| G| G| V] R[ Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg ‘
lon (1]2(3[4]5/6]7(8/91[1[1]1 2 3 4 5 [ 7 ] ] 10 11 12
a [E|G|D|F|LIAJE[G|G|G|VIR| 102085 150076| 274103] 41172 TOL367| 348378 | 905400 | 1004465 1160.569
b [E|G|D|F|LIAJE[G|G|G|VIR| 130050 167.071| 302088] 449167 62330 | B19.352) 676073 | 633095 1032463| 118B.564
a7/ E|G|D|F|L|A|E[G|G|G|VIR| 85028 142080| 257017| 40445 TIT308| 714330) 831382 967442 | 1143543
bAT)E[G|D|F|LIA|E|G[G|G|VIR| M3.023] 170045 265072) 432140 TiS304| BI2IS| G 15437 | 1171538
y |E|G|O|F|LIAE|G|G|G|VIR| 175.119] 274187| 331.208| 388230 B4 T4 54p W53 | 1208575
i |E[G|D|F|LIAJE|G|G|G|V|R| 102055 30034| 88033) 120081 1 00|00 T8 128113
| 1) 1]1]9]87|6]5]4[3]2|1] Ang Val Bly ] Ala Ley Phe Gy Gl

Rycina 9. Analiza widma MS/MS sygnatu m/z 1206,586 w programie BioTools przedsta-
wia rozpoznanie fragmentow serii jondw typu b-, a- oraz y-, ktére pozwolity na identyfi-
kacje nastepujacej sekwencji aminokwasowej: EGDFLAEGGGVR
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Analiza sygnatu m/z 1465,644 [M+H]+
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Mascot Score Histogram

Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 48 indicate identify or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

N

Humber of Hits

T
100
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As |Peptide Summary ﬂ Help

Significance threshold p<{0.05 Max. number of hits JAUTO
Standard scoring ® MudPIT scoring () Tons score or expect cut-off |0 Show sub-sets |0

Show pop-ups ® Suppress pop-ups () Sort unassignedlDEcreasing Scare V| Require bold red [
Overview Table

Click on column header to jump to entry in results ist.
Move mouse over any indicator to highlight identical peptides.
Click on an indicator to see details of individual match.
Use check boxes to select sub-set of queries for new search.

Mouse over: |-Ouery-

|-Accessmn- |-Sequence-

Hit: 1
1465.6440 (1+) @

Select All ‘ Select None | Search Selected [IFrror tolerant Archive Report

ilg FIBZ HUMAN Mass: 94914 Score: 130 Matches: 1(1) Segmences: 1(1)
Fibrinogen alpha chain O5=Homo sapiens GN=FGA PE=1 5V=2

[]check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr(expt) Mr(calc) ppmn  Miss Score  Expect Rank Unique Peptide
1 1465.6440 1464.6367 1464.6481 -7.80 0 137 7.3e-011 1 u A.DSGEGDFLAEGGGVR. G
Rycina 12. Wynik identyfikacji dokonanej na podstawie biatkowej bazy SwissProt z wy-
szukiwarka Mascot. Wysoka wartos$¢ parametru score rowna 137 oraz p-value mniejsze
niz 0,05 dla rozpoznanej sekwencji aminokwasowe]j potwierdzaja prawidtowg identyfi-
kacje biatka fibrinogen alpha chain
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Abs. Int.* 1000

i Ll
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g 100 0 0 400 500 600 00 800 00 1100 1200 1300 1400 1500 1600 170 miz
Protein View ‘ Watch Erors - S/MS Fragments ‘ MSHS AnaWs\s]

DSCEGDFLAEGBGVR (Hods.)

Whsiror: | 1SR MHdsgr R4S wsmsTg 0700 [Da v Peds 173 MboweThesnd | 173 Zoombomizfods | Zaome: Wna
SS9 & Voioge  fvesge Cobulte awes  +| Theghot 0000 hosied | Nothssired: | 138 14 iz 0000
D{S|G| E|GD|F|L|A|[E|G| G| G|VIR| Asp Ser Gly Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly

lon (1]2]3[4[5/6]7(8]9[1[1/1]1[1]1]1 2 3 4 5 7 ] 10 11 12

a |D|S|G|E|G|D|F|L|A|E|G|G|G|V|R| 88038 175071| 232093| 361135| 416157 G530184| 680252( T793336| OA43TI| 993416| 1080437| 1107459

b |D|S|G|E[G|D|F|L|A[E|G|G|G|V|R| 116034 203068 260088| 309.130| 446182 SB1179| TOB247| 821331 892363 1021411| 1078432| 1135454

870 |5|G|E|G|D|F[L|A|E|G|G|G|V|R| T1OI3| 158045 25066| 344008| 40030| S16A57| 6G3Z26| TIEID| B4T34T| O7B3EG| 1033411 | 1080.432

b17)D|S|G E{G|D|F|L|A|E|G|G|G|V|R| 90000 186040| 243061| J72104| 428425 B44152| GH1221| 004205| 675342 1004304 1061.406| 1118.427 5

y |D|S|G|E|G(D|F|L|A|E|G|G|G|V|R| 175.119| 274187| 331209| 308230| 445250| 574094| B4G3M| T5B416| O05484| 1020511| 107753 | 1208575 B8

i |D|S|G|E[G|D|F|L|A|E|G|G|G|V|R| 83038 60044| 30034| 102055 30034| 88039 120081 85096  44049| 102055| 30.034| 30034 | 300M| 72081 129113
U T ofe[]e[s[«[3[2] ] wa | va | oy | Gy | G | G | As | lw | Me | Aw | O | Gu | Oy | Sa | Aw

Rycina 13. Analiza widma MS/MS sygnatu m/z 1465,644 w programie BioTools przed-
stawia rozpoznanie fragmentdw serii jondw typu b- oraz y-, ktére pozwolity na identyfi-
kacje nastepujacej sekwencji aminokwasowej: DSGEGDFLAEGGGVR

Ponadto analiza fragmentacyjna prekursora m/z 1504,781 pozwolita wyzna-
czy¢ sekwencje peptydu SPMYSIITPNILR, ktdry zostat zidentyfikowany jako
biatko komplement C3 (CO3_HUMAN Complement C3) (Ryciny 14-18). Prekur-
sor m/z 1504,781 ulega dodatkowo procesowi oksydacji jako zmiennej modyfi-
kacji (Rycina 15).
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Mascot Score Histogram

Tons score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores = 48 indicate peptides with significant homology.

Individual ions scores > 50 indicate identity or extensive homology (p=<0.05).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

©

hunber of Hits

25 50 75
Frotein Score

Peptide Summary Report

Format As | [Peptide Summary | Help
Significance threshold p< |0-05 Max. mumber of hits |AUTO
Tons score or expect cut-off |0 Show sub-sets |0

Show pop-ups (® Suppress pop-ups () Sort lmassignadlDEEfEESmg Score || Require bold red []

Standard scoring ® MudPIT scoring ()

Overview Table

Click on cohunn header to jump to entry in results list.

Move mouse over any indicator to highlight identical peptides.
Click on an indicator to see details of individual match.

Use check boxes to select sub-sct of querics for new search.

Mouse over: |-Query-

[-Accession- |-sequence-

Hit: 1

1504.7808 (1+)| @

Select All | Select None | Search Selected [IError tolerant Archive Report

1. CO3_HUMAN Mass: 187030 Score: &7 Matches: 1(1) Seguences: 1(1)
Complement C3 OS=Homo sapisns GN=C3 PE=1 SV=2

[] check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm Miss Score Expect Rank Unigue Peptide
1 1504.7808 1503.7735 1503.8119 -25.52 o 76 0.00014 1 o G.SPMYSIITPNILR.L

Rycina 17. Wynik identyfikacji dokonanej na podstawie biatkowe]j bazy danych SwissProt
z wyszukiwarka Mascot. Wysoka warto$¢ parametru score rowna 76 oraz p-value mniej-
sze niz 0,05 dla rozpoznanej sekwencji aminokwasowej potwierdzajg prawidtowa iden-
tyfikacje biatka komplement C3
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Abs. nt. #1000

. “I N I TP TR |1
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fl 10 200 ki) 40 50 600 700 80 800 1000 oo 1200 1300 140 1500 1600 1700 mz

Protein View ‘ Wetch Emors - MS/MS Fraqments ‘MSMS )\naws‘

SPUVEITILA otk )

Wrmond: | VAR Memgh RO MMSTE MO0 Da x| Peke B0 dbweThetod 60 Zombomizin2 | Zume: 2 D
Hases  Moroiolopc (* Aversge Calate: [Masses | Theshod  [0000 Assigned | 28 Notdssned 40 4o, iz 000

SIPIMIYS| T\ I T(PINNITLIR] Ser Pro Met Tyr Ser lle lle Thr Pro Asn lle Leu Arg ‘
lon (1(2(3]4[5|B[T|8[8[1[1]1]1[1 2 3 4 § ] 7 § ] 10 11 12 13
a (S|P[MY|S|I[IT|PIN[T]LIR| 6004 TEAALT| GEGA40| OGLS02| 1OTBS4 | 11G9ED9| 130273 | 1456814
b [S|P[MY|S|I[I]T|PIN[I]LIR| 88039 41915 THZ0E| GGDAd4|  990.406| MO4SI0| 127623| 1330708 1486609
aA7(S P Y|S|I[ 1| T|PIN[I]LIR| 43018 A417e] G120 TAT3TS|  BABAZ2| 4GATS| 100516 | 1172602 | 1285686 | 1441787
bA7|S [PIMY|S|I[ 1] TIPIN[I[LIR] MO 42169 | 490 TI39| BT6AIT| STLAT0| 10B7S513| 1200507| 1M36H | 14607R
y [S{P{MY|STI[NT[PIN]I[LIR] {75119 SR30| 61238 §B5(5) 93059 f G604 | 130734 AHTTET| 1504518
i |S|PIUY|[S|I[1I]TIP|N[1[LIR| 6004 138076 6004 14060 B0 | 129113
L1111 1]9]8|7)65[4[3)2/1] Ag A fro le Fro Ser

Rycina 18. Analiza widma MS/MS sygnatu m/z 1504,781 w programie BioTools przed-
stawia rozpoznanie fragmentdw serii jondw typu b- oraz y-, ktére pozwolity na identyfi-
kacje nastepujacej sekwencji aminokwasowej SPMYSIITPNILR
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4.3. OZNACZANIE PANELU MARKEROW BIAtKOWYCH W SUROWICY
Z WYKORZYSTANIEM METODY SEPARACII MAGNETYCZNEJ
| CYTOMETRII PRZEPLYWOWE)

Przy wykorzystaniu techniki separacji magnetycznej i cytometrii przeptywowej
oznaczono stezenia 16 biatek z panelu markeréw nowotworowych w prébkach
surowicy. Wszystkie biatka zostaty wykryte i oznaczone w 71 przeanalizowanych
probkach, a ich stezenia miescity sie w zakresie metody. W przypadku trzech
prébek surowicy (o numerach: 17 — cecha G2, 18 — cecha G1, 65 — cecha G1)
stezenia wiekszosci biatek znalazty sie ponizej zakresu metody, w zwigzku z czym
te probki zostaty wykluczone z dalszych analiz statystycznych.

Tabele 4a i 4b przedstawiajg oznaczone stezenia wszystkich biatek we
wszystkich préobkach surowicy wykorzystanych do analiz statystycznych.

Tabela 4a. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] z panelu markeréw nowotworowych
w surowicy pacjentek z rakiem endometrium (n = 71)

Prébka  CechaG SsEGFR FGF-basic FoIIistatin\ G-CSF sHER2/neu HGF sIL-6Ra \ Leptin
2 3 17016,4 255,62 509,7 108,91 4186,54 1705,11 15792,8 13032,8
4 1 13552,08 244,49 863,84 113,06 1975,84 8087,96  19594,05 5049,43
5 1 17047,4 251,6 716,52 115,82 4175,47 1539,21  15526,14  16742,08
7 2 6305,67 132,61 406,26 40,87 1900,4 877,13 6725,84 2286,11
8 2 6532,39 172,73 335,17 69,7 1845,26 1182,35 7061,96 9352,39
9 2 17193,44 220,25 770,01 85,23 3389,05 1411,68  18521,29  20732,12
10 1 12704,65 278,05 579,93 114,44 3379,71 3030,98  12832,58  16570,47
11 1 14866,46 243,47 617,41 99,9 3884,19 1600,45  12479,64 24486,6
12 2 21923,04 255,62 905,84 99,2 4538,99 1661,71  14191,46 2139581
14 1 17591,05 264,52 596,23 115,82 3944,67 1825,15 14226,5 29497,57
19 3 17042,97 342,63 714,9 122,7 4339,99 2398,03 14100 19445,81

20 2 19634,77 240,38 757,05 107,53 3683,93 1707,66  10447,93 2721,07
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21 21789,42 237,26 737,6 103,37 4680,72 1871,14  17064,73  11575,08
23 19355,51 264,52 1009,1 118,57 3650,62 17332 1487653  8612,94
24 9647,8 206,99 398,01 149,33 1803,41 112635  10570,69  3600,35
25 19110,8 243,47 808,86 99,2 3919,24 17332 1885534  34351,28
26 11412,37 197,88 802,39 79,61 2153,67 136579  9493,95  10295,16
27 12955,86 237,26 829,89 93,63 2844,49 1687,24 1479127  16149,51
28 12809,77 243,47 1189,51 105,45 4005,39 3641,88  16680,01  8547,7

29 18181,25 262,56 695,43 105,45 3579,47 2131,9  13286,48  3982,64
30 19407,91 259,6 886,46 133,66 5616,7 1666,81  13240,77  7060,96
31 14380,2 265,5 499,88 104,76 2719 1518,8  14318,34  8934,46
32 18422,89 236,22 1298,94 85,23 3652,99 146523  12484,72  4547,94
33 13901,18 215,88 427,66 82,42 3499,83 1536,65  17863,73  10875,47
34 18348,24 211,46 540,76 93,63 4015,13 1432,08  14353,53  14565,93
35 6083,02 177,67 351,75 93,63 1752,31 894,91  6626,63 7390,59
36 18804,43 237,26 503,15 81,02 3352,89 1600,45 1493027 3257821
37 4182,7 237,26 724,63 45,99 1622,84 889,83  6171,13 4191,42
38 13124,56 278,05 636,93 126,81 3035,92 1421,88  16024,53  10598,75
39 17299,57 264,52 719,77 105,45 3543,43 1947,81  12586,59  15854,22
40 17303,99 239,34 1928,56 103,37 3858,87 1814,93  17984,32  2765,72
41 19224,46 267,45 687,31 115,13 3834,78 1947,81 1785621  14477,82
45 15261,39 245,52 504,79 111,68 2447,73 146523  17139,84 5346,3

46 18839,47 253,61 421,08 116,5 3817,95 132501 1145422  8287,95
47 5963,9 161,3 424,37 39,4 2125,84 877,13  6603,89 3110,18
49 13543 251,6 537,5 107,53 3912,59 2137,02  19537,32  30873,24
50 16101,41 233,08 799,15 111,68 3580,65 1687,24  11974,61  12295,67
51 2818,37 48,31 122,92 17,43 713,23 296,86  2791,72 859,9

52 3414,11 53,42 160,05 23,23 554,8 396,28  2586,13 3165,3
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53 1 1512,08 64,15 187,64 25,67 845,22 630,23  7288,07 2392,93
54 3 3367,58 53,42 173,05 18,84 702,97 303,86  3539,45 3821,93
55 1 2835,74 70,7 146,21 37,16 719,85 434,58  4492,68  4536,14
57 2 3336,9 56,68 245,02 19,2 843,76 456,29  3650,92 2028,43
59 3 3917,15 64,4 106,92 26,71 934,56 393,73 4040,8 5910,73
60 1 1170,17 36,32 51,18 8,37 413,06 145,71 1062,99 1187,13
61 3 2277,22 50,9 99,92 20,25 576,81 29559  3743,96 2227,03
62 1 3390,29 53,97 111,85 21,66 683,24 352,92 284883  4623,73
67 2 3552,17 63,65 155,17 19,2 599,78 396,92  2262,44 1340,32
72 3 3357,36 51,75 128,24 19,2 797,96 384,3 2533,29 2190,87
76 2 2906,24 60,87 156,79 23,41 570,72 402,66 231041 132,74

77 3 2592,66 54,79 149,47 22,71 601,96 33635  3829,01 488,52

79 3 3281,14 69,27 124,97 28,61 852,96 393,73 4219,97 5483,14
83 3 2224,98 67,83 169,8 33,07 1006,37 501,01  2155,13 3589,21
85 3 1993,01 67,35 104,45 12,41 308,46 249,78 2512,1 1213,02
88 2 2681,33 67,35 138,87 25,15 847,41 513,79 308505  11338,02
89 3 4870,53 80,26 311,06 42,92 1379,48 378,42  5168,81 1504,78
90 2 3511,49 58,01 114,72 24,97 943,09 349,1 4032,57 2254,24
92 2 1494,7 46,54 47,8 8,74 349,49 158,38 1031,8 870,75

93 3 4797,37 59,84 117,18 24,45 863,65 363,12  3025,86 5245,53
98 2 2795,19 52,87 175,48 23,06 720,84 294,32  2030,37 1378,94
99 3 3104,06 45,94 126,2 19,2 824,7 412,87 2789,9 428,36

105 3 4176,52 52,87 152,32 16,71 980,72 277,77  3043,13 2896,45
108 3 3833,27 52,87 157,61 22,71 1019,64 356,11 4222,9 1536,38
112 3 4386,73 58,27 251,47 24,28 1513,47 536,81 369507 474931
113 3 2734,84 70,46 217,58 26,54 845,8 409,68  2290,28  4164,56
116 3 1991,8 63,9 95,38 14,57 590,93 234,53 1785,01 1735,6
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126 3 2443,74 55,6 238,16 28,26 573,7 356,11 2764,53 330,41
129 3 3232,12 65,39 170,2 27,92 1074,13 530,42 4625,73 5383,51
137 3 2729,03 60,09 144,58 27,23 693,72 365,03 3866,44 4348,75
138 1 4412,1 49,18 91,25 16,36 875,4 377,15 2219,82 6512,41
140 3 5454,9 53,42 120,87 21,66 1247,2 433,3 4977,7 6511,02

Tabela 4b. Oznaczone stezenia biatek [pg/ml] z panelu markeréw nowotworowych
w surowicy pacjentek z rakiem endometrium (n = 71)

Prébka Cecha Osteopon- PDGF-AB/BB PECAM-1 Prolactin SCF sTIE-2 sVEGFR-1 sVEGFR-2

G tin
2 3 43774,77 3990,85 4101,47 132686,4 225,31 5534,77 1170,69 2889,86
4 1 45141,4 3037,01 4181,14  76730,68 282,62 7107,88  1090,5 2530,42
5 1 35575,66 3651,9 3299,53 129982,26 226,59 6557,25 1050,37 2577,62
7 2 21358,32 868 1855,86 17151,47 1052 283591 248,79 1173,98
8 2 21270,99 1471,96 2360,93 16227,75 134,46 2804,17 438,64 1169,35
9 2 44052,2 3974,87 3904,39  90475,09 212,98 5673,86 824 2088,1
10 1 65449,28 4320,66 429531  53723,99 236,39 546527 125577 1708,96
11 1 35498,83 2109,36 3913,42 79826,54 221,48 7065,83 949,89 1938,09
12 2 38263,25 2531,2 4373,75  98332,84 210 572025 929,77 2502,11
14 1 59658,5 3681,12 3840,95 143330 207,03 8692,49 859,29 3089,18
19 3 60559,9 3371,18 4092,58 56159,8 256,9 4822,62 1430,59 2814,05
20 2 34985,81  11115,53 3967,47 10468532 222,76 4813,39 889,51 2511,55
21 3 66399,56 2593,91 3895,35 93117,23 238,1 7959,84  1200,73 1989,62
23 1 46173,63 3751,23 4233,96  148116,22 243,22 5757,37  1290,77 2388,98
24 1 56712,33 2615,27 2338,99 21092,89 178,23  2699,97 717,97 1331,74
25 2 42189,41 2776 3694,51 8276823 240,23 5432,84  1540,26 2092,79
26 1 19180,71 2430,09 2966,41 45411,17 139,07 3249,53 844,17 1517,78
27 2 38899,96 3952,17 3376,06  77814,44 237,67 395791 959,95 1863,2
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28 51849,84 4066,17 3886,3 150256,76 240,66 6496,68  1525,31 2709,94
29 43418,35 6060,2 3877,24 69470,34 193,03 5887,35  1120,59 3136,71
30 40575,66 3612,08 3639,06 122195,46 214,25 7220,04 1005,18 2535,14
31 46587,12 4426,43 3299,53 60970,47 184,15 4527,63  1230,76 1863,2
32 46715,35 2270,8 3489,66 91544,76 199,82 5238,43 929,77 1919,36
33 44055,85 3341,11 3376,06 61080,52 192,19 5929,15  1150,65 2520,98
34 42150,05 2338,41 3804,53 85997,06 210,85 5534,77 596,4 1741,65
35 17531,37 934,19 2415,42 28569,56 107,28 1795,47 191,86 979,6
36 66219,23 1425,48 3904,39 62574,76 306,28 4951,86 949,89 1713,63
37 53583,45 902,54 1782,63 32563,34 103,11 2019,32 248,79 629,32
38 52019,05 4184,52 3886,3 119807,46 205,76 6394,22  1055,39 2116,26
39 66673,31 4512,56 4198,77 98875,38 165,14 5840,92  1270,77 2106,87
40 64501,49 1988,66 4572,08 150477,73 238,95 7472,62 949,89 1610,98
41 50933,61 4183,27 4606,28 75854,47 240,66 6091,79 894,54 2417,25
45 47215,07 5209,45 3731,31 178687,49 192,19 3172,12 753,34 1169,35
46 76180,45 4515,79 4110,34 97182,5 211,28 6771,73 748,29 2247,8
47 25286,26 512,79 2022,19 19679,05 116,04 3226,76 320,87 974,98
49 70677,93 2530,14 3527,23 142218,9 286,91 4656,61  1220,75 1592,33
50 52378,84 5618,37 4021,25 219057,17 195,58 7313,56 909,65 1769,68
51 12083,85 384,14 670,22 32427,81 38,55 1578,77 95,6 387,6
52 7220,08 1273,9 721,49 30562,25 37,29  1499,71 136,4 325,97
53 19059,03 891,04 1520,46 8660,63 146,5 2197,82 315,19 1001,65
54 6268,44 696,04 696,04 20453,16 38,02 732,8 258,83 365,48
55 10627,12 975,96 951,13 17689,02 67,22 1258,75 219,86 496,23
57 8411,93 788,39 872,42 19925,1 62,83  2692,35 75,08 429,58
59 5505,56 776,94 834,47 20106,82 52,71  1698,76 273,88 590,18
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60 4373,3 138,86 417,57 4776,56 22,24 566,62 7,23 168,82
61 5247,55 758,41 766,45 15713,32 42,13 976,87 176,96 330,61
62 8525,48 527,72 683,18 13375,57 47,41 987,18 247,53 351,52
67 18011,19 799,45 761,51 30276,98 51,01 1300,36 156,71 499,75
72 10607,38 1348,96 841,63 14893,75 35,29 1027,32 277,64 492,72
76 13027,97 1018,4 726,54 22372,46 42,66 1108,89 260,08 407,41
77 14682,04 520,29 805,58 11593,62 45,83  1511,33 137,67 486,86
79 10821,95 1034,88 955,69 51081,16 63,9 929,94 219,86 454,11
83 12580,85 1007,57 791 7928,42 50,38 963,13 332,69 268,02
85 11268,69 824,62 584,75 9513,91 33,3 1224,11 219,86 207,97
88 12645,09 1248,89 991,87 21755,99 58,14  1335,06 347,67 355,01
89 13372,21 2644,67 1357,21 32230,92 72,59  1907,95 218,6 1245,7
90 11636,42 664,13 800,73 22123,7 51,01 797,58 312,69 445,93
92 5291,23 236,48 388,64 1820,06 21,83 828,33 32,34 263,4
93 11721,34 474,54 1123,71 7640,51 55,48 1757,12 197,17 578,41
98 4425,73 520,54 822,48 9667,83 32,04  1237,97 87,92 445,93
99 15601,29 530,12 810,43 28074,18 24,53 986,04 171,9 417,9
105 15099,41 711,89 766,45 17885,19 39,6 1304,98 194,65 569
108 14763,67 852,08 829,68 11107,45 50,8 900,22 161,78 465,8
112 19103,65 890,3 1225,52 15735,97 63,48  2486,58 223,64 765,17
113 11698,66 604,38 930,53 13085,18 53,35 974,58 347,67 414,41
116 6318,44 356,72 771,38 4514,76 34,56  1212,58 82,79 277,28
126 8295,54 1317,82 744,1 15122,51 43,4 911,65 166,84 377,12
129 11591,27 1170,88 881,81 48092,43 52,18 1725,6 312,69 534,93
137 10682,87 1112,54 746,6 11776,87 36,87 981,46 263,85 358,5
138 9533,25 644,75 1045,28 1450,48 43,4 647,84 173,17 559,6
140 10405,55 623,42 895,83 3184,1 51,01 2048,61 182,02 612,56
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Z kolei tabele 5-8 przedstawiajg srednie, mediany, zakresy oraz odchylenia
standardowe stezen oznaczonych biatek w préobkach surowicy odpowiednio dla
wszystkich pacjentek z rakiem endometrium oraz z podziatem na trzy grupy pa-
cjentek: cecha G1 (n = 23), cecha G2 (n = 24) oraz cecha G3 (n = 24).

Tabela 5. Statystyki opisowe ($rednie, mediany, wartosci minimalne i maksymalne oraz od-
chylenia standardowe) dla stezen biatek [pg/ml] oznaczonych w prébkach surowicy pobra-
nych od wszystkich pacjentek z rakiem endometrium bez podziatu na grupy (n = 71)

Biatko Srednia W LIERE] Minimum Maksimum Odch.
stand.
sEGFR 9344,54 5963,9 1170,17 21923 6891,96
FGF-basic 152,27 161,3 36,32 342,6 94,77
Follistatin 439,45 351,75 47,8 1928,6 356,05
G-CSF 63,06 42,92 8,37 149,3 42,71
sHER2/neu 2131,54 1752,31 308,46 5616,7 1470,28
HGF 1136,13 877,13 145,71 8088 1126,93
sIL-6Ra 8715,39 6626,63 1031,8 19594,1 6004,28
Leptin 8148,76 5049,43 132,74 34351,3 8156,59
Osteopontin ~ 29636,69 19180,71 4373,3 76180,5 21152,47
PDGF-AB/BB 2158,38 1317,82 138,86 11115,5 1882
PECAM-1 2275,7 1855,86 388,64 4606,3 1488,99
Prolactin 55370,62 32230,92 1450,48 219057,2 50710,5
SCF 130,76 107,28 21,83 306,3 87,82
sTIE-2 3394,24 2692,35 566,62 8692,5 2386,82
SVEGFR-1 586,66 332,69 7,23 1540,3 447,17
SsVEGFR-2 1265,97 1001,65 168,82 3136,7 900,64
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Tabela 6. Statystyki opisowe (Srednie, mediany, wartosci minimalne i maksymalne oraz

odchylenia standardowe) dla stezen biatek [pg/ml] oznaczonych w probkach surowicy
pobranych od pacjentek z rakiem endometrium i cechg G1 (n = 23)

Biatko Srednia Mediana Minimum

SEGFR 11812,25 13552,08 1170,17 19355,5 6390,09
FGF-basic 191,85 236,22 36,32 278,1 87,46
Follistatin 515,26 504,79 51,18 1298,9 318,01

G-CSF 85,14 99,9 8,37 149,3 41,97

sHER2/neu 2504,01 2719 413,06 4175,5 1302,74
HGF 1537,28 1432,08 145,71 8088 1570,29
sIL-6Ra 10852,65 12479,64 1062,99 19594,1 5292,33
Leptin 10413,59 8287,95 859,9 32578,2 8609,43

Osteopontin 38025,6 45141,4 4373,3 76180,5 21292,86

PDGF-AB/BB 2612,28 2430,09 138,86 5618,4 1671
PECAM-1 2913,93 3489,66 417,57 4295,3 1346,7
Prolactin 74825,44 62574,76 1450,48 219057,2 59482,25

SCF 170,14 195,58 22,24 306,3 80,16
sTIE-2 4327,49 4951,86 566,62 8692,5 2489,79

SVEGFR-1 716,64 844,17 7,23 1290,8 403,57

sVEGFR-2 1546,47 1713,63 168,82 3089,2 798,46
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Tabela 7. Statystyki opisowe (Srednie, mediany, wartosci minimalne i maksymalne oraz
odchylenia standardowe) dla stezen biatek [pg/ml] oznaczonych w probkach surowicy
pobranych od pacjentek z rakiem endometrium i cechg G2 (n = 24)

Biatko Srednia \ Mediana  Minimum Maksi-
mum
sEGFR 10650,95  9671,08 1494,7 21923 7265,07
FGF-basic 171,38 218,07 46,54 267,5 88,4
Follistatin 570,45 557,49 47,8 1928,6 431,34
G-CSF 66,61 76,06 8,74 133,7 39,91
sHER2/neu 2468,27 2485,17 349,49 5616,7 1557,91
HGF 1236,81 1297,02 158,38 3641,9 822,21
sIL-6Ra 9744,08 8754,95 1031,8 18855,3 6383,74
Leptin 8348,47 4087,03 132,74 34351,3 8497,94

Osteopontin 31773,64  36624,53 4425,73 66673,3 19147,35

PDGF-AB/BB 2600,8 1730,31 236,48 11115,5 2434,18
PECAM-1 2565,8 2868,5 388,64 4606,3 1515,39
Prolactin 59433,86  46821,93 1820,06 150477,7 45202,51

SCF 142,67 149,8 21,83 240,7 82,24
sTIE-2 3842,63 3592,34 797,58 7472,6 2260,75
SVEGFR-1 655,27 631,32 32,34 1540,3 480,97
sVEGFR-2 1467,34 1392,48 263,4 3136,7 963,23
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Tabela 8. Statystyki opisowe (Srednie, mediany, wartosci minimalne i maksymalne oraz

odchylenia standardowe) dla stezen biatek [pg/ml] oznaczonych w probkach surowicy
pobranych od pacjentek z rakiem endometrium i cechg G3 (n = 24)

Biatko Srednia Mediana Minimum

SEGFR 5673,24 3362,47 1991,8 21789,4 5548,72
FGF-basic 95,24 62 45,94 342,6 82,84
Follistatin 235,8 154,97 95,38 737,6 190

G-CSF 38,37 25,5 12,41 122,7 33,73

sHER2/neu 1437,88 899,11 308,46 4680,7 1330,26
HGF 651,01 389,27 234,53 2398 642,97
siL-6Ra 5638,5 3786,49 1785,01 19537,3 5160,16
Leptin 5778,59 3993,25 330,41 30873,2 6952,34

Osteopontin 19460,36 11710 5247,55 70677,9 19448,41

PDGF-AB/BB 1280,96 871,19 356,72 3990,9 984,96
PECAM-1 1373,98 838,05 584,75 4101,5 1171,71
Prolactin 32663,19  15724,65 3184,1 142218,9 38277,08

SCF 81,11 50,91 24,53 286,9 79,32
sTIE-2 2051,48 1264,55 732,8 7959,8 1826,4
sVEGFR-1 393,49 221,75 82,79 1430,6 400,88
SsVEGFR-2 795,77 489,79 207,97 2889,9 761,19
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Ryciny 19 i 20 przedstawiajg rozrzut danych surowych dla dwdch przyktado-
wych biatek dla préobek pobranych od pacjentek z rakiem endometrium z podzia-
tem na trzy grupy: cecha G1 (n = 23), cecha G2 (n = 24) oraz cecha G3 (n = 24).
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Rycina 19. Rozrzut danych surowych dla biatka sIL-6Ra dla prébek pobranych od pacjen-
tek z rakiem endometrium z podziatem na trzy grupy: cecha G1 (n = 23), cecha G2
(n =24) oraz cecha G3 (n = 24)
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Zmienna: sEGFR
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Rycina 20. Rozrzut danych surowych dla biatka sEGFR dla prébek pobranych od pacjen-
tek z rakiem endometrium z podziatem na trzy grupy: cecha G1 (n = 23), cecha G2
(n =24) oraz cecha G3 (n = 24)

Na rycinach mozna zauwazy¢, ze stezenia w grupie z cechg G3 byly nizsze
w poréwnaniu do stezen w pozostatych grupach. We wszystkich grupach raka
endometrium G1, G2 i G3 stezenia biatek byly nizsze w poréwnaniu z grupg kon-
trolng z wyjatkiem FGF-basic w grupach G1 i G2, G-CSF w grupie G1, osteopon-
tyny w grupie G1 oraz prolaktyny we wszystkich trzech grupach (Tabela 9).
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Tabela 9. Mediany stezern markerdow dla cech G1, G2 i G3 i grupy kontrolne;j

Biatko

Stezenia bezwzgledne — mediany (pg/ml)

G1 G2 G3 Grupa kontrolna
sEGFR 13552,08 9671,08 3362,47 22009,43
FGF-basic 236,22 218,07 62 189,85
Follistatin 504,79 557,49 154,97 629,53
G-CSF 99,9 76,06 25,5 87,51
sHER2/neu 2719 2485,17 899,11 4428,57
HGF 1432,08 1297,02 389,27 1444,71
sIL-6Ra 12479,64 8754,95 3786,49 17929,81
Leptin 8287,95 4087,03 3993,25 12370.69
Osteopontin 45141,4 36624,53 11710 38185,47
PDGF-AB/BB 2430,09 1730,31 871,19 4007,5
PECAM-1 4389,66 2868,5 838,05 4981,73
Prolactin 62574,76 46821,93 15724,65 8799,15
SCF 195,58 149,8 50,91 208,57
sTIE-2 4951,86 3592,34 1264,55 7886,31
SVEGFR-1 844,17 631,32 82,79 292,56
SVEGRF-2 1713,63 1392,48 489,79 3520,94
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Wyniki otrzymane przy wykorzystaniu techniki separacji magnetycznej i cy-
tometrii przeptywowej poddano nastepnie statystycznej analizie danych. Celem
analizy statystycznej byto poréwnanie poziomoéw stezen oznaczonych biatek po-
miedzy surowicami pobranymi od pacjentek z rakiem endometrium o réznych
wartosciach cechy G oraz pomiedzy préobkami uzyskanymi od pacjentek z rakiem
endometrium a materiatem z grupy kontrolnej (n = 48). Przeprowadzono analizy
statystyczne, zaréwno jednozmiennowe, jak tez wielozmiennowe. Do wykona-
nia analiz wykorzystano program STATISTICA 12 (Statsoft, Polska) oraz platforme
MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca). We wszystkich przeprowadzo-
nych analizach statystycznych za istotng statystycznie zostata przyjeta wartosc
p <0,05.

Analizy jednozmiennowe polegaty na pordéwnaniu stezend poszczegdlnych
zmiennych (biatek) pomiedzy prébkami pobranymi od pacjentek z rakiem endo-
metrium a prébkami uzyskanymi z grupy kontrolnej oraz pomiedzy prébkami
pobranymi od pacjentek z poszczegdlnymi warto$ciami cechy G a prébkami uzy-
skanymi z grupy kontrolnej. W pierwszej kolejnosci sprawdzona zostata normal-
nos¢ rozktadu analizowanych biatek w surowicy przy wykorzystaniu testu W Sha-
piro-Wilka. Poniewaz rozkfad stezen biatek nie spetniat zatozern o normalnosci
rozktadu, wyniki poddano nastepnie analizie statystycznej z uzyciem nieparame-
trycznego testu U Manna-Whitneya. W przypadku poréwnania pomiedzy préb-
kami pobranymi od wszystkich pacjentek z rakiem endometrium a surowicami
pozyskanymi od kobiet z grupy kontrolnej okazato sie, ze stezenia 14 sposrod
16 biatek réznity sie istotnie statystycznie (Tabela 9).
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Tabela 10. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla poréwnania poziomow stezen biatek
pomiedzy prébkami pobranymi od wszystkimi pacjentek z rakiem endometrium (n = 71)
a probkami pozyskanymi od kobiet z grupy kontrolnej (n = 48). Kolorem czerwonym za-
znaczone zostaty zmienne, ktorych stezenia réznity sie istotnie statystycznie miedzy ana-
lizowanymi grupami

Biatko p

sEGFR >0,000001
FGF-basic 0,631635
Follistatin 0,001461
G-CSF 0,010478
sHER2/neu >0,000001
HGF 0,007758
sIL-6Ra >0,000001
Leptin 0,067520
Osteopontin 0,033045
PDGF-AB/BB 0,000001
PECAM-1 >0,000001
Prolactin >0,000001
SCF 0,000116
sTIE-2 >0,000001
sVEGFR-1 0,009391
sVEGFR-2 >0,000001
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Tabela 11. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla poréwnania poziomow stezen biatek
pomiedzy probkami pobranymi od pacjentek z rakiem endometrium z cechg G1 (n = 23)
a probkami pozyskanymi od kobiet z grupy kontrolnej (n = 48). Kolorem czerwonym
zaznaczone zostaty zmienne, ktérych stezenia roznity sie istotnie statystycznie miedzy
analizowanymi grupami

Biatko p ‘
sEGFR >0,000001
FGF-basic 0,029177
Follistatin 0,207879
G-CSF 0,526842
sHER2/neu 0,000036
HGF 0,662699
sIL-6Ra 0,000622
Leptin 0,897348
Osteopontin 0,763394
PDGF-AB/BB 0,010051
PECAM-1 0,000001
Prolactin >0,000001
SCF 0,221497
sTIE-2 0,000006
sVEGFR-1 0,000192
sVEGFR-2 >0,000001
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Tabela 12. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla poréwnania poziomow stezen biatek
pomiedzy probkami pobranymi od pacjentek z rakiem endometrium z cechg G2 (n = 24)
a probkami pozyskanymi od kobiet z grupy kontrolnej (n = 48). Kolorem czerwonym za-
znaczone zostaty zmienne, ktérych stezenia réznity sie istotnie statystycznie miedzy ana-
lizowanymi grupami

Biatko p

sEGFR >0,000001
FGF-basic 0,499693
Follistatin 0,469857
G-CSF 0,124741
sHER2/neu 0,000079
HGF 0,244141
sIL-6Ra 0,000842
Leptin 0,178993
Osteopontin 0,354564
PDGF-AB/BB 0,003629
PECAM-1 >0,000001
Prolactin >0,000001
SCF 0,013633
sTIE-2 0,000001
sVEGFR-1 0,006572
sVEGFR-2 >0,000001
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Tabela 13. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla poréwnania poziomow stezen biatek
pomiedzy probkami pobranymi od pacjentek z rakiem endometrium z cechg G3 (n = 24)
a probkami pozyskanymi od kobiet z grupy kontrolnej (n = 48). Kolorem czerwonym za-

znaczone zostaty zmienne, ktérych stezenia roznity sie istotnie statystycznie miedzy ana-
lizowanymi grupami

Biatko p ‘ |
sEGFR >0,000001
FGF-basic 0,000111
Follistatin >0,000001
G-CSF 0,000002
sHER2/neu >0,000001
HGF 0,000020
sIL-6Ra 0,000002
Leptin 0,004906
Osteopontin 0,000048
PDGF-AB/BB >0,000001
PECAM-1 >0,000001
Prolactin 0,000025
SCF 0,000001
sTIE-2 >0,000001
sVEGFR-1 0,538399
sVEGFR-2 >0,000001

Stezenia biatek otrzymane dla prébek pobranych od pacjentek z rakiem en-
dometrium poddano analizie korelacji, ktdrej wynik przedstawiony jest na ryci-

nie 21. Analiza korelacji pozwala okresli¢, czy dane dwie zmienne s3 ze sobg sko-
relowane i w jakim stopniu.
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Rycina 21. Analiza korelacji (grupa badana). Kolor czerwony oznacza zmienne skorelo-
wane dodatnio. Im bardziej intensywny kolor, tym korelacja danych zmiennych jest
wieksza

Analize wielozmiennowag przeprowadzono w celu poréwnania petnych profili
biatek z panelu markeréw nowotworowych pomiedzy réznymi grupami pacjen-
tek. Wykonane zostaty analizy: PCA (ang. principal component analysis — analiza
gtéwnych sktadowych) oraz PLS-DA (ang. partial least squares-discriminant ana-
lysis). W pierwszej kolejnosci wykonana zostata wstepna obrébka danych, ktéra
polegata na przeprowadzeniu skalowania zmiennych (autoskalowanie) w celu
umozliwienia pordwnywania zmiennych miedzy sobag.
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Przeprowadzono najpierw analizy dla prébek pobranych od pacjentek z ra-
kiem endometrium w zaleznosci od cechy G. Wynik PCA przedstawia rycina 22.
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Rycina 22. Wykres wektoréw odlegtosci pierwszej gtdéwnej sktadowej wzgledem drugiej
gtéwnej sktadowe] otrzymany w PCA przeprowadzonej dla prébek pobranych od pacjen-
tek z rakiem endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G. Wartosci
w nawiasach odpowiadajg procentowi wyjasnianej zmiennosci przez poszczegdlne
gtéwne sktadowe

Mozna na niej zauwazy¢, ze nie zaobserwowano zadnego grupowania sie
prébek pobranych od pacjentek z cechg G1 oraz G2, natomiast w wyrazny spo-
séb grupuje sie wiekszos¢ prébek od pacjentek z cechg G3; 20 sposréd 24 probek
z tej grupy tworzy wyrazne skupienie, co Swiadczy o tym, ze profile biatek dla
cechy G3 charakteryzujg sie duzym wzajemnym podobienstwem. Jednoczesnie
nalezy zauwazy¢, ze w tym samym miejscu na wykresie lokuje sie kilka punktéw
odpowiadajgcych prébkom pobranym od pacjentek z cechg G1 oraz G2. Ponadto
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bardzo wysoki procent wyjasnianej zmiennosci przez pierwszg gtéwng sktadowa
(PC1 - 63,9%) swiadczy o tym, ze probki skupione po prawej stronie ryciny zna-
czyco roznig sie profilem biatkowym od pozostatych prébek, a cecha G nie jest
tym parametrem, ktéry catkowicie i jednoznacznie odpowiada za zauwazone
grupowanie. Otrzymane wyniki dla petnych profili biatek sg zbiezne z wynikami
statystyk opisowych (Ryciny 19 i 20). Wynik PLS-DA przedstawia rycina 23 i jest on
podobny do wyniku PCA dla tego samego zbioru danych. Ranking wartosci VIP (ang.
variable importance in projection) dla PLS-DA przedstawiono na rycinie 24. Szere-
guje on biatka zgodnie z ich wktadem do separacji grup. Im wieksza wartosc VIP,
tym wieksze jest znaczenie danego biatka w modelu statystycznym.
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Rycina 23. Wykres wektoréow odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem drugiej sktado-
wej otrzymany w PLS-DA przeprowadzonej dla prébek pobranych od pacjentek z rakiem
endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G. Wartosci w nawiasach od-
powiadajg procentowi wyjasnianej zmiennosci przez poszczegdlne sktadowe
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Rycina 24. Ranking wartosci VIP dla PLS-DA przeprowadzonej dla probek pobranych od
pacjentek z rakiem endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G. Kolo-
rowe pola po prawej stronie wskazujg na to, jak ksztattujg sie srednie poziomy odpo-
wiedniego biatka w danej grupie

Nastepnie przeprowadzono analizy dla prébek pobranych od pacjentek z ra-
kiem endometrium w zaleznosci od cechy G oraz dodatkowo dla prébek pozy-
skanych od kobiet z grupy kontrolnej. Wynik PCA przedstawia rycina 25. Mozna
na niej zauwazy¢, ze wiekszo$¢ punktow odpowiadajgcych probkom otrzyma-
nym z grupy kontrolnej koncentruje sie w lewej gornej czesci wykresu, natomiast
kilka probek z tej grupy znajduje sie w obrebie skupienia po prawej stronie wy-
kresu, obejmujgcego gtéwnie prébki pobrane od pacjentek z cechg G3. Niemniegj
jednak druga gtéwna sktadowa (PC2 — 11,4%) oddziela niemalze wszystkie
probki pozyskane z grupy kontrolnej od prébek pobranych od pacjentek z ra-
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kiem. Wynik PLS-DA przedstawia rycina 26 i jest on stosunkowo podobny do wy-
niku PCA dla tego samego zbioru danych, jednakze w tym przypadku oddzielenie
grupy kontrolnej od grupy z rakiem przez pierwszg i drugg sktadowa nie jest tak
wyrazne. Ranking wartosci VIP dla PLS-DA przedstawiono na rycinie 27.
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Rycina 25. Wykres wektoréw odlegtosci pierwszej gtdwnej sktadowej wzgledem drugiej
gtéwnej sktadowej otrzymany w PCA przeprowadzonej dla prébek pobranych od pacjen-
tek z rakiem endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G oraz dla prébek
pochodzacych od kobiet z grupy kontrolnej. Wartosci w nawiasach odpowiadajg procen-
towi wyjasnianej zmiennosci przez poszczegdlne gtdowne sktadowe
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Rycina 26. Wykres wektoréw odlegtosci pierwszej sktadowej wzgledem drugiej sktado-
wej otrzymany w PLS-DA przeprowadzonej dla prébek pobranych od pacjentek z rakiem
endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G oraz dla prébek pochodza-
cych od kobiet z grupy kontrolnej. Wartosci w nawiasach odpowiadajg procentowi wyja-
$nianej zmiennosci przez poszczegodlne sktadowe
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Rycina 27. Ranking wartosci VIP dla b PLS-DA przeprowadzonej dla prébek pobranych
od pacjentek z rakiem endometrium z podziatem na grupy w zaleznosci od cechy G oraz
dla prébek pochodzacych od kobiet z grupy kontrolnej. Kolorowe pola po prawej stronie
wskazujg na to, jak ksztattuja sie srednie poziomy odpowiedniego biatka w danej grupie
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5. DYSKUSJA

Rak endometrium jest najczesciej rozpoznawanym nowotworem narzgdéw
ptciowych u kobiet w krajach rozwinietych. Zachorowalno$¢ bedzie rosngc ze
wzgledu na zwiekszanie sie dtugosci zycia oraz tendencje do otytosci w zindu-
strializowanych spoteczenistwach. Mimo ze rokowanie u chorych z rakiem endo-
metrium jest znacznie lepsze niz u innych chorych na nowotwory ztosliwe narzg-
déw ptciowych, nadal istnieje kilka dotychczas nierozwigzanych problemoéw
zwigzanych z zachorowaniami na EC. Problemem pierwszym jest wykrywanie,
a wiasciwie brak wczesnego wykrywania raka u kobiet niemajacych objawdw
klinicznych. Zwykle nowotwor jest wzglednie szybko rozpoznawany, poniewaz
objawy kliniczne w postaci krwawient z macicy u kobiet juz niemiesigczkujgcych
sg trudne do przeoczenia. Jednak u czesci chorych na raka endometrium krwa-
wienia nie wystepujg. W tych przypadkach wykrycie choroby jest utrudnione,
czego skutkiem moze by¢ ukryty rozwdéj nowotworu i rozpoznanie go juz w fazie
rozsiewu.

Od wielu lat implementuje sie do oceny endometrium badania ultrasonogra-
ficzne wykonane za pomocg sondy dopochwowej. W opublikowanej niedawno
metaanalizie przeprowadzonej na podstawie zebranych ponad trzydziestu pu-
blikacji dostepnych w ogdélnoswiatowych medycznych bazach danych stwier-
dzono, ze ocena grubosci endometrium w badaniu ultrasonograficznym u nie-
krwawigcych kobiet po menopauzie nie jest adekwatng metoda do wykrywania
raka oraz stanu przedrakowego — hiperplazji endometrium z atypig [131]. Nie-
znane sg takze surowicze markery, ktére mozna by oznacza¢ rutynowo z suro-
wicy krwi, a ktore zdolne bytyby wskaza¢ te grupe bezobjawowych chorych.

Problem pozostaje nierozwigzany i badanie proteomu kobiet zdrowych i cho-
rych moze w przysztosci przyczynié¢ sie do zidentyfikowania istnienia ukrytej cho-
roby. Takze identyfikacja biatek towarzyszgcych wczesnym postaciom choroby,
czyli stworzenie bazy biomarkeréw molekularnych wykrywanych w surowicy lub
— jeszcze lepiej — w moczu, moze znalezé zastosowanie jako test skriningowy
w wykrywaniu raka btony sluzowej macicy.

Innym, dotychczas nierozwigzanym problemem jest stratyfikacja chorych
przed planowanym leczeniem. U kobiet, u ktérych nowotwor jest ograniczony
do btony sluzowej macicy, rokowanie jest bardzo pomysine. Prawie wszystkie
zostajg trwale wyleczone. Jednak wsréd tej grupy istnieje podgrupa chorych
(okoto 10%), dotychczas niezidentyfikowana, u ktérych obserwuje sie szybki na-
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wrét choroby [132]. Ani klasyfikacja klinicznego zaawansowania raka endome-
trium wedtug FIGO, ani ocena gradingu nie pozwalajg na wyodrebnienie chorych
z rakiem nisko zaawansowanym i duzym ryzykiem szybkiego nawrotu [133].
Identyfikacja tych chorych jest pilng potrzebg i moze pozwoli¢ na wprowadzenie
innego leczenia niz dotychczas rutynowo stosowane. Wydaje sie, ze wtasnie ba-
dania genomiczne i proteomiczne beda przydatne dla wyrdznienia tej grupy
[134]. Obecnie nie jest znany takze biomarker, surowiczy czy tkankowy, na pod-
stawie ktérego mozna by zidentyfikowac¢ agresywng postaé raka endometrium
[135].

Technologie proteomiczne oparte na spektroskopii masowej sy wykorzysty-
wane w onkologii od niedawna. Ich niewatpliwg zaletg jest mozliwos¢ wykrycia
i jednoczesnie identyfikacji wzglednie niewielkich ilosci biatek obecnych w suro-
wicy lub moczu chorych na nowotwor ztosliwy. Poprzez poréwnanie z proteo-
mami oséb zdrowych proces ten pozwala na ustalenie wzoru biomerkeréw zwia-
zanego z dang chorobg, w przypadku badan bedacych tematem rozprawy — raka
endometrium [12]. Guz nowotworowy, szczegdlnie w poczatkach swego wzro-
stu, jest maty, niewidoczny dla oka i badan obrazowych. Nie wiadomo, czy profil
biatek produkowanych przez jego komorki jest w duzej mierze taki sam jak
w raku duzym, zaawansowanym klinicznie. Wykrycie niewielkich stezen biatek
charakterystycznych dla nowotworu moze mie¢ kluczowe znaczenie dla cho-
rego, jesli chodzi o leczenie i rokowania. Utomnoscig powszechnie stosowanych
w praktyce klinicznej badan surowiczych markerdw jest niska czutos¢ tych me-
tod. Uwaza sie, ze stezenie biatek produkowanych przez komaérki nowotworowe
we wczesnym stadium rozwoju nowotworu moze by¢ nawet 10 miliondéw razy
mniejsze w poréwnaniu do biatek produkowanych przez zdrowe komarki. Wy-
krywanie i identyfikacja tych niewielkich ilosci w surowicy chorego, ktéra zwiera
tysigce innych biatek w znacznie wiekszym stezeniu, jest wspdtczesnym wyzwa-
niem biologii [136].

Zatozeniem podjetych doswiadczen byto dokonanie analizy proteomicznej
surowicy krwi w poszukiwaniu biomarkeréw raka endometrialnego endome-
trium. Zastosowano nowoczesng i ztozong strategie analityczno-bioinforma-
tyczng w analizie zwigzkéw endogennych w surowicy w poszukiwaniu biomar-
keréw o wartosci diagnostycznej, majgcych znaczenie w raku endometrium. Do
przeprowadzenia badan zastosowano nowoczesng platforme analityczng, wyko-
rzystujgcg metody spektrometrii mas (MALDI-TOF-MS, nLC-MALDI-TOF/TOF-
-MS/MS) oraz zintegrowane testy immunologiczne. Opierajacy sie na powyz-
szych technikach nowatorski model poszukiwania biomarkeréw wsparty zostat
zaawansowang analizg bioinformatyczng. W momencie opracowywania tego
manuskryptu baza PubMed nie zawierata publikacji badan wykorzystujgcych
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przedstawiong w pracy metodyke zastosowang w celu poznawania biologii raka
endometrium.

Do niedawna korzystano przede wszystkim z technik opartych na analizie
sktadéw proteomicznych dokonywanej dzieki zastosowaniu technik zelowych
oraz chromatograficznych. Te metody pozwalajg na doktadng analize biatek su-
rowicy, jednak majg pewne ograniczenia. Elektroforeza na zelu poliakrylamido-
wym jest badaniem dtugotrwatym i niemozliwe jest zidentyfikowanie wielu pro-
tein jednoczesnie. Jeszcze do niedawna do identyfikacji tych biatek konieczne
byto ich sekwencjonowanie. Obecnie, gdy dostepnosé¢ spektroskopdw maso-
wych jest znacznie wieksza, identyfikacja moze przebiegac znacznie szybciej.
Chromatografia ptynna o wysokiej rozdzielczosci pozwala na jednoczesng ocene
wielu peptydéw, choé do ich dalszej identyfikacji zwykle wykorzystuje sie takze
spektroskop masowy, jak to zrobiono w badaniu. Identyfikacja biatek lub pepty-
déw odbywa sie na podstawie danych zawartych w bibliotekach proteomicz-
nych. Poniewaz zwykle w przygotowaniu do badania chromatografem biatka zo-
stajg pociete na mniejsze fragmenty (wykonujg to enzymy proteolityczne), final-
nie otrzymuje sie mieszanine réznych tancuchéw aminokwasdw, z ktérych na-
lezy zrekonstruowac cate biatko. Metoda ta nazywana jest ,,0od dotu do gory”
(ang. bottom-up). Metoda niejako przeciwna, kiedy identyfikujemy cate tancu-
chy biatkowe, nazywana jest ,z géry do dotu” (ang. top-down). Aby ztozy¢ uzy-
skane fragmenty w cato$¢ odpowiadajaca biatku, korzysta sie z bibliotek proteo-
micznych [137]. Majgc na uwadze, jak wiele biatek produkowanych jest przez
organizm zaréwno zdrowy, jak i chory, w ktdrym mogg sie rozwijaé guzy o réznej
lokalizacji narzgdowej i w zwigzku z tym o réznej histogenezie, nie zawsze jest
mozliwe zrekonstruowanie catego biatka. Po prostu moze nie by¢ go jeszcze
w bibliotece proteomicznej lub jego zidentyfikowana sekwencja aminokwa-
sowa, szczegblnie jesli jest krotka, moze by¢ przyporzgdkowana do wiecej niz
jednego biatka. Biblioteki proteomiczne sg tworzone nieustannie. Kazde ziden-
tyfikowane biatko lub sekwencja peptydowa zostajg tam umieszczone, co po-
zwala kolejnym badaczom na analize wynikéw MS.

Technologie oparte na elektroforezie na zelu poliakrylamidowym oraz chro-
matografii cieczowej byty i sg wykorzystywane w analizie biatek kobiet chorych
na raka endometrium. W badaniu przeprowadzonym przez Alonso-Alconada
i wsp. zidentyfikowano i zwalidowano aneksyne A2 (ANXA2) jako biomarker na-
wrotu raka endometrium [66]. Badania prowadzono w pierwszym etapie w tra-
dycyjny sposdb za pomocg elektroforezy zelowej, a nastepnie dokonano identy-
fikacji za pomoca chromatografii. Na modelu mysim ustalono, ze zwiekszona
ekspresja ANXA2 koreluje ze zwiekszonym potencjatem dawania przerzutow.
Z kolei Monge analizowat role czynnika transkrypcyjnego ERM/ETV5 w procesie
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inwazji miometrium w badaniach in vitro (linia Hec-1A). Czynnik transkrypcyjny
ERM/ETVS5 bierze udziat w szlakach molekularnych regulujgcych ekspresje
aktyny, TGFB oraz progesteronu. Ponadto ERM/ETV5 zmniejsza aktywnos¢ re-
duktazy Hep27, ktdra jest czynnikiem antyapoptotycznym w procesie indukgji
apoptozy przez stres oksydacyjny. Stwierdzono, ze nadekspresja czynnika tran-
skrypcyjnego poprzez metaloproteinaze-2 zwigzana jest ze zwiekszong zdolnoscig
do migracji i inwazji badanych komdrek [61]. Autorzy sugeruja, ze badania ekspre-
sji ERM/ETV5 raka endometrium w materiale pooperacyjnym moga stac sie czyn-
nikiem predykcyjnym ztosliwosci nowotworu. lhata i wsp. analizowali stezenie
aminokwasow w surowicy krwi chorych, wykorzystujagc chromatografie [67].
U chorych na raka endometrium czutos¢ i swoistos¢ profilu aminokwasowego
poréwnano ze stezeniem CA 125. Przy tej samej czutosci obu markeréw uzy-
skano znacznie wiekszg swoistos¢ dla profilu aminokwasowego. Jednak nalezy
zauwazyé, ze stezenie CA 125 nie jest swoistym markerem dla EC.

Ciekawe w aspekcie rozwoju testu skriningowego dla raka endometrium do-
niesienie opublikowano w 2016 roku [138]. Blendi i wsp. zastosowali techniki
badan proteomicznych do wykrywania markeréw raka endometrium
w aspiracie z macicy. Za pomocg elektroforezy zelowej sprzezonej ze spektro-
skopig mas wykazano, ze aspiraty kobiet chorych na raka zawieraty biatko
ABRACL, mutaze fosfoglicerowg 2, tanicuch beta fibrynogenu oraz aneksyne A3,
ktorych nie znaleziono w aspiratach kobiet zdrowych. W celu weryfikacji wyni-
kow postuzono sie takze technikg western blot, gdzie ostatecznie potwierdzono,
ze tylko dwa biatka, ABRACL oraz mutaza, byly obecne wytacznie w raku endo-
metrium. Zasugerowano przeprowadzenie dalszych badan z wykorzystaniem
aspiratow jako metody tatwo dostepnej i mato inwazyjnej. Nalezy jednak stwier-
dzi¢, ze u pozbawionych klinicznych objawoéw toczgcego sie raka btony sluzowej
trzonu macicy kobiet, u ktdrych najczesciej dochodzi do zarosniecia ujscia ze-
wnetrznego szyjki macicy, wykonanie takiego badania jest niemozliwe.

Zastosowana strategia analityczno-bioinformatyczna potwierdzita, ze analiza
biatek, peptyddw oraz metabolitéw w surowicy krwi chorych jest nowoczesnym,
obiecujgcym narzedziem w ginekologii onkologicznej. Otrzymane wyniki dowo-
dzg, ze istnieje korelacja pomiedzy stanem biologicznym pacjenta a jego statu-
sem proteomicznym i metabolomicznym. Zastosowane techniki analityczne oraz
ich wyniki mogg by¢ dalej wykorzystane do stratyfikacji chorych na raka endo-
metrium, czego implikacjg powinno by¢ spersonalizowane leczenie.

Przeszukujac dostepne bazy danych (PubMed, Scopus, UpToDate, Cochrane Li-
brary) przy uzyciu haset wywotujgcych: ,,endometrial carcinoma” i ,MALDI/TOF”,
,MALDI/TOF/TOF” lub ,MALDI imaging”, uzyskano pie¢ trafieA. Zadne z badan
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nie byto przeprowadzone z uzyciem surowicy krwi chorych. Analizowano ekspre-
sje biatek w tkankach raka. Yang i wsp. zbadali za pomocg techniki SELDI-TOF-
-MS (ang. surface-enhanced laser desorption ionization time-of-flight mass spec-
trometry — spektrometria mas z jonizacjg laserowg wzmocniong powierzch-
niowo i z detektorem czasu przelotu) tkanki raka endometrium, tkanki rozro-
stéw bez atypii oraz rozrostow endometrium z atypig. Wyodrebniono biatko
chaperonine 10, ktére byto charakterystyczne dla tkanek EC. SELDI-TOF-MS sta-
nowi alternatywe techniki MALDI-TOF-MS. W technice SELDI-TOF-MS prébki na-
nosi sie na ptytke o zmodyfikowanej powierzchni, wykazujgcej powinowactwo
biochemiczne do okreslonej klasy zwigzkdéw [139]. Pozostate cztery publikacje oma-
wiaty ogdlnie zagadnienia zwigzane z metodami profilowania biatkowego, rowniez
w raku endometrium. Wyniki wyszukiwania pozwalajg sadzi¢, ze przeprowadzone
i przedstawione w rozprawie badania sg unikalne w skali Swiatowe;j.

W ramach badan otrzymano profile peptydowe analizowanych prébek suro-
wicy przy uzyciu techniki MALDI-TOF-MS w zakresie mas od 1000 do 10 000 Da.
Przeprowadzone poréwnanie profili peptydowych surowicy kobiet zdrowych
oraz kobiet chorych na raka endometrium wykazato, ze ekspresja czesci pepty-
dow jest inna w obu grupach. Udowodniono zatem, ze rak endometrium wywo-
tuje w organizmie zmiany na poziomie proteomicznym.

Analizy statystyczne wykorzystujgce intensywnosci pikow peptydéw otrzy-
mane w wyniku profilowania peptydowego wykazaty statystycznie istotne roz-
nice pomiedzy prébkami pobranymi od kobiet chorych i zdrowych dotyczace
dziesieciu wartosci m/z. Byty to: 1450,19, 3302,16, 1229,32, 3278,79, 1466,88,
4268,50, 1505,09, 1364,55, 7806,35, 1020,99. Profilowanie biatek i peptydéw
dostarcza informacji na temat biomolekut o okreslonych wartosciach m/z rézni-
cujacych grupy; pojedynczo lub jako caty panel biomolekuty te mogg by¢ wyko-
rzystane do klasyfikacji prébek. Kolejnym krokiem jest identyfikacja biomarke-
row diagnostycznych lub prognostycznych odpowiadajgcych okreslonym rézni-
cujgcym pikom na widmach MS. Pozwala to odnies¢ do dostepnego pisSmiennic-
twa naukowego zidentyfikowane biatko i oceni¢ jego zaangazowanie w patome-
chanizm jednostki chorobowej, a takze przeprowadzi¢ walidacje przy uzyciu np.
testu ELISA [140].

W przeprowadzonym profilowaniu peptydowym na podstawie pikéw o war-
tos$ciach m/z 1020,518 oraz 1206,586 i 1465,644 wykazano miedzy probkami
pozyskanymi od kobiet chorych i kobiet zdrowych istotne statystycznie réznice
dotyczace tych pikéw. Sekwencje aminokwasowg DFLAEGGGVR zidentyfiko-
wano na podstawie danych z biblioteki jako faricuch a fibrynogenu (FIBA_HU-
MAN Protein). Fibrynogen jest biatkiem biorgcym udziat w tworzeniu skrzepu
krwi oraz w procesie agregacji ptytek krwi [141]. W analizach proteomicznych
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wykazano, ze tancuchy fibrynogenu sg obecne jako biomerkery w raku urotelial-
nym, raku jajnika i raku zotadka oraz drog zétciowych [142-145]. Sugeruje sie
ponadto, ze fibrynogen lub jego fragmenty znalezione w surowicy krwi oséb
chorych na nowotwdr ztosliwy moga nie byé wynikiem nadprodukgc;ji fibryno-
genu przez komérki watroby, tylko mogg stanowi¢ bezposredni produkt egzo-
proteaz specyficznych dla komdrek raka. Wykazano, ze aktywnos¢ egzopeptydaz
W powigzaniu z procesami wykrzepiania toczagcymi sie w organizmie moze pro-
wadzi¢ do pojawiania sie w surowicy fragmentéw fibrynogenu [146, 147].

Kolejnym peptydem rdznicujgcym grupe badang z rakiem endometrium
z grupg kontrolng byto biatko uktadu dopetniacza C3 (CO3_HUMAN Complement
C3). Zostat on zidentyfikowany na podstawie piku m/z 1504,781 odpowiadajgcej
sekwencji aminokwasowej SPMYSIITPNILR. Biatko to odgrywa podstawowa role
w aktywacji uktadu dopetniacza, ktéry jest systemem regulujgcym wrodzong od-
powiedZ immunologiczng oraz odpowiada za reakcje zapalne. Rozwijajgcy sie
nowotwar jest wynikiem szeregu mutacji oraz zdarzen epigenetycznych, ktére
powodujg, ze komdrka nowotworowa zaczyna réznié sie morfologicznie i funk-
cjonalnie, na przyktad poprzez produkcje antygenéw zwigzanych z guzem, od
komorek zdrowych. Te zmiany powodujg, ze komoérki ztosliwe sg rozpoznawane
przez uktad immunologiczny. W ten sposéb organizm usituje sie broni¢ przed
dalszg inwazjg [148].

Biatka uktadu dopetniacza byty przedmiotem badan u chorych na nowotwory
ztosliwe juz wiele lat temu. Wykazano, ze komorki nowotworowe aktywuja
uktad dopetniacza, co z kolei powoduje podjecie przez organizm préby wyelimi-
nowania czesciowo antygenowo obcych komodrek raka [149, 150]. Jednak akty-
wacja dopetniacza w procesie nowotworowym moze takze petni¢ funkcje pro-
motora w procesie neoangiogenezy, powodowac przewlekty proces zapalny lub
by¢ czynnikiem immunosupresyjnym. W badaniu na zmodyfikowanych myszach
pozbawionych biatka C3 wykazano, poréwnujgc te zwierzeta do myszy niezmo-
dyfikowanych, zahamowanie wzrostu guzéw nowotworowych. Zasugerowano
zatem, ze C3 moze odgrywac role promotora wzrostu guzéw u myszy [151, 152].
Aktywowanie uktadu dopetniacza przez komérki nowotworowe obserwowano
zaréwno w badanach in vitro, jak i w ptynach fizjologicznych pobieranych od
0s06b chorych na nowotwér [151, 153, 154]. Wykazano takze, ze wysoka ekspre-
sja biatek uktadu dopetniacza jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
u chorych na raka prostaty i jelita grubego [155, 156]. U chorych na raka ptuca
wykryto wyzsze stezenia biatek uktadu dopetniacza w surowicy krwi [157].
W badaniach za pomocg techniki MALDI-TOF-MS w niedrobnokomérkowym
raku ptuca takze zidentyfikowano komplement C3 jako biatko sygnaturowe pro-
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cesu nowotworowego [158]. Réwniez w raku jajnika w przeprowadzonych tech-
nikg MALDI-TOF-MS badaniach z surowicy krwi chorych zdefiniowano biatko C3
uktadu dopetniacza jako biatko sygnaturowe [159]. Autorzy sugeruja, ze dalsze
badania mogg wskaza¢ wtasnie to biatko jako uniwersalny marker procesu no-
wotworowego. Podkresla sie réwniez, ze nadekspresja C3 moze odpowiadac za
reakcje zapalne i immunologiczne obserwowane w zespotach paraneoplastycz-
nych, czyli moze by¢ wczesnym objawem raka [160].

Wykazana w przeprowadzonych badaniach nadekspresja biatka C3 potwier-
dza wczesniejsze doniesienia o mozliwosci zastosowania biatka C3 jako markera
chordéb nowotworowych. Oczywiscie konieczne sg dalsze badania w celu zwali-
dowania jego stezen wskazujgcych na toczgcy sie proces nowotworowy.

Jak juz wspomniano, biomarkerem nie musi by¢ pojedyncze biatko. W zasa-
dzie, oprécz podjednostki beta gonadotropiny kosmdéwkowej w raku kosméwki,
nie udato sie dotychczas wyodrebnié pojedynczego biatka, ktore mogtoby petnic
funkcje odpowiednio czutego i swoistego markera nowotworu ztosliwego. Dla-
tego probuje sie implementowac cate panele markerowe do wykrywania, ale
takze monitorowania choréb nowotworowych. Taki panel moze stanowic¢ pro-
teomiczny lub metabolomiczny ,odcisk palca”, swoisty dla danego nowotworu.
Modele klasyfikacyjne i dyskryminacyjne zbudowane przy uzyciu wielu zmiennych
cechujg sie wysoka czutoscig i wysokg swoistoscig, co wykazano w rozprawie.

Badaniem wielomarkerowym byta jednoczesna ocena stezen czynnikow bio-
logicznych o udokumentowanym udziale w procesach angiogenezy. Angioge-
neza jest podstawowym procesem biologicznym niezbednym do rozwoju nowo-
tworu. Poszukiwania markerdéw tego procesu trwajg od dawna, a mozliwosé ich
wykorzystania w klinice w diagnostyce i leczeniu jest szeroko dyskutowana
[161-164].

Przeprowadzone w ramach badan zaprezentowanych w rozprawie oznacze-
nia wykorzystujgce stezenia oznaczonych biatek w surowicy uczestniczgcych
w procesie angiogenezy wykazaty, ze w prébkach pobranych od wszystkich cho-
rych z EC i prébkach pozyskanych od kobiet zdrowych stezenia 14 sposrdod 16
biatek réznity sie istotnie statystycznie. Biatkami tymi byty: sEGRF, folistatyna,
G-CSF, sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra, osteopontyna, PDGF-AB/BB, PECA-1, prolak-
tyna, SCF, sTIE-2, sVEGR-1 i sVEGR-2. Jednak mediany bezwzglednych stezen
sEGREF, folistatyny, sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra, leptyny, PDGF-AB/BB, PECA-1, SCF,
STIE-2, sVEGR-1 i sSVEGR-2 u kobiet z rakiem endometrium byty nizsze niz w po-
pulacji kobiet zdrowych. Natomiast tylko stezenie prolaktyny byto istotnie wyz-
sze u chorych na raka endometrium we wszystkich trzech grupach zréznicowa-
nia histologicznego: G1, G2 i G3, a réznice byly istotne statystycznie.
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W grupie kontrolnej i w grupie z rakiem endometrialnym G1 zaobserwowano
istotnie rdznigce obie grupy stezenie zasadowego czynnika wzrostu fibroblastéw
(FGF-basic) oraz czynnika wzrostu granulocytow (G-CSF). W nizszych stopniach
zrdéznicowania nowotworu nie zanotowano istotnosci statystycznej pomiedzy
stezeniami FGF-basic w prébkach pobranych od kobiet z grupy badanej i z grupy
kontrolnej, mimo ze bezwzgledne stezenia byty rdwniez podwyzszone. Wsrdd
tych biatek nalezy poszukiwa¢ markerdw raka endometrium.

W tradycyjnym ujeciu surowiczych markerdéw oczekuje sie, ze stezenia biatek
mogacych stuzyé jako biomarkery powinny by¢ podwyzszone, czyli tatwe do zwe-
ryfikowania i poréwnania z wyliczconym zakresem norm dla populacji zdrowej.
Wiekszos¢ biatek z panelu Bio-Plex nie spetnia tego warunku. Nalezy takze zwro-
ci¢ uwage, ze stezenia minimalne i maksymalne oznaczonych biomarkeréw
w poszczegblnych przypadkach raka endometrium réznig sie nawet kilkukrotnie.
Moze to oczywiscie zaleze¢ od wielkosci guza, czyli ilosci komdrek nowotworo-
wych zdolnych produkowaé dane biatka. Jednak nawet w przypadku prolaktyny,
ktdrej stezenie rdznito sie istotnie statystycznie i byto wyzsze niz w grupie kon-
trolnej w kazdym stopniu zréznicowania guza, wartosci minimalne poszczegdl-
nych przypadkdw raka mieszczg sie w granicach normy dla zdrowej populacji ko-
biet po menopauzie. Prolaktyne juz wczesniej badano i sugerowano jej wartosc
jako markera u chorych na raka endometrium oraz raka jajnika. Opisano ponad
300 réoznych procesow biologicznych, ktore odbywaja sie z udziatem prolaktyny,
w dziataniu zaréwno endokrynnym, jak i parakrynnym, jako cytokiny [165]. Poza
przysadka, PRL jest wydzielana w wielu innych narzadach, np. w komérkach fo-
likularnych jajnika, w komdrkach podscieliska endometrium i w limfocytach krwi
obwodowej. Synteza pozaprzysadkowa odbywa sie z udziatem innego promo-
tora niz w przysadce, cho¢ sekwencje aminokwasowe sg takie same [166, 167].
W surowicy spotyka sie rézne izoformy PRL, co zwigzane jest z potranslacyjng
fosforylacjg i glikozylacjg oraz z tworzeniem makromolekut poprzez wzajemne
wigzanie sie czasteczek prolaktyny oraz wigzanie z 1gG. Czasteczka prolaktyny
tworzy motyw wezta cystynowego, charakterystyczny dla wielu czynnikéw wzro-
stu. Prolaktyna tgczy sie ze swoim receptorem w szlaku molekularnym kinaz ty-
rozynowych Jak2, Fyn i Tec, fosfatazy SHP-2, guaninowego czynnika Vav i biatka
supresorowego sygnatu SOCS [168]. Aktywuje takze mitogenny szlak kinazy pro-
teinowej MAPK, czego wynikiem jest dziatanie proliferacyjne PRL [169]. Wiele
lat temu wykazano, ze hiperprolaktynemia jest zwigzana z powstawaniem gu-
zo6w nowotworowych w gruczole piersiowym [170].

Po raz pierwszy o podwyzszonych surowiczych stezeniach prolaktyny w raku
endometrium pisali Yurkovetsky i wsp. w 2009 roku. Zbadano 64 surowicze
biatka, ktore mogty stuzy¢ jako biomarkery raka endometrium [171]. Prolaktyna
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okazata sie markerem o czutosci wynoszacej 98,3% i swoistosci 98%, najwyzszej
wsrod wszystkich badanych biatek. Jednak, mimo uptywu prawie dekady, pro-
laktyna nie weszta na state do panelu markeréw raka endometrium.

Fizjologicznym inhibitorem PRL jest dopamina. W duzym retrospektywnym
badaniu wykazano, ze przyjmowanie lekdw antypsychotycznych majacych dzia-
tanie antagonistyczne w stosunku do dopaminy spowodowato wzrost zachoro-
wan na raka piersi 0 16%. Zachorowalnos¢ byta najwyzsza w grupie przyjmujacej
lek od dawna oraz wzrastata wraz z kumulacjg dawki [172]. W prospektywnym
badaniu ,,Nurse Health Study” zaobserwowano dodatnig korelacje zachorowal-
nosci na raka piersi z podwyzszonym surowiczym stezeniem prolaktyny [173,
174]. W badaniu Levina i wsp. stwierdzono, ze surowicze stezenia prolaktyny
u chorych z rakiem endometrium i rakiem jajnika byty znamiennie statystycznie
wyzsze w porownaniu do kobiet z nieztosliwymi guzami, a takze ze stezenie PRL
nie byto zalezne od stopnia zaawansowania nowotworu, ale malato wraz ze
wzrostem ztosliwosci guza (G) [175]. W prezentowanych w tej rozprawie bada-
niach réwniez wykazano malejgce stezenia prolaktyny w guzach mato zréznico-
wanych. Co wiecej, podwyzszone stezenia PRL obserwowano takze u 0séb z ro-
dzin o duzej agregacji zachorowan na raka jajnika. W przywotanej wyzej pracy
badano transkrypty PRL obecne w tkankach zdrowych (przysadka, jajnik, endo-
metrium) oraz tkankach raka jajnika i endometrium. Uzyto startera proksymal-
nego dla PRL pochodzenia przysadkowego i startera dystalnego dla PRL pocho-
dzacej spoza przysadki. Uzyskano ciekawe wyniki. W tkance przysadki obserwo-
wano przewazajacg ekspresje transkryptu proksymalnego z niewielka do-
mieszky transkryptu dystalnego. W prawidtowej tkance endometrium obecne
byty oba transkrypty, natomiast juz w prawidtowym endometrium, ale przylega-
jacym do ogniska raka, uzyskano ekspresje gtéwnie transkryptu dystalnego.
W tkankach raka endometrium i raka jajnika obecny byt przysadkowy, fizjolo-
giczny transkrypt proksymalny. Zauwazono jednak w tych tkankach wzrost ak-
tywnosci receptora prolaktynowego. Autorzy zaobserwowali réwniez, ze w ho-
dowli komérkowej prolaktyna ma negatywny wptyw na proces apoptozy indu-
kowanej cisplatyng. Z kolei w do$wiadczeniu z pochodzgcymi z nabtonka jajnika
(NOE) oraz endometrium komérkami, ktore poddano dtugotrwatemu dziataniu
prolaktyny, zaobserwowano proliferacje komorek oraz szybkie tworzenie klo-
noéw. Dodanie do kultury biatka o dziataniu anty-Ras w znacznym stopniu zaha-
mowato ten efekt.

Whioski z przeprowadzonych przez Levina i wsp. badani sg niezwykle cie-
kawe. Po pierwsze dowodzg, ze prolaktyna jako biatko nie jest jednorodng cza-
steczka. Rdzna ekspresja transkryptéw proksymalnych i dystalnych sugeruje, ze
w procesie karcinogenezy bierze udziat,inna” czasteczka prolaktyny niz ta, ktorg
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znamy jako hormon przysadkowy. Ta réznorodnos$¢ moze by¢ wynikiem, jak juz
wspomniano, modyfikacji potranslacyjnych, gtéwnie glikozylacji. Nie sg do korica
poznane glikoformy prolaktyny, ale nie oznacza to, ze nie mogg istnie¢. Wyka-
zano, ze 20% prolaktyny produkowanej w przysadce ulega glikozylacji [176].

Podobnie dzieje sie w przypadku drugiego filogenetycznie starego hormonu, ja-
kim jest gonadotropina kosmdéwkowa. Istnieje wiele izoform gonadotropiny ko-
sméwkowej, roznie uglikowanych, a biologiczna funkcja wielu z nich nie jest znana.
We wszystkich nowotworach ztosliwych wykazano obecnosé hCG, ale jest to hCG
o innej strukturze czgsteczki niz ta, ktérg oznaczamy w cigzy [177].

W przedstawionych w pierwszej czesci rozprawy badaniach spektroskopig
mas nie wykryto sekwencji charakterystycznych dla prolaktyny w badanych za-
kresach mas. Oznacza to, ze w procesach zwigzanych z karcinogenezg nie biorg
udziatu metabolity lub fragmenty prolaktyny mieszczgce sie w masie do 10 000
daltonéw. Swiadczy to o tym, ze jednak cata czastka prolaktyny jest konieczna
w karcinogenezie (masa 23 kDa, 26 kDa — glikozylowana). W tej sytuacji, majac
na uwadze duze zakresy surowiczych stezen prolaktyny i przyjmujac, ze prolak-
tyna jest konieczna w procesie karcinogenezy raka endometium, nalezy zatozy¢,
ze albo kluczowa role odgrywa ekspresja jej receptora (PRLR), albo prolaktyna
poprzez swoj receptor zapoczatkowuje i modeluje transformacje nowotwo-
rowa, ale nie bierze juz udziatu w dalszych etapach rozwoju guza.

W cytowanej powyzej pracy Levina i wsp. wykazano, ze stezenie prolaktyny
byto wysokie w rozrostach endometrium, ktére sg stanami przedrakowymi raka
endometrium. Fakt ten mozna ttumaczy¢ wtasnie mobilizacjg prolaktyny i jej re-
ceptora w inicjacji transformacji nowotworowej endometrium. Jednak nie wia-
domo, jakie procesy molekularne mogga poczatkowac te mobilizacje, poniewaz
nie wszystkie rozrosty, nawet te z atypig komérkowa, transformujg dalej w raka
[178].

Proces karcinogenezy sktada sie z trzech etapow: inicjacji, promocji i progre-
sji [179]. Petna transformacja wymaga aktywacji co najmniej dwdch onkogendw,
inaktywacji genu supresorowego oraz aktywacji czynnikdéw wzrostu. Mozliwe
jest, jak wykazali Levin i wsp., ze prolaktyna wkracza w proces karcinogenezy na
etapie aktywacji onkogenu Ras, uruchamiajgc poprzez swoj receptor aktywnosc
licznych czynnikdw wzrostu, co doprowadza do rozwoju raka [175]. Mozna ocze-
kiwac¢ zatem, ze ciggta ekspozycja na prolaktyne tkanki wrazliwej, np. endome-
trium, moze spowodowad inicjacje karcinogenezy.

Wiadomo takze, ze aktywacja genu Ras prowadzi do stabilizacji aktywnosci
receptora prolaktynowego [180]. Jednak sugeruje sie takze, ze prolaktyna moze
aktywowac bezposrednio czynniki wzrostu, takie jak insulinowe czynniki wzro-
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stu (IGF-1i IGF-Il), ktére bezposrednig drogg stymulujg komarki do produkcji pro-
laktyny bez koniecznosci aktywacji Ras [181, 182]. Jednak by w petni zrozumiec
role prolaktyny w karcinogenezie, niezbedne sg dalsze badania.

Niestety, nie we wszystkich nowotworach taki model dziatania prolaktyny sie
potwierdza. W raku piersi stezenie prolaktyny nie jest zalezne ani od wielkosci
guza (stopien zaawansowania), ani od jego ztosliwosci [183]. W raku prostaty
natomiast potwierdzono zaleznos¢ stezenia PRL od stopnia ztosliwosci, ale nie
od wielkosci guza [184].

Prolaktyna, a wtasciwie jej receptor, wydaje sie by¢ dobrym kandydatem do
stworzenia terapii celowanej w leczeniu nowotwordw, szczegélnie tych, w kto-
rych stwierdza sie podwyzszone jej stezenia. W 2016 roku opublikowano wyniki
badan | fazy u chorych na raka piersi oraz prostaty, ktérzy wykazywali ekspresje
prolaktyny. Podawano im przeciwciato skierowane przeciwko receptorowi pro-
laktyny. Niestety, nie zaobserwowano zadnego efektu terapeutycznego w bada-
nych grupach [185].

Jak juz wspomniano, w przeprowadzonych badaniach stezenia pozostatych
biatek z panelu 16 biomarkerdw byty nizsze niz w grupie kontrolnej. W zwigzku
z tym nie mogg one stuzyc¢ jako biomarkery raka endometrium. Dane z piSmien-
nictwa dotyczace tych biomarkerdw czesto znacznie sie réznig. Wiekszos¢ do-
niesien w piSmiennictwie méwi o obnizonych poziomach sEGFR u pacjentéw
z nowotworami réznych lokalizacji i histologii w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi. Takie wyniki otrzymali Baron i wsp. [186] w przypadku nabtonkowego
raka jajnika, Muller i wsp. [187] w przypadku raka piersi z przerzutami oraz Jan-
tus-Lewintre i wsp. [80] oraz Maramotti i wsp. [77] w przypadku niedrobnoko-
morkowego raka ptuca. Jednakze inne badania, przeprowadzone przez Jacota
i wsp. [188], wskazujg na brak réznic w stezeniu tego biatka miedzy osobami
chorymi a zdrowymi w przypadku niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Sasaki
i wsp. [189] nie wykazali z kolei réznic w przypadku grasiczaka, a Horata i wsp. —
u chorych na raka jajnika [190].

Analizowano takze stezenia FGF-basic w surowicy krwi chorych. Nadekspre-
sja FGF jest zwigzana z agresywnym fenotypem nowotworu i byta obserwowana
w wielu nowotworach ztosliwych [191]. W raku pecherza moczowego obserwo-
wano podwyzszone stezenia markera w wysokich stopniach zaawansowania
oraz w nawrotach [192]. Podobng korelacje z zaawansowaniem nowotworu oraz
matym zrdznicowaniem raka wykazano w raku trzustki [193], nerki [194], jadra
[195] oraz w glejakach [196]. Doniesienia dotyczace ekspresji SFGF w raku piersi
roznig sie, cho¢ wiekszos¢ badaczy nie zanotowata korelacji pomiedzy stopniem
zaawansowania a stopniem ztosliwosci nowotworu [197, 198]. W raku endome-
trium polscy autorzy wykazali za pomocg komercyjnie dostepnych testéw

99



(ELISA) statystycznie znamienng rdznice pomiedzy typem | i typem Il raka endo-
metrium — stezenia FGF-basic u chorych na raka typu Il byty dwukrotnie wyzsze
niz u kobiet z rakiem typu | oraz odpowiednio dziesie¢ i dwadziescia razy wyzsze
niz u kobiet zdrowych [199]. Catkowite stezenia zasadowego czynnika wzrostu fibro-
blastéw byty jednak znacznie nizsze niz uzyskane w badaniach prezentowanych
w rozprawie; wynosity: 10,7 pg/ml dla raka typu | (endometrialnego) i 20,2 pg/ml
dla raka typu Il. Stezenia byly istotnie wyzsze takze u chorych z zaawansowanym
nowotworem, czego wynikiem byty krétsze przezycia chorych.

W oznaczeniach wtasnych panelu Bio-Plex stezenia FGF-basic byty znamiennie
wyzsze w poréwnaniu do probek uzyskanych od oséb zdrowych tylko w prébkach
pobranych od chorych z rakiem G1. W grupach G2 i G3 stezenia byty nizsze niz
w grupie kontrolnej. Miedzy badanym materiatem uzyskanym od chorych na raka
endometrium a prébkami pobranymi od kobiet zdrowych nie odnotowano staty-
stycznie znamiennej rdznicy stezer FGH-basic, co jest wynikiem odmiennym do wy-
nikdw opublikowanych przez przywotanych wyzej Dobrzycka i wsp.

Trudno w sposéb jednoznaczny odnie$é sie do tych danych. Mozna jedynie
zasugerowac, ze byé moze w grupie z rakiem G1 byty chore z agresywng postacia
raka, o ztym rokowaniu, wtasnie te, ktére wymagajg szczegdlnej uwagi w proce-
sie kwalifikacji do leczenia. Dane z piSmiennictwa sugerujg tez, ze zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastow jest odpowiedzialny za zdolnos¢ do tworzenia
przerzutéw i szybki rozwdj raka. Jednak rola FGF-basic w procesie karcinogenezy
wydaje sie by¢ bardziej skomplikowana niz tylko udziat w tworzeniu nowych na-
czyn krwionosnych. Jak wykazaty badania, stezenie FGF nie zawsze koreluje
z gestoscig naczyn krwionosnych w badanej tkance, a jest to marker histolo-
giczny neoangiogenezy [200]. Sugeruje sie zatem, ze mechanizm zwiekszenia po-
tencjatu proliferacyjnego oraz metastatycznego moze byc¢ zwigzany z bezposred-
nim mitogennym dziataniem FGF na komdrki [201]. Wykonane badania, ktérych
wyniki zaprezentowano w rozprawie, potwierdzajg odwrotng zaleznos¢ ekspre-
sji FGF-basic od ztosliwosci nowotworu, mimo ze nie uzyskano wynikéw istot-
nych statystycznie w grupie kontrolnej oraz w grupie G2. Wraz ze wzrostem zto-
$liwosci nowotworu spadato bezwzgledne stezenie zasadowego czynnika wzro-
stu fibroblastéw. Mediana stezenia dla catej grupy rakéow wynosita 161,3 pg/ml,
w grupie rakow G1 — 236,22, G2 — 218,07, a G3 — tylko 62,0 pg/ml. Podobne
wyniki uzyskali Faridi i wsp. u chorych na raka piersi [202].

Stezenia folistatyny osiggnety znamiennosc¢ statycznie istotng tylko w grupie
G3. Wartosci bezwzgledne byty znacznie nizsze niz w grupie kontrolnej. W gru-
pach G1 i G2 rdznice byly nieistotne. U chorych na raka jajnika wykazano, ze
surowicze stezenia folistatyny oraz CA 125 byly znamiennie wyzsze w poréwna-
niu do osdb zdrowych, a takze chorych z nieztosliwymi guzami jajnikow [203].
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Z kolei u chorych z rakiem watroby wysokie stezenia folistatyny wigzaty sie
z agresywnym przebiegiem procesu nowotworowego oraz ztg prognozg [204].
W raku jajnika, zotadka, piersi i ptuca wysokie stezenia FST zwigzane sg z krot-
szymi okresami przezycia chorych [205]. Stwierdzono ponadto, ze w raku zo-
tadka stezenia surowicze folistatyny wykazujg odwrotng korelacje w guzach
z przerzutami do weztéw chtonnych — stezenia byty nizsze niz w grupie kontrol-
nej [206]. Natomiast obecnos¢ licznych przerzutéw w rakach nisko zréznicowa-
nych wigzata sie z wyzszymi stezeniami aFST. Ta obserwacja jest zbiezna z wyni-
kami badan folistatyny w panelu markerowym; podwyzszone stezenia obserwo-
wano tylko w guzach nisko zréznicowanych G3.

Stezenia wszystkich pozostatych czynnikéw byty znamiennie nizsze u chorych
z rakiem endometrium. Nie mogg zatem stuzy¢ jako biomarkery tego procesu
nowotworowego. Jednak analizujgc bezwzgledne wartosci stezen poszczegél-
nych biatek, mozna zauwazyé pewng prawidtowos¢. Najnizsze stezenia zanoto-
wano w grupie raka G3. Raki G1 zas charakteryzowaty sie wartosciami najwyz-
szymi, ale tez réznice pomiedzy wartosciami minimalng i maksymalng w tej gru-
pie byty bardzo duze. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze w tej grupie sg chore z rakiem
endometrium o odmiennej biologii niz u chorych, u ktérych stezenia markerow
byty znaczgco nizsze. Innymi stowy, w tej dobrze rokujgcej grupie chorych ukryte
sg, jak wiadomo z praktyki klinicznej, przypadki raka o ztej prognozie. Dalsza ob-
serwacja chorych z tej grupy pod katem pojawienia sie nawrotow i 3- lub 5-let-
nich przezyé moze wytoni¢ podgrupe, ktora wymaga specjalnej uwagi i innego,
bardziej agresywnego leczenia.

Wiele z badanych surowiczych biomarkeréw obecnie jest przedmiotem zain-
teresowania firm farmaceutycznych poszukujgcych lekédw do terapii celowa-
nych. Dysregulacja procesow angiogenezy odgrywa znaczng role we wzroscie
i progresji guza nowotworowego. W ginekologii onkologicznej pierwszym lekiem
wprowadzonym do leczenia klinicznego jest bewacyzumab, czyli humanizo-
wane, monoklonalne przeciwciato blokujgce dziatanie VEGF [207]. Przeciwciato
to zostato pierwotnie dopuszczone do stosowania, razem z 5-fluorouracylem,
w leczeniu raka jelita grubego, a nastepnie raka piersi, niedrobnokomérkowego
raka ptuca oraz raka jajnika [208, 209]. Kolejnym przeciwciatem wprowadzonym
do leczenia jest aflibercept. Stanowi on ztozong substancje zawierajgcg rekom-
binowane biatka domen zewnatrzkomérkowych receptoréw VEGFR-A, VEGR-B
oraz ludzkg immunoglobuline IgG1. Jego dziatanie polega na zdolnosci do tacze-
nia sie na zasadzie putapki z VEGF oraz z fosfatydyloinozytolem [210]. Afliber-
cept jest obecnie testowany w kilku nowotworach ztosliwych [211-213]. Pazo-
panib jest przeciwciatem aktywnym przeciwko VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, re-
ceptorowi PDGF (PDGFR) oraz biatku c-kit [214]. Obecnie lek jest zarejestrowany
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w leczeniu raka nerki oraz miesakow tkanek miekkich [215, 216]. Nintedanib, ko-
lejne przeciwciato skierowane przeciwko receptorom VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
PDGFR-, PDGFR, FGFR-1 i FGFR-3 jest testowane w raku ptuca oraz raku jelita gru-
bego [217, 218]. Kolejne przeciwciata znajdujg sie w fazie badan klinicznych.

Wydaje sie, ze leczenie celowane, stosowane zresztg zwykle ze standardowa
chemioterapia, powinno znaczgco podniesc progi 5-letnich przezyé. W praktyce,
niestety, tak sie nie dzieje. W przypadku najdtuzej stosowanego bewacyzumabu
w raku jajnika wydtuzenie okreséw wolnych od nawrotu choroby (PFS — ang.
progression free survival) wynosi okoto 6 miesiecy, a odsetek przezy¢ 5-letnich
nie ulegt zmianie [219]. Przeciwciata stosowane w terapiach celowanych maja
takze wiele dziatan ubocznych. Jest to zrozumiate, poniewaz jako terapia syste-
mowa, oprdocz niszczenia potencjalnych naczyi w guzie, uniemozliwiajg odnowe
w tkankach zdrowych. Uposledzajg gojenie sie ran, mogg by¢ takze przyczyna
krwotokdw.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze do catkowitego poznania i zrozumienia
wszystkich zaleznos$ci w szlakach molekularnych procesu karcinogenzy nalezy
przeprowadzié¢ wiele badan i doswiadczen. Kazde z nich w jakim$ — cho¢by ma-
tym — stopniu zbliza swiat badaczy do tego celu. Mozliwe, ze poznanie proteo-
mow, chociazby zdrowych tkanek, jest zamierzeniem na lata. Ale mozliwe tez,
ze nagle pojawi sie metoda, ktéra uprosci procedury i zgtebimy te zaleznosci
w ciggu kilku lat.



1. Zastosowana strategia analityczno-bioinformatyczna potwierdzita, ze ana-
liza biatek i peptyddw w surowicy krwi chorych jest nowoczesnym, obiecujg-
cym narzedziem w ginekologii onkologiczne;j.

2. Otrzymane wyniki dowodzg, ze istnieje korelacja pomiedzy stanem biolo-
gicznym pacjenta a jego statusem proteomicznym.

3. Proces karcinogenezy raka endometrium powoduje zmiany w proteomie,
ktore moga by¢ wykryte u chorych, i moga by¢ one markerem tego procesu.

4. Zastosowane techniki analityczne oraz ich wyniki mogg by¢ dalej wykorzy-
stane do stratyfikacji chorych na raka endometrium, czego implikacjg po-
winno by¢ spersonalizowane leczenie.

5. Wykazane biatka sygnaturowe: taricuch alfa fibrynogenu oraz biatko ukfadu
dopetniacza C3 sg biatkami sygnaturowymi raka endometrium i mogg stac
sie przedmiotem dalszych badan w aspekcie oceny ich stezen w celu straty-
fikacji chorych na agresywng postac raka endometrium.

6. Panele wielomarkerowe stanowig swoisty dla danego nowotworu , odcisk
palca” i mogg zostac¢ wykorzystane w dalszych badaniach, zaréwno proteo-
micznych, jak i klinicznych.

7. Markerem surowiczego raka endometrialnego btony sluzowej trzonu macicy
jest prolaktyna. Nalezy kontynuowa¢ badania, ktére mogg doprowadzi¢ do
wykorzystania wiedzy o tym markerze w konstrukcji lekéw do terapii celo-
wane;j.
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Tabela 14. Opis prébek wykorzystanych w badaniu

Nr Wiek FIGO Rozpoznanie Cecha G
probki histopatologiczne
pooperacyjne
1 2 57 liIc1 rak endometrialny 3
2 4 76 1A rak endometrialny 1
3 5 63 1A rak endometrialny 1
4 6 54 Il rak endometrialny 2
5 7 63 Il rak endometrialny 2
6 8 78 1B rak endometrialny 2
7 9 69 111B rak endometrialny 2
8 10 64 Il rak endometrialny 1
9 11 67 1A rak endometrialny 1
10 12 65 A rak endometrialny 2
11 14 60 1A rak endometrialny 1
12 15 63 1A rak endometrialny 2
13 16 80 1A rak endometrialny 2
14 17 70 IB rak endometrialny 2
15 18 69 1A rak endometrialny 1
16 19 64 IB rak endometrialny 3
17 20 62 IB rak endometrialny 2
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18 21 55 IA rak endometrialny
19 23 74 1A rak endometrialny
20 24 72 A rak endometrialny
21 25 66 1A rak endometrialny
22 26 64 1A rak endometrialny
23 27 72 1A rak endometrialny
24 28 63 IB rak endometrialny
25 29 51 1A rak endometrialny
26 30 57 A rak endometrialny
27 31 74 Il rak endometrialny
28 32 57 1A rak endometrialny
29 33 60 1A rak endometrialny
30 34 71 IB rak endometrialny
31 35 83 1A rak endometrialny
32 36 79 1A rak endometrialny
33 37 72 IB rak endometrialny
34 38 48 Il rak endometrialny
35 39 61 IB rak endometrialny
36 40 63 Il rak endometrialny
37 41 69 IB rak endometrialny
38 43 77 Il rak endometrialny
39 44 73 1A rak endometrialny
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40 45 58 IA rak endometrialny
41 46 56 1A rak endometrialny
42 47 73 IB rak endometrialny
43 49 77 A rak endometrialny
44 50 52 1A rak endometrialny
45 51 56 IVB rak endometrialny
46 52 57 1B rak endometrialny
47 53 75 1A rak endometrialny
48 54 65 IB rak endometrialny
49 55 72 IB rak endometrialny
50 56 62 1A rak endometrialny
51 57 64 1A rak endometrialny
52 59 68 IB rak endometrialny
53 60 63 IB rak endometrialny
54 61 77 1A rak endometrialny
55 62 72 1A rak endometrialny
56 65 67 IA rak endometrialny
57 67 70 1A rak endometrialny
58 68 66 IB rak endometrialny
59 69 48 Il rak endometrialny
60 71 77 IB rak endometrialny
61 72 67 Il rak endometrialny
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62 74 53 IA rak endometrialny
63 75 54 1A rak endometrialny
64 76 64 Il rak endometrialny
65 77 63 1A rak endometrialny
66 79 66 Il rak endometrialny
67 81 63 1A rak endometrialny
68 82 64 IB rak endometrialny
69 83 65 IVB rak endometrialny
70 85 72 1B rak endometrialny
71 86 62 1A rak endometrialny
72 87 56 IB rak endometrialny
73 88 64 Il rak endometrialny
74 89 50 Il rak endometrialny
75 90 70 Il rak endometrialny
76 92 72 lnc rak endometrialny
77 93 43 IB rak endometrialny
78 95 62 IA rak endometrialny
79 96 62 1A rak endometrialny
80 97 62 1A rak endometrialny
81 98 58 Il rak endometrialny
82 99 60 IB rak endometrialny
83 100 67 1A rak endometrialny
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84 101 66 IA rak endometrialny
85 102 78 IB rak endometrialny
86 103 53 1A rak endometrialny
87 105 49 1A rak endometrialny
88 106 35 1A rak endometrialny
89 107 56 c rak endometrialny
90 108 62 IA rak endometrialny
91 109 63 Il rak endometrialny
92 110 78 1 rak endometrialny
93 111 68 1A rak endometrialny
94 112 65 1B rak endometrialny
95 113 83 Il rak endometrialny
96 115 62 111B rak endometrialny
97 116 78 IB rak endometrialny
98 117 61 1A rak endometrialny
99 118 55 IVB rak endometrialny
100 119 68 A rak endometrialny
101 120 86 1A rak endometrialny
102 122 57 1A rak endometrialny
103 123 61 1A rak endometrialny
104 124 66 1A rak endometrialny
105 125 59 1A rak endometrialny
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106 126 78 IVB rak endometrialny
107 127 68 IB rak endometrialny
108 129 60 1A rak endometrialny
109 130 65 IB rak endometrialny
110 131 57 IA rak endometrialny
111 132 72 IB rak endometrialny
112 134 43 1A rak endometrialny
113 135 73 lic rak endometrialny
114 136 59 1A rak endometrialny
115 137 47 1A rak endometrialny
116 138 62 1A rak endometrialny
117 139 61 1A rak endometrialny
118 140 78 IB rak endometrialny
119 141 61 II1A rak endometrialny
120 142 57 lHc rak endometrialny
121 143 85 IB rak endometrialny
122 144 53 1A rak endometrialny
123 145 74 1A rak endometrialny
124 148 70 1A rak endometrialny
125 150 41 1A rak endometrialny
126 151 61 1A rak endometrialny
127 152 67 IIc rak endometrialny
128 153 73 Il rak endometrialny
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129 154 52 1A rak endometrialny
130 155 67 IB rak endometrialny
131 156 66 111B rak endometrialny
132 157 58 IB rak endometrialny
133 158 76 Il rak endometrialny
134 159 63 Il rak endometrialny
135 160 66 1A rak endometrialny
136 161 62 1A rak endometrialny
137 162 45 Il rak endometrialny
138 164 65 I\ rak endometrialny
139 165 64 1A rak endometrialny
140 166 61 1A rak endometrialny
141 167 67 IB rak endometrialny
142 168 70 Il rak endometrialny
143 169 40 A rak endometrialny
144 170 69 IB rak endometrialny
145 171 65 IB rak endometrialny
146 172 64 1A rak endometrialny
147 173 79 IB rak endometrialny
148 174 70 A rak endometrialny
149 175 65 IB rak endometrialny
150 176 69 IB rak endometrialny
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9. STRESZCZENIE

Zwalczanie nowotworéw ztosliwych jest dzi$ gtdwnym wyzwaniem medycyny.
Od co najmniej 30 lat nie zanotowano znaczgcego postepu w leczeniu systemo-
wym nowotworow ztosliwych. Kazdy nowotwér ma inng, charakterystyczng dla
siebie biologie. Wydaje sie, ze kluczem do zwalczania nowotwordw ztosliwych
moze by¢ lepsze poznanie molekularnej biologii kazdego rodzaju raka, takze
w zakresie interakcji powstajgcego nowotworu z organizmem, w ktérym sie rozwija.

Proteomika jest dziedzing biologii molekularnej, ktéra w potgczeniu z bioin-
formatyka zajmuje sie badaniem proteomu, czyli identyfikacjg, poznaniem
struktury, funkcji oraz oddziatywan biatek, jakie s3 zakodowane w genomie.
Kazda tkanka, rowniez nowotworowa, ma swdj witasny pakiet protein, czyli pro-
teom. Proteom jest jednostka dynamiczng, mogacg zmieniac sie w czasie i nie
jest prostym przetozeniem ekspresji gendw na produkcje biatka. Jednoczesna
identyfikacja wielu biatek z pojedynczej prébki biologicznej w celu znalezienia
protein stanowigcych wzorzec dla tkanek zdrowych i chorych oraz uczynienie
z niego markerdw to zadanie rozwijajgcej sie proteomiki. Pojecie: metabolom
jest jeszcze szersze niz proteom. Metabolom stanowi ogdt metabolitow obec-
nych w organizmie, narzadzie, tkance lub komérce. Metabolomika jest najbar-
dziej zwigzana z fenotypem i od niego zalezna. Efekty badan zaréwno biatek, jak
tez metabolitéw obecnych w tkankach lub/i ptynach sg w centrum uwagi bada-
czy poszukujgcych biomarkeréw choréb nowotworowych.

Badania proteomiczne obejmuja procedury jednoczesnego oczyszczania i se-
paracji zwigzkéw wchodzacych w sktad wielosktadnikowych prébek materiatu
biologicznego, a nastepnie ich identyfikacje i interpretacje w celu wyselekcjono-
wania potencjalnych biomarkeréw, ktérych przydatnosé powinna by¢ zweryfi-
kowana i zwalidowana. Obecnie najwieksze znaczenie w ocenie mieszanin bia-
tek, jaka jest np. ludzka surowica, zyskuje spektroskopia mas. Spektroskopia mas
to technika, ktéra pozwala ocenia¢ sktad skomplikowanych mieszanin zawiera-
jacych tysigce biatek, ale tez jest w stanie wykry¢ nawet $ladowe ilosci danego
biatka w badanej mieszaninie. Cele badaiA proteomicznych to odkrycie pro-
teomu cztowieka oraz odkrycie réznic pomiedzy proteomem fizjologicznym
i proteomem zwigzanym z chorobg, badanie zwigzkéw pomiedzy proteomicz-
nym stanem zdrowia i choroby, a takze poznawanie reakcji proteomu na stoso-
wane leczenie.

Rak endometrium to najczesciej rozpoznawany nowotwor narzgdow ptcio-
wych u kobiet w krajach rozwinietych i drugi (po raku szyjki macicy) w krajach
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rozwijajacych sie. Poszukiwania markeréw biochemicznych raka endometrium
rozwijaty sie réwnolegle z poszukiwaniami markeréw innych nowotworéw. Ba-
dania z ostatnich lat skupiajg sie na poszukiwaniu innych cech markerowych,
ktore mogtyby dostarczyé danych do postawienia jednoznacznej prognozy co do
przebiegu choroby.

Celem tej pracy byto zastosowanie nowoczesnej i ztozonej strategii anali-
tyczno-bioinformatycznej w analizie biatek endogennych w surowicy w poszuki-
waniu biomarkeréw o wartosci diagnostycznej i réznicujgcej u chorych na raka
endometrium. Cel pracy realizowano poprzez badanie proteomiczne surowicy
chorych na raka endometrialnego endometrium; celem badania byto poszuki-
wanie profilu peptydowego charakteryzujgcego chorobe w przedziale mas od
1000 do 10 000 Da. Ponadto na podstawie bibliotek proteomicznych dokonano
identyfikacji znalezionych peptyddéw. Przeprowadzono réwniez ocene stezen
biatek biorgcych udziat w procesach angiogenezy w surowicy chorych na raka endo-
metrium i korelacje cechy klinicznej stopnia ztosliwosci nowotworu chorych na ten
nowotwor z ekspresjg biatek zaangazowanych w proces angiogenezy.

Do badania wtgczono surowice pobrane od 176 chorych na nowotwér zto-
$liwy macicy. Do analizy profilowania biatek i peptydéw wykorzystano technike
spektrometrii mas typu MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics,
Brema, Niemcy). Markery procesu angiogenezy (SEGFR, FGF-basic, follistatin,
G-CSF, HGF, sHER2/neu, sIL-6Ra, leptin, osteopontin, PECAM-1, PDGF-AB/BB,
prolactin, SCF, sTIE-2, sVEGFR-1, sVEGFR-2) zostaty oznaczone jednoczesnie
w probkach surowicy za pomocy testu immunologicznego Bio-Plex Pro Human
Cancer Biomarker Panel 1 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) wedtug instrukcji produ-
centa. Wyniki otrzymane przy wykorzystaniu techniki separacji magnetycznej
i cytometrii przeptywowej poddano nastepnie statystycznej analizie danych. Ce-
lem analizy statystycznej byto poréwnanie poziomdw stezen oznaczonych biatek
pomiedzy surowicami pobranymi od pacjentek z rakiem endometrium o réznych
wartosciach cechy G oraz pomiedzy préobkami uzyskanymi od pacjentek z rakiem
endometrium a materiatem z grupy kontrolnej (n = 48). Zatozeniem podjetych
doswiadczen byto dokonanie analizy proteomicznej surowicy krwi w poszukiwa-
niu biomarkeréw raka endometrialnego endometrium. Przeprowadzone porow-
nanie profili peptydowych surowicy kobiet zdrowych oraz kobiet chorych na
raka endometrium wykazato, ze ekspresja cze$ci peptyddéw jest inna w obu gru-
pach. Analizy statystyczne wykorzystujgce intensywnosci pikdw peptydéw
otrzymane w wyniku profilowania peptydowego wykazaty statystycznie istotne
roéznice pomiedzy probkami pobranymi od kobiet chorych i zdrowych dotyczace
dziesieciu wartosci m/z (stosunek masy do tadunku). W przeprowadzonym pro-
filowaniu peptydowym na podstawie pikéw o wartosciach m/z 1020,518 oraz
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1206,586 i 1465,644 wykazano miedzy prébkami pozyskanymi od kobiet cho-
rych i kobiet zdrowych istotne statystycznie rdznice dotyczace tych pikow. Se-
kwencje aminokwasowg DFLAEGGGVR zidentyfikowano na podstawie danych
z biblioteki jako taricuch a fibrynogenu (FIBA_HUMAN Protein). Kolejnym pep-
tydem rdznicujgcym grupe badang z rakiem endometrium z grupy kontrolng
byto biatko uktadu dopetniacza C3 (CO3_HUMAN Complement C3). Wykazana
w przeprowadzonych badaniach nadekspresja biatka C3 potwierdza wczesniej-
sze doniesienia o mozliwosci zastosowania biatka C3 jako markera choréb no-
wotworowych. Udowodniono zatem, ze rak endometrium wywotuje w organi-
zmie zmiany na poziomie proteomicznym. Biomarkerem nie musi by¢ pojedyn-
cze biatko, dlatego prébuje sie implementowac cate panele markerowe do wy-
krywania, ale takze monitorowania choréb nowotworowych. Taki panel moze
stanowi¢ proteomiczny lub metabolomiczny , odcisk palca”, swoisty dla danego
nowotworu. Badaniem wielomarkerowym byfa jednoczesna ocena stezen czyn-
nikdw biologicznych o udokumentowanym udziale w procesach angiogenezy.
Przeprowadzone w ramach badan zaprezentowanych w rozprawie oznaczenia
wykorzystujgce stezenia oznaczonych biatek w surowicy uczestniczgcych w pro-
cesie angiogenezy wykazaty, ze w probkach pobranych od wszystkich chorych
z EC i prébkach pozyskanych od kobiet zdrowych stezenia 14 sposrdd 16 biatek
roznity sie istotnie statystycznie. Biatkami tymi byty: sEGRF, folistatyna, G-CSF,
sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra, osteopontyna, PDGF-AB/BB, PECA-1, prolaktyna, SCF,
sTIE-2, sSVEGR-1 i sSVEGR-2. Jednak mediany bezwzglednych stezen sEGRF, foli-
statyny, sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra, leptyny, PDGF-AB/BB, PECA-1, SCF, sTIE-2,
SVEGR-1 i sVEGR-2 u kobiet z rakiem endometrium byly nizsze niz w populacji
kobiet zdrowych. Natomiast tylko stezenie prolaktyny byto istotnie wyzsze
u chorych na raka endometrium we wszystkich trzech grupach zréznicowania
histologicznego: G1, G2 i G3, a rdznice byty istotne statystycznie. W grupie kon-
trolnejiw grupie z rakiem endometrialnym G1 zaobserwowano istotnie réznigce
obie grupy stezenie zasadowego czynnika wzrostu fibroblastéw (FGF-basic) oraz
czynnika wzrostu granulocytéw (G-CSF). W nizszych stopniach zréznicowania
nowotworu nie zanotowano istotnosci statystycznej pomiedzy stezeniami FGF-
basic w préobkach pobranych od kobiet z grupy badanej i z grupy kontrolne;j,
mimo ze bezwzgledne stezenia byty rowniez podwyzszone. Wykonane badania
potwierdzajg odwrotng zaleznos¢ ekspresji FGF-basic od ztosliwosci nowotworu,
mimo ze nie uzyskano wynikdéw istotnych statystycznie w poréwnaniu z grupa
zdrowych kobiet oraz w grupie G2. Wraz ze wzrostem ztosliwosci nowotworu
spadato bezwzgledne stezenie zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow. Ste-
zenia folistatyny osiggnety znamiennos¢ statycznie istotng tylko w grupie G3.
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Wartosci bezwzgledne byty znacznie nizsze niz w grupie kontrolnej. W grupach
G1i G2 rdznice byty nieistotne.

Zastosowana strategia analityczno-bioinformatyczna potwierdzita, ze analiza
biatek i peptydéw w surowicy krwi chorych jest nowoczesnym, obiecujagcym na-
rzedziem w ginekologii onkologicznej, a otrzymane wyniki dowodzg, ze istnieje
korelacja pomiedzy stanem biologicznym pacjenta a jego statusem proteomicz-
nym. Proces karcinogenezy raka endometrium powoduje zmiany w proteomie,
ktére moga by¢ wykryte u chorych, i mogg by¢ one markerem tego procesu, za$
zastosowane techniki analityczne oraz ich wyniki mogg by¢ dalej wykorzystane
do stratyfikacji chorych na raka endometrium, czego implikacjg powinno by¢
spersonalizowane leczenie. Wykazane biatka sygnaturowe: faricuch alfa fibryno-
genu oraz biatko uktadu dopetniacza C3 sg biatkami sygnaturowymi raka endo-
metrium i mogg staé sie przedmiotem dalszych badan w aspekcie oceny ich ste-
zen w celu stratyfikacji chorych na agresywng postaé raka endometrium. Panele
wielomarkerowe stanowig swoisty dla danego nowotworu ,,odcisk palca” i moga
zostac¢ wykorzystane w dalszych badaniach, zaréwno proteomicznych, jak i kli-
nicznych. Markerem surowiczego raka endometrialnego btony sluzowej trzonu
macicy jest prolaktyna. Nalezy kontynuowac badania, ktére mogg doprowadzic¢
do wykorzystania wiedzy o tym markerze w konstrukcji lekéw do terapii celowa-
nej. Podsumowujgc, mozna stwierdzié, ze do catkowitego poznania i zrozumie-
nia wszystkich zaleznosci w szlakach molekularnych procesu karcinogenzy na-
lezy przeprowadzi¢ wiele badan i doswiadczen. Kazde z nich w jakims$ — chocby
matym — stopniu zbliza Swiat badaczy do tego celu. Mozliwe, ze poznanie pro-
teomow, chociazby zdrowych tkanek, jest zamierzeniem na lata. Ale mozliwe
tez, ze nagle pojawi sie metoda, ktdra uprosci procedury i zgtebimy te zaleznosci
w ciggu kilku lat.
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10. SUMMARY

Combatting of malignant tumours represents today the main challenge for
medicine. For at least 30 years no significant progress has been noted in
systemic treatment of malignant tumours. Every of them manifests a distinct,
typical for it biology. The key for combatting malignant tumours seems to
involve better recognition of molecular biology of every tumour, including inter-
action of the arising tumour with its host.

Proteomics represents a branch of molecular biology which, in association
with bioinformatics examines or identifies proteome, structure, function and
interactions of proteins coded in the genome. Every tissue, including the neo-
plastic ones, carries its packet of proteins, the proteome. Proteome is a dynamic
unit, which changes in time and cannot be equalled with a simple result of gene
transcription. Parallel identification of multiple proteins in a single biological
sample, with the aim of identifying proteins representing standard pattern of
proteins or a proteome of healthy and pathological tissues or providing markers
of the tissue represents the aim of just developing proteomics. The term of
metabolom is broader than the proteome: it represents all the metabolites pre-
sent in an organism, organ, tissue or a cell. Metabolomics is linked particularly
and dependent on phenotype. Effects of studies on proteins and metabolites
present in tissues and/or fluids remain in the centre of investigators searching
for biomarkers of neoplastic diseases.

Proteomic studies involve procedures of parallel purification and separation
of compounds composing the multi-component biological material samples, fol-
lowed by their identification and interpretation in order to select potential
biomarkers, the suitability of which should be verified and validated. At present,
the most significant in evaluation of protein mixtures such as, e.g., human serum
becomes mass spectroscopy, the technique allowing to define composition of
complex mixtures of thousands of proteins but capable of detecting even traces
of a given protein in the studied mixture. Proteomic studies aim at defining
human proteome, at detecting differences between physiological proteome and
the proteome linked to a disease, examination of the relationship between pro-
teomic conditions of health and that of disease and identification of proteome
reaction to the applied treatment.

Endometrial cancer represents one of the most frequently diagnosed genital
tumours in women of developed countries and the second (after cervical cancer)
in developing countries. In recent years the search for biochemical markers of
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endometrial cancer developed in parallel to searches for other markers which
might provide an unequivocal prognosis related to course of the disease.

Present study aimed at establishing a modern and complex analytic-bioinfor-
matic strategy in analysis of endogenous serum proteins, searching for biomarkers
identifying peptide profile characterising the disease within the mass range of
1000 to 10 000 Da. Moreover, taking advantage of proteomic libraries the inves-
tigated peptides were identified. Also concentration of serum proteins partici-
pating in angiogenetic processes was evaluated in sera of endometrial cancer
patients. Also the trait of clinical malignancy degree of endometrial cancer in
the patients was attempted to be correlated with expression of the proteins
engaged in the angiogenesis process.

The studies included sera taken from 176 patients with malignant uterine
tumours. The analysis of protein and peptide profiling took advantage of mass
spectroscopy technique of MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme type (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Markers of angiogenetic process (SEGFR, FGF-basic, fol-
listatin, G-CSF, HGF, sHER2/neu, sIL-6Ra, leptin, osteopontin, PECAM-1, PDGF-
-AB/BB, prolactin, SCF, sTIE-2, sVEGFR-1, sVEGFR-2) were estimated in parallel
in sera samples using the immunological test of Bio-Plex Pro Human Cancer
Biomarker Panel 1 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in line with producer's instruc-
tion. Subsequently, the results obtained using magnetic separation and flow
cytometry were subjected to statistical analysis, aimed at comparison of concen-
trations of estimated proteins between sera of patients with endometrial cancer
manifesting various values of G trait with material of the control group (n = 48).
The undertaken experiments aimed at conducting proteomic analysis of sera in
the search for biomarkers of endometrial cancer. The performed comparison of
peptide profiles typical for sera of healthy women and women carrying endo-
metrial cancer demonstrated that a proportion of peptide expression was
distinct in the two groups. Statistical analyses of peak intensities representing
peptides profiling demonstrated statistically significant differences between
samples obtained from healthy women and those obtained from ill women
involving values of mass/charge. In the conducted peptide profiling involving
peaks of mass/charge values of 1020,518, 1206,586 and 1465,644, statistically
significant differences were demonstrated between peaks representing samples
originating from ill women and those representing healthy women. The amino
acid sequence of DFLAEGGGVR was identified on the basis of library data as the
chain a of fibrinogen (FIBA_HUMAN Protein). Another peptide differentiating
the studied group with endometrial cancer and the control group involved pro-
tein C3 (CO3_HUMAN Complement C3). The demonstrated in the studies over-
expression of C3 protein confirmed the earlier reports on potential application
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of C3 protein as a marker of neoplastic diseases. Thus, endometrial cancer was
proven to induce in the body alterations on the proteomic level. A biomarker
does not need to involve the entire protein and, accordingly, attempts are made
to implement whole marker panels to detect and to monitor neoplastic
diseases. Such a panel may represent a proteomic or metabolomic "fingerprint",
specific for a given tumour. Here the multi-marker examination included the
parallel evaluation of biological factors with documented involvement in angio-
genesis. The conducted above presented estimations of concentrations mani-
fested by the estimated serum proteins involved in angiogenesis demonstrated
that in samples taken from all patients with EC and in samples obtained from
healthy women concentrations of 14 out of 16 proteins differed signifi-
cantly. The proteinsincluded: sEGRF, folistatin, G-CSF, sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra,
osteopontin, PDGF-AB/BB, PECA-1, prolactin, SCF, sTIE-2, sVEGR-1 and sVEGR-2.
However, median values of absolute concentrations of sEGRF, folistatin,
sHER2/neu, HGF, sIL-6Ra, leptin, PDGF-AB/BB, PECA-1, SCF, sTIE-2, sVEGR-1 and
SVEGR-2 in women with endometrial cancer were lower than those in popula-
tions of healthy women. On the other hand only concentration of prolactine was
significantly higher than that in patients with endometrial cancer in all three
groups of histological differentiation: G1, G2 and G3, and the differences were
statistically significant. The control group and the group with endometrial
cancer G1 significantly differ in the concentrations of basic fibroblast growth
factor (FGF-basic) and of granulocyte growth factor (G-CSF). At lower grades of
tumour differentiation no statistical significcance could be noted between con-
centrations of FGF-basic in samples taken from women of the examined group
and those from the control group even if absolute values of concentrations were
also elevated. The conducted studies confirmed the inverse relationship be-
tween expression of FGF-basic and tumour malignancy even if no statistically
significant results were obtained, as compared to the group of healthy women
and group G2. Increase in tumour malignancy was accompanied by a decreasing
absolute value of basic fibroblast growth factor. Concentrations of folistatin
reached a statistical significance only in the G3 group. The absolute values were
much lower than those in the control group. In the groups of G1 and G2 the
differences were insignificant.

The applied analytical-bioinformatic strategy confimed that analysis of pro-
teins and peptides in patients' sera is a modern, promising tool in oncological
gynaecology while the obtained results prove that there exist a correlation
between patient's biological condition and his/her proteomic status. The pro-
cess of carcinogenesis in endometrial cancer causes changes in proteome, which
may be detected in patients and which might represent markers of the process

136



while the applied analytical techniques and their results may be subsequently used
for stratification of patients with endometrial cancer, resulting in a personalized
treatment. The demostrated signature proteins: fibrinogen alpha chain and
protein C3 of the complement system represent signature proteins of endome-
trial cancer, potentially providing subject for further studies: their concentration
may help in stratification of patients, identifying those with an aggressive form
of the tumour. The multi-marker panels provide a specific for a given tumour
"fingerprint" and may be used in further studies, both proteomic and clinical
ones. Marker for the serous endometrial cancer in mucosa of uterine corpus
involves prolactin. The studies should be continued, which may help in taking
advantage of the knowledge on the marker in construction of drugs for targeted
therapy. Summing up the above, one may conclude that a full recognition and
understanding of all relationships in molecular pathways of carcinogenetic pro-
cess requires several experiments and studies. Every one of them in some, even
if a small degree, brings the investigators to that aim. Recognition of proteomes,
even of healthy tissues only, may take years. But it is also possible that suddenly
a method will appear which will simplify the procedures and we will understand
the relationships within a few years.








