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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Preeklampsja (PE) jest gtéwna przyczyng $mierci ptodu i matki. Doktadny patomechanizm
stanu przedrzucawkowego nie zostal do tej pory poznany. Preeklampsja wspétistnieje z
wieloma innymi chorobami, ktére czesto trudno ze soba powigzaé i znalezé powody ich
wystepowania. Istnieje wiele czynnikéw predykcji PE, ale nie sg one wysoce swoiste. Diagnoza
stanu przedrzucawkowego wydaje sie bardzo skomplikowana, co jest kolejnym argumentem
za zglebianiem wiedzy na temat tej choroby. Mimo iz dotychczas dokonano wiele odkryé
na temat patomechanizmu PE z uzyciem metod proteomicznych, ciagle nie ma jednego,
swoistego biomarkera badz klasyfikatora biomarkeréw stanu przedrzucawkowego. Badania
na poziomie genomu sa wazne, poniewaz moga pomdc nam zrozumie¢ genetyczne predys-
pozycje pacjentéw dotknietych ta choroba. Niemniej jednak naukowcy ostatnimi czasy
zaczeli interesowaé sie patofizjologia PE i prébuja znalezé odpowiedZ na pytanie: co jest
prawdziwg, bezposrednia przyczyna stanu przedrzucawkowego? A zatem, odkrycie biatka,
ktére bytoby dobrym predykcyjnym czynnikiem rozwoju PE, znacznie przyspieszytoby opieke
medyczna nad kobietami w ciazy, a tym samym zmniejszytoby ryzyko wystapienia zespotu
HELLP i $mierci ptodu i matki. Oprécz funkcji diagnostycznej takiego odkrycia, pomogtoby
lepiej zrozumieé patogeneze stanu przedrzucawkowego i by¢ moze znalez¢é w przysztosci lek
stosowany do zahamowania rozwoju tej choroby. Aby dokonaé przetomu w tej dziedzinie,
naukowcy zmuszeni sg do korzystania z najnowocze$niejszych metod proteomiki, ktére
pozwalaja na analize niewielkich ilo§ci materiatu biologicznego, w mozliwie najkrétszym
czasie, dajac tym samym wiele informacji na temat istniejacych biatek w prébce. Taka
optymalizacje umozliwiajg dwie techniki, najczesciej wykorzystywane przez naukowcéw:
tandemowa spektrometria mas i mikromacierze biatkowe.

biomarkery - era postgenomowa - mikromacierze biatkowe - preeklampsja - proteomika
- tandemowa spektrometria mas

Summary

Preeclampsia (PE) is the leading cause of death of the fetus and the mother. The exact patho-
mechanism has not so far been clarified. PE coexists with many other diseases, but it is often
difficult to explain the association between them and find a clear reason for their occurrence.
There are many predictive factors, but none are highly specific in preeclampsia. The diagnosis
of preeclampsia seems to be very complex, which is another argument for the exploration of
knowledge on this subject. Although many of the discoveries have hitherto been made in the
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field of proteomics, still no single specific biomarker of preeclampsia has been discovered.
Research at the genome level is important because it can help us understand the genetic
predisposition of patients affected by this disease. Nevertheless, researchers have recently
become more interested in the pathophysiology of PE, and they are trying to answer the qu-
estion: what is the real, direct cause of preeclampsia? Thus, the discovery of a protein that is
agood predictor of preeclampsia development would significantly accelerate the medical care
of pregnant women, and consequently reduce the risk of occurrence of HELLP syndrome and
fetal death. Apart from the predictive and diagnostic function, such a discovery would help
us to better understand the pathogenesis of preeclampsia and to find in the future a medical
drug to suppress this disease. In order to make a breakthrough in this field, scientists need to
use the most modern methods of proteomics, which allow for the analysis of small amounts
of biological material in the shortest possible time, thereby giving a lot of information about
existing proteins in the sample. Such optimization allows two methods, most commonly used
by researchers: tandem mass spectrometry and protein microarray technique.
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WPROWADZENIE

ECD - rozpad z wychwytem elektrondw (electron capture dissociacion); ESI - elektrorozpylanie
(electrospray ionization); FPPM - mikromacierze biatkowe z fazg prosta (forward-phase protein
microarray); GC — chromatografia gazowa (gas chromatography); HELLP — zesp6t HELLP (hemo-
lyticanemia, elevated liver enzymes, low platelet count); HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczowa (high-performance liquid chromatography); MALDI - desorpcja laserowa z udziatem
matrycy (matrix-assisted laser desorption/ionization); MS - spektrometria mas (mass spectro-
metry); MS/MS - tandemowa spektrometria mas (tandem mass spectrometry); m/z - stosunek
masy do tadunku jonu; PE - preeklamspja (preeclampsia); RPPM — mikromacierze biatkowe z fazg
odwrécong (reverse-phase protein microarray); SELDI - powierzchniowo wzmocniona laserowa
desorpcja/jonizacja (surface-enhanced laser desorption/ionization); TOF — analizator czasu prze-
lotu (time of flight); UPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa (ultrahigh-performance liquid
chromatography).

zmienny, moze przebiegaé z réznym stopniem nasile-

nia nadci$nienia tetniczego i biatkomoczu lub moze by¢

Preeklampsja (stan przedrzucawkowy) jest chorobg
wystepujaca w 3-5% cigz w Europie Zachodniej i Ame-
ryce Pétnocnej [9]. Odnotowuje sie prawie 8,5 mln przy-
padkéw rocznie na catym $wiecie [1]; jest najczestsza
przyczyna $miertelnosci kobiet w cigzy. Klinicznie scho-
rzenie to wiaze sie z nadci$nieniem 2140/90 mmHg
i biatkomoczem 20,3 g/24 godz., wystepujacymi po 20
tygodniu cigzy, u kobiet z wczesniej stwierdzonym pra-
widlowym ci$nieniem i brakiem biatka w moczu [19].
Ocenia sie, ze u niemal 35% kobiet z nadci$nieniem
cigzowym przed 34 tyg. cigzy rozwinie si¢ preeklamp-
sja. Przebieg stanu przedrzucawkowego jest osobniczo

powiktany zespotem HELLP (hemolytic anemia, elevated
liver enzymes, low platelet count) oraz rzucawka [43].
Do objawéw towarzyszacych naleza uogdlnione obrzeki,
bél glowy oraz zaburzenia widzenia, a w ciezszych przy-
padkach moze wystapi¢ niewydolno$é watroby i nerek,
zaburzenia krzepniecia, zespdt niewydolno$ci oddecho-
wej oraz wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania
ptodu [9,19].

Mimo wielu hipotez, patogeneza stanu przedrzucaw-
kowego nie zostata jednoznacznie ustalona, a najsku-
teczniejszym ,,lekarstwem” jest pordd [5]. Istnieje wiele
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czynnikdw ryzyka wystapienia preeklampsji, do kté-
rych naleza m.in.: otylo$¢, nieprawidtowy profil lipi-
dowy, cukrzyca typu 2, insulinooporno$é, cukrzyca
ciazowa, wiek matki ponizej 20 r.z. i powyzej 35 r.z., cigza
mnoga, pierwsza cigza, pte¢ meska ptodu, zespét anty-
fosfolipidowy, infekcje drég moczowych, preeklampsja
w wywiadzie rodzinnym, choroby sercowo-naczyniowe
wystepujace przed zajéciem w cigze [7,9,34].

PATOGENEZA

Do prawidtowego wzrostu i rozwoju ptodu jest nie-
zbedna przebudowa tetnic spiralnych w $cianie macicy
miedzy 10-16 tygodniem cigzy. Proces dzieli sie wedlug
kryteriéw strukturalnych na trzy gtéwne etapy: 1)
zmiany naczyniowe niezalezne od inwazji komdrek
cytotrofoblastu, 2) przebudowa naczyti indukowana
cytotrofoblastem potozonym okotonaczyniowo, 3) infil-
tracja cytotrofoblastu w glab tetnic spiralnych [18].
W wyniku tych przeksztalcen tetnice spiralne zmie-
niaja sie z naczyri o wolnym przeptywie i duzym oporze
w naczynia o szybkim przeptywie i matym oporze, czyli
takie, ktére zapewniaja odpowiedni przeplyw krwi przez
tozysko i tym samym prawidlowy rozwéj ptodu [5,22]
(ryc. 1B). W stanie przedrzucawkowym inwazja $cian
naczyn przez komérki trofoblastu jest upo$ledzona, co
powoduje, ze tetnice spiralne pozostaja waskie, a ptéd
nie otrzymuje wystarczajacej ilosci tlenu i substan-
cji odzywcezych do prawidlowego rozwoju [5] (ryc. 1A).
Lozyskowe niedokrwienie powoduje uwolnienie przez
tozysko czynniki biatkowe i zaburza réwnowage wéréd
czynnikéw angiogennych, co wywotuje dysfunkcje $réd-
blonka tetnic spiralnych [26].

ERa POSTGENOMOWA

W przeciagu ostatniej dekady charakter badat istotnie
sie zmienit - coraz wiekszy nacisk ktadzie sie na ana-
lizowanie genomu, proteomu czy metabolomu czto-
wieka, w konkretnych chorobach. Okres intensywnego
rozwoju proteomiki i metabolomiki zaczeto nazywaé
erg postgenomowg [3]. Genotyp komdrki traktuje sie
jako odzwierciedlenie jej potencjatu, natomiast fenotyp
okre$la konkretne funkcje, jakie petnig poszczegdlne
molekuly w organizmie, oddajac aktualny i dynamiczny
obraz jego stanu fizjologicznego/patofizjologicznego
[46]. Najlepszym rozwigzaniem w poznaniu patome-
chanizmu danej choroby sa badania prowadzone na
poziomie zaréwno genomu, transkryptomu, proteomu,
jak i metabolomu. Nalezy jednak pamietaé, ze zwigzek
miedzy genotypem, a fenotypem jest czesto niezro-
zumialy. Zdarza sie, iz ekspresja genowa nie przektada
sig na ekspresje konkretnych biatek [35]. Analiza prote-
omiczna i metabolomiczna jest bardziej ztozona niz ana-
liza genomu. Wynika to miedzy innymi z tego, iz jest on
strukturg bardziej stabilng niz proteom i metabolom.
Zmiany obecne w genomie, pod wptywem réznych czyn-
nikéw $rodowiskowych mogg zachodzi¢ w ciggu godzin
i minut, natomiast w proteomie i metabolomie w ciggu
sekund i milisekund [40]. Ponadto proteom jest o wiele
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Ryc. 1. Przebudowa tetnic spiralnych: w stanie przedrzucawkowym, gdzie nie
nastepuje inwazja komdrek cytotrofoblastu do tetnic spiralnych, a co za
tym idzie nie powstaja naczynia o niskim oporze i szybkim przeptywie
(A); w niepowikfanej ciazy naczynia wykazuja prawidtowe poszerzenie
w wyniku zastapienia Srédbtonka komérkami trofoblastu i utraty
warstwy $rodkowej naczynia (miesnie gtadkie) (B) [22]

bardziej ztozony i zréznicowany niz genom. Szacuje sie,
ze w organizmie cztowieka moze istnie¢ ponad milion
biatek niezmodyfikowanych oraz ponad dziesieé milio-
néw biatek zmodyfikowanych [10]. Przy takiej liczbie
protein, suma metabolitéw wydawacé sie moze niska (1,5
tysigca), jednak nalezy pamietaé, ze to wlasnie na pozio-
mie metabolomu zachodza wszelkie interakcje bioche-
miczne mogace by¢ bezposrednimi przyczynami stanéw
chorobowych. Genom i transkryptom moga wyzna-
czy¢ jedynie potencjalng przyczyne proceséw patofi-
zjologicznych, ale nie moga wskaza¢, jakie rzeczywiste
zmiany wystapia na etapie proteomu i metabolomu
[10,11,28,35].

BiomARKERY

W czasopismach medycznych pojawia sie coraz wiecej
artykutéw po$wieconych badaniom nad poszukiwa-
niem nowych biologicznych czasteczek, tzw. biomarke-
réw, ktére moglyby w przysztosci odegraé istotna role we
wczesnej nieinwazyjnej diagnostyce stanu przedrzucaw-
kowego. Najlepszym bytoby opracowanie klastra biatek
swoistych dla preeklampsji, co wptynetoby w zacznym
stopniu na bardziej systemowe zrozumienie patome-
chanizmu tego schorzenia. Takie eksperymenty sa

564



Charkiewicz K. i wsp. - Mikromacierze biatkowe i tandemowa...

bardzo skomplikowane, ze wzgledu na matg homogen-
no$¢ grupy badanej. Istnieje wiele czynnikéw ryzyka
wystapienia stanu przedrzucawkowego. Wspdlistnie-
nie innych stanéw chorobowych u kobiet ciezarnych
z wcze$nie rozpoznang preeklampsja, utrudnia zna-
lezienie bardzo swoistej dla tej konkretnej choroby
czasteczki. Wykluczenie pacjentek ze schorzeniami
towarzyszgcymi preeklampsji tworzy grupe badang
bardziej jednorodna i zwieksza szanse na znalezienie
wiarygodnego biomarkera.

W pracy oméwiono najnowsze odkrycia z zakresu pre-
eklampsji, wykorzystujace najnowocze$niejsze techniki
proteomiczne, takie jak mikromacierze biatkowe i tan-
demowa spektrometria masowa.

Mikromacierze biatkowe

Technologie mikromacierzy biatkowych moga zostaé
wykorzystane w diagnostyce in vitro. W dziedzinie pato-
logii cigzy, oprécz preeklampsji, mikromacierze bial-
kowe wykorzystuje sie réwniez czesto w badaniach nad
porodem przedwczesnym [23,24,25].

Zminiaturyzowane, réwnolegte testy immunologiczne
sg przygotowane w taki sposéb, aby ze stosunkowo nie-
wielkiej ilo$ci materiatu biologicznego, z uzyciem jak
najmniejszej liczby odczynnikéw, uzyskad jak najwiecej
informacji o biatkach obecnych w prébce [13]. Bazujac na
technologii mikromacierzy DNA, pierwotnie stworzono
tzw. tablice biatkowe (szklane slajdy), gdzie w mikrospo-
tach, o $rednicy mniejszej niz 250 pum, trwale umiesz-
czono, w zalezno$ci od wykorzystywanej metody, biatka
badz pierwszorzedowe przeciwciata [2,47]. W zaleznos$ci
od tego, co chcemy zbadaé w materiale biologicznym,
mozemy wybraé odpowiedni zmultipleksowany format
mikromacierzy biatkowych. Wszystkie metody dzielg sie
na dwie grupy: mikromacierze biatkowe z fazag normalng
(FPPM - Forward-Phase Protein Microarray) i mikroma-
cierze biatkowe z fazg odwrécong (RPPM - Reverse-Phase
Protein Microarray) [45]. FPPM s3 to najczesciej wyko-

rzystywane testy, w ktérych na powierzchni spotéw
oplaszczonych jest wiele okre$lonych molekut. Moga to
by¢ slajdy z przeciwciatami skierowanymi przeciw kon-
kretnym biatkom, bardzo przydatne w poszukiwaniu
biomarkeréw (ryc. 3C i D), badz slajdy z proteinami w ilo-
$ci nawet kilku tysiecy, stuzace do okre$lenia interakcji
biatko-biatko (ryc. 3B) [12,44]. Testy oparte na mikro-
macierzach ptaskich (zwigzanych z powierzchnia stata)
nadaja sie do oznaczenia wielu czynnikéw podczas trwa-
nia jednego eksperymentu. Alternatywe dla tego typu
testéw sg formaty oparte na lateksowych kuleczkach
(ryc. 3E), szczegdlnie gdy liczba analizowanych molekut
ma by¢ poréwnywalnie mniejsza niz w mikromacierzach
plaskich. Uzycie tej metody umozliwia oznaczenie setek
prébek jednocze$nie [20,47]. W mikromacierzach biat-
kowych z odwrécong fazag (RPPM) mozna wykorzystaé
bardzo zréznicowane prébki, takie jak lizaty tkankowe.
Kazdy mikrospot na slajdzie zawiera caly proteom tkanki
badZ komérki. Platformy tego typu wykorzystuje sie naj-
cze$ciej w badaniach nad nowotworami, kiedy poszuki-
wane sg konkretne biatka w komérce nowotworowe;j
(ryc. 3A) [38].

We wszystkich testach, wigzane biatka wizualizuje sie
przez ich wcze$niejsze wyznakowanie badz dodanie
wyznakowanego, drugorzedowego przeciwciata, a emi-
towany przez znacznik sygnat jest odczytywany przez
skanery do rejestracji fluorescensji, chemiluminescencji
lub kolorymetrii [20,31,45]. W przypadku mikromacierzy
biatkowych opartych na lateksowych kuleczkach, reje-
stracja odbywa sie dzieki technice cytometrii przepty-
wowej (ryc. 4).

Wadg metody macierzy jest wysoka cena gotowych
zestawdw, jednak w przeciwienistwie do spektrome-
tru masowego, sprzet do analizy jest stosunkowo tani.
Koszt slajdéw rekompensowany jest mozliwo$cig réz-
nego rodzaju analiz, jakie mozna wykonaé, poczawszy
od pomiaru zawarto$ci danych biatek w materiale bio-
logicznym, koriczac na badaniu interakcji miedzy cza-
steczkami. Zaletg tego typu metody jest duzy wybér
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Ryc. 3. Podziat mikromacierzy biatkowych na dwie gtdwne grupy: RPPM - Reverse-Phase Protein Microarray, FPPM - Forward-Phase Protein Microarray [44]

gotowych paneli biatkowych oraz mozliwo$¢ stworzenia
wiasnych kompozycji protein, ktére chce sie przeanali-
zowacl.

Mikromacierze bialkowe w preeklampsji

W 2012 r. Hou i wsp., uzywajac ptaskich macierzy biatko-
wych, dokonali analizy surowicy pochodzacej od pieciu
kobiet z preeklampsja. Sposréd 120 wybranych cyto-
kin, pie¢ okazalo sie przydatne statystyczne: w grupie
badanej poziom TNF-R1, Axl, TIMP-2, ICAM-3 byt wyz-
szy, natomiast poziom TGF- 53 byl nizszy w stosunku do
grupy kontrolnej. Zwiekszong zawarto§¢ TNF-R1, AxI
i TIMP-2 u kobiet z preeklampsja potwierdzono testami
ELISA [15]. Duzo wiekszg, bo az sze$édziesiecioosobowg
grupe ciezarnych z wczesnym stanem przedrzucawko-
wym, poddano badaniom eksperymentalnym na Uni-
wersytecie w Budapeszcie, w 2010 r. W surowicy krwi
tych kobiet zmierzono poziom 17 czynnikéw biatko-
wych uzywajac multipleksowych, zawieszanych macie-
rzy biatkowych (ryc.3E). Stwierdzono, ze stezenia IL-1p,
-1,-1ra, -2, -4, -6, -8, -10, -12p40, -12p70, -18, IFN-y, TNF-

a, IP-10, MCP-1, ICAM-1 i VCAM-1 s3 istotnie wieksze
w surowicy pacjentek z preeklampsja w poréwnaniu do
kobiet z cigzg niepowiktang. Warto zaznaczy¢, iz duze
stezenia IP-10, MCP-1, ICAM-1 i VCAM-1 korelowaty
pozytywnie z podwyzszonymi biochemicznymi para-
metrami oznaczanymi w krwi petnej, takimi jak czyn-
nik von Willebranda, fibronektyna czy biatko CRP [37].
Wykorzystujac te sama technike, Davila i wsp. przeanali-
zowali osocze 33 ciezarnych kobiet z Boliwii (6 z wczesng
postacia PE, 12 z péZng postacia PE i 15 kobiet z niepo-
wiktang ciaza) pod wzgledem szesciu cytokin. Uzyskano
wyniki, méwigce o zwiekszonym stezeniu prozapalne;j
IL-6 i IL-8 oraz antagonisty receptora interleukiny 1 (IL-
-1ra) w osoczu pacjentek z preeklampsja w poréwnaniu
z grupa kontrolna [8]. Podobne rezultaty uzyskali Pin-
heiro i wsp. analizujac panel 9 czynnikéw zapalnych
w osoczu az 219 kobiet, w tym 69 z PE, 69 z prawidtowym
ci$nieniem w okresie cigzy i 81 niebedacych w ciazy.
Naukowcy stwierdzili zwiekszone stezenie IL-6, IL-8 oraz
INF-y w osoczu kobiet z ciezkim stanem przedrzucawko-
wym, w stosunku do zdrowych ciezarnych jak i kobiet
niebedacych w cigzy. W tym eksperymencie cytokiny

566



Charkiewicz K. i wsp. - Mikromacierze biatkowe i tandemowa...

Laser

&
. Detektor

=
>~

o SE—

Ryc. 4. W mikromacierzach biatkowych,,bead-based array’, jako czytnik wykorzystuje sie technike cytometrii przeptywowej. Kazda zawieszona w cieklym srodowisku
kulka ma charakterystyczny kolor i jest optaszczona przez jeden rodzaj przeciwciat skierowany przeciwko konkretnemu biatku. Cytometr ustawia wszystkie kuleczki
w jednej linii tak, aby staty laser czerwony (635 nm) mdgt sklasyfikowac kolor kulki, a zielony laser (532 nm) mdgt wzbudzi¢ barwnik do $wiecenia [20]

oznaczano technikg cytometric beads assay (CBA) opar-
tej na tej samej zasadzie, co wcze$niej omawiana metoda
bead-based multiplex array wykorzystujaca cytometrie
przeptywowa [32]. Istotnie podwyzszone stezenia IL-6
i IL-8 we krwi kobiet z preeklampsja potwierdzaja réw-
niez badania prowadzone w Uniwersyteckim Szpitalu
w Link6ping. Wykorzystujac metode bead-based array,
przebadano surowice 30 pacjentek, z ktérych potowa
znajdowata sie we wczesnym stanie przedrzucawkowym
[16]. Naukowcy z Randers County Hospital, w grupie 32
kobiet z PE i 67 kobiet z niepowiktang cigza, analizowali
co tydzien, poczawszy od 18 tyg. cigzy do porodu, panel
tych samych biatek uzywajac metody bead-based array.
Uzyskano wynik méwigcy o podwyzszonym stezeniu:
TNF-a we krwi pacjentek z PE, miedzy 26 a 29 tyg. ciazy
oraz IL-6 powyzej 36 tyg. cigzy [21].

Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS) jest jedng z gtéwnych wielko-
skalowych technik stosowanych obecnie w proteomice
i metabolomice. Analiza zwigzkéw chemicznych ta
metoda polega na jonizacji czasteczek w stanie gazowym,
a nastepnie ich rozdzieleniu w zalezno$ci od stosunku ich
masy do tadunkéw (m/z), co powoduje powstanie widma
masowego, bedacego podstawa do identyfikacji molekut.
Kazdy spektrometr jest zbudowany na podstawie tego
samego schematu: jonizator—analizator m/z—detektor.
Istnieje wiele rodzajéw spektrometréw mas, w zaleznos$ci
od tego jaki jonizator, analizator czy detektor jest wyko-

rzystywany. W metabolomice i proteomice najczesciej sa
uzywane jonizatory MALDI (matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization) - desorpcja laserowa z udziatem matrycy,
SELDI (surface-enhanced laser desorption/ionization)
- powierzchniowo wzmocniona laserowa desorpcja/
jonizacja oraz ESI (electrospray ionization) - elektroroz-
pylanie. Natomiast najpopularniejszym analizatorem
od niedawna jest TOF (time of flight) - analizator czasu
przelotu, gdzie mierzony jest czas, jaki zajmuje jonom
przebycie drogi od jonizatora do detektora. Jego warto$é
zalezy od stosunku m/z badanych jonéw [17]. Spektro-
metr MALDI-TOF, ktérego cze$é stanowi analizator TOF,
jest czesto stosowany w analizie proteomu w ptynach
biologicznych (ryc. 5) [14,29].

W ostatnich latach zaczeto taczy¢ ze soba dwa analiza-
tory, tworzac w ten sposéb tandemowg spektrometrie
mas (MS/MS): w pierwszym z nich sg przepuszczane
jony matczyne, ktére w komorze kolizyjnej sg fragmen-
towane na jony potomne, badane kolejno w drugim ana-
lizatorze. W czasie analiz proteomu, komora pozwala na
fragmentacje wcze$niej wyselekcjonowanych peptydéw
i obserwacje mas poszczegblnych aminokwaséw, a przez
to ich identyfikacje. Do najnowszych technik fragmenta-
cji peptyddéw naleza: ECD (electron capture dissociacion)
- rozpad z wychwytem elektronéw oraz ETD (electron
transport dissosciacion) - rozpad z transportem elektro-
néw [38]. Tandemowy spektrometr mas moga tworzy¢
réwniez potaczone ze soba dwa rézne analizatory, jak
w spektrometrze do analizy metabolitéw - Q-TOF (ryc.
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MALDI - TOF

Komora kolizyjna

Zrédio jondw

Analizator Time of Flight

Ryc. 5. Schemat budowy spektrometru MALDI-TOF [29]

6). Zrédtem jondw jest tu elektrorozpylanie, pierwszym
analizatorem kwadrupol (Q - quadrupol, cztery syme-
trycznie utozone prety, wytwarzajace w danym momen-
cie okres$lone pole magnetyczne, przez srodek ktérego
sg w stanie przeleciec jony o okre$lonym stosunku m/z),
za nim komora kolizyjna, a nastepnie drugi analizator
TOF [42]. Oprécz TOF réwnie czesto jako analizatory sa
wykorzystywane kwadrupole, stosowane tandemowo
(potréjny kwadrupol) czy putapki jonowe (IT - ion trap
badZ orbitrap). Poddawany analizie materiat biolo-
giczny to ztozona mieszanina zwigzkéw chemicznych.
Naukowcy chcac utatwié rozdzial, wybieraja spektro-
metry potgczone z chromatografami, tj. HPLC (wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa), UPLC (ultrasprawna
chromatografia cieczowa) badz GC (chromatografia
gazowa). Jest bardzo wiele rodzajéw spektrometréw
i wybdr zalezy jedynie od tego, co i w jaki sposéb chce
sie oznaczal. Wada takiego sprzetu jest niewatpliwie
jego wysoka cena, jednak samo oznaczanie jest juz sto-
sunkowo tanie. Wazna zaletg tandemowej spektrometrii
masowej jest mozliwo$¢ oznaczenia w matej objetosci
badanego materiatu biologicznego, nawet do tysiaca
biatek badZ metabolitéw z doktadno$cia do dwunastego
miejsca po przecinku.

Spektrometria mas w preeklampsji

Naukowcy z Narodowego Uniwersytetu w Seulu prze-
analizowali za pomoca spektrometru SELDI-TOF ptyn
owodniowy, pochodzgcy od 10 kobiet bedacych na
poczatku drugiego trymestru cigzy, u ktérych w pézniej-
szych tygodniach rozwineta sie preeklampsja. Zidentyfi-
kowano cztery biatka o nastepujacych stosunkach m/z:
9080, 14 040, 14 345, 28 087, ktérych poziom byt istotnie
wyzszy W plynie owodniowym oraz jedno biatko o sto-
sunku m/z 4679, ktére miato mniejsza zawarto$é w pty-
nie owodniowym kobiet z péZniej rozwinieta rzucawka,
w stosunku do pacjentek w podobnym wieku ciazy bez
preemklampsji. Niestety nie rozpoznano poszczegdl-
nych biatek [30]. Corty i wsp. wykorzystujac kapilarna
elektroforeze potaczona z tandemowym spektrometrem

mas (mikro-TOF), przeanalizowali mocz 18 pacjentek
w 28 tyg. ciazy, u ktérych rozwineta sie preeklamp-
sja 1 17 pacjentek ciezarnych bez preeklampsji. Analiza
statystyczna otrzymanych pikéw wykazata, ze w gru-
pie badanej wystepuje zwiekszona zawarto$¢ az 50 czg-
steczek biatkowych w stosunku do grupy kontrolne;.
Dowiedziono, ze wszystkie istotne statystycznie biatka
sa fragmentami uromoduliny, taticucha o fibrynogenu
i taticucha « kolagenu [6]. Watanabe i wsp. wykazali,
na niezbyt licznej grupie 6 ciezarnych z wczesna pre-
eklampsja, z uzyciem spektrometru MALDI-TOF, zwiek-
szone stezenie klusteryny w surowicy, w poréwnaniu
do ciezarnych z niepowiktang cigzg. Przypuszcza sie, ze
zwiekszone stezenie tego biatka w stanie przedrzucaw-
kowym ma zwigzek z jego dziataniem hamujacym prze-
budowe bton komérkowych [41]. Na Uniwersytecie Yale
Buhimschi i wsp., za pomocg dwéch spektrometréw:
Q-TOF i SELDI-TOF, przeanalizowali mocz 39 ciezarnych
z preeklampsja wczesna i 21 ciezarnych zdrowych. Uzy-
skano kilka réznicujacych obie grupy pikéw pochodza-
cych z fragmentéw biatkowych, ktérych zawartosé byta
istotnie wieksza w moczu kobiet ze stanem przedrzu-
cawkowym. Jak sie okazato, analizowane molekuty sa
fragmentami albuminy i serpiny 1 [4]. Sun i wsp. w 2007
r. w homogenacie tkankowym trofoblastu 5-ciu pacjen-
tek z preeklampsja, wykazali w stosunku do kontroli,
zwiekszona zawarto$¢ 4 peptydéw: prekursor disulfi-
doizomerazy, biatko obecne w retikulum endoplazma-
tycznym, dehydrogenaza dihydrolipoamidowa i TIM21
like-protein oraz zmniejszong zawarto$¢ 3 peptyddéw:
peroxinredoxin 2, disulfidoizomeraza ER-60 i A3,5-A2,4-
dienoyl-CoA isomeraza [36]. W tak samo licznej grupie
badanej (n=5) Liu i wsp. dokonali analizy proteomicznej
surowicy spektrometrem masowym LTQ-orbitrap. Uzy-
skane wyniki wskazuja na zwiekszone stezenie w suro-
wicy kobiet z preeklampsja biatek: ApoE, ApoA2, APOL1,
ApoH, ApoJ, SAA4, somatomammotropiny oraz fibu-
liny 1, w poréwnaniu do surowicy ciezarnych, zdro-
wych kobiet [27]. Wszystkie te biatka sa zaangazowane
w metabolizm lipidéw, co moze §wiadczy¢, iz proces ten
jest $ci$le zwigzany z patogeneza preeklamsji [27,33].
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Ryc. 6. Przyktadowy wykres widma Q-TOF-MS mas biatek obecnych w moczu
kobiet z preeklampsja [4]

PobsumowaNiE

Preeklampsja jest najczestszg przyczyna $mierci ptodu
i matki. Nie poznano jeszcze doktadnie patomechanizmu
tej choroby, tym bardziej ze wspélistnieje ona z wieloma
innymi schorzeniami, ktére czesto trudno ze soba powia-
zal i znaleZ¢ pewng przyczyne ich wystapienia. Czynni-
kéw predykcyjnych preeklampsji istnieje bardzo wiele,
ale zaden nie jest wysoce swoisty. Sama diagnostyka roz-
winietej juz preeklampsji tez wydaje sie bardzo ztozona
i skomplikowana, co jest kolejnym argumentem za zgte-
bianiem wiedzy na ten temat. Mimo wielu dokonanych
odkry¢ w dziedzinie proteomiki, nadal nie znaleziono
jednego, swoistego biomarkera preeklampsji. Badania
naukowe na szczeblu genomu sg wazne, poniewaz moga
poméc zrozumieé uwarunkowania genetyczne pacjen-
tek dotknietych tym schorzeniem. Jednak bardziej inte-
resujacy wydaje sie aktualny stan patofizjologiczny i to,

PismiennicTwo

co jest realng, bezposrednia przyczyng stanu przedrzu-
cawkowego, tym bardziej ze ekspresja na poziomie genu
nie zawsze przektada sie na ekspresje na poziomie pro-
teomu. Zatem odkrycie biatka badZ pewnego klastra bia-
tek, ktére bytoby dobrym czynnikiem przewidujacym
rozwdj preeklampsji, znacznie przyspieszytoby opieke
lekarska nad ciezarnymi kobietami, a dzieki temu zmniej-
szyloby ryzyko wystapienia zespotu HELLP oraz §mierci
ptodu. Poza funkcja predykcyjng i diagnostyczna takie
odkrycie pomogtoby by¢ moze, w sposéb bardziej syste-
mowy zrozumie¢ patomechanizm preeklampsji, a w przy-
szto$ci opracowal lek hamujacy jej wystapienie. Jednak,
zeby dokonal przetomu w tej dziedzinie, naukowcy sa
zmuszeni do wykorzystywania jak najnowocze$niejszych
metod proteomicznych, ktére pozwalaja na analize nie-
wielkiej ilo$ci materiatu biologicznego, w jak najkrétszym
czasie, dajac tym samym potencjalnie duzo informacji.
Takg optymalizacje badan umozliwiajg dwie metody naj-
cze$ciej wykorzystywane przez naukowcéw: tandemowa
spektrometria mass i technika mikromacierzy biatko-
wych. W obu uzywa sie podobna ilo§¢ materiatu (+ 100 ul),
jednak rézni je koszt wykonanych analiz. W spektrometrii
mas najdrozszym elementem jest spektrometr, natomiast
oznaczenia sg stosunkowo tanie, co potencjalnie umozliwi
wykonywanie diagnostyki za pomoca tej techniki. Ska-
ner do mikromacierzy jest kilkakrotnie tatiszy od spek-
trometru, ale zestawy do analiz s drogie (nawet po kilka
tysiecy ztotych/slajd). Obie metody daja tez inne mozli-
woéci badania i maja szerokie zastosowania, dlatego nie
wykluczaja sie wzajemnie. Kazdy zespdt naukowy wybiera
metode w zaleznosci od tego, co aktualnie chce zbadaé.
0 ile spektrometrem mozna przeanalizowa ilosciowo
cate widmo zwigzkdéw istniejacych w materiale biologicz-
nym, o tyle macierze biatkowe sa najczesciej nastawione
na sprawdzenie obecnosci konkretnego panelu biatek
oraz dajg mozliwo$¢ zbadania interakcji biatko-biatko
bad? profilowanie autoprzeciwciat. Obie techniki $wietnie
sie uzupetniajg, umozliwiajac zaréwno profilowanie bia-
tek pod katem biomarkeréw, jak i analize interakcji pod
katem zrozumienia patomechanizmu preeklamps;ji.
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