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Streszczenie: Proteomika kliniczna zajmuje si¢ badaniami na pograniczu chemii, biochemii i medycyny,
wykorzystujac nowoczesne narzgdzia badawcze, jak m.in. techniki mikroekstrakeji i separacji ztozonych
probek biologicznych, metody identyfikacji biatek za pomoca spektrometrii mas i bioinformatyke. Na
wspotczesng proteomike sktadaja si¢ zarowno badania podstawowe, jak tez badania kliniczne. Pomigdzy
tymi dyscyplinami zachodzi ciagta wymiana informacji (translacja), przyczyniajac si¢ do statego postepu
wiedzy o okreslonych schorzeniach. Ten proces jest cz¢scia biologii systemow, czyli zrozumienia, w jaki
sposob funkcjonuje organizm cztowieka. W rzeczywistosci, czyli w praktyce laboratoryjnej, zatozenie
to, jakkolwiek ambitne, napotyka na szereg trudnosci metodologicznych. Gtéwnym problemem jest tu
brak ogolnie przyjetej, standardowej strategii, umozliwiajacej monitorowanie okreslonych schorzen, a
takze brak kryteriow jakosciowych dla tej, ztozonej z szeregu etapdw, strategii. Bez przyjecia takich
og6lnych norm, porownywanie wynikéw uzyskiwanych w réznych laboratoriach nie ma w tej sytuacji
zadnego uzasadnienia. Juz na etapie kolekcjonowania materiatu biologicznego wystepuje wiele watpliwo-
Sci zwigzanych z dynamika przemian metabolicznych, wptywem: wieku, lekow, srodowiska, sposobu
pobierania i przechowywania préobek itp. na koncowy wynik analiz. Dodatkowo, kilkanascie biatek
stanowi ponad 96% catkowitego sktadu biatkowego surowicy, a zakres stgzen pomigdzy poszczegdlny-
mi sktadnikami siega 10'°. Jednoczesna analiza ogromnej liczby danych przekracza mozliwosci standar-
dowego oprogramowania, dostarczanego wraz z aparatura pomiarowa. Kryteria selekcji uzyskanych
danych takze w sposob zasadniczy wplywaja na wynik koficowy, a spektakularnym przyktadem moze
by¢ jedna z niedawnych publikacji, w ktorej autorzy analizowali mieszaning 6 biatek standardowych,
otrzymujac w koncowym etapie wydruk komputerowy, zawierajacy identyfikacje ok. 800 biatek!! Czy
w $wietle powyzszych faktow mozliwa jest w ogodle rzetelna i powtarzalna analiza?

Stowa kluczowe: proteomika kliniczna.

Summary: Clinical proteomics is an analytical strategy functioning at the edge between chemistry, bioche-
mistry, and medicine. This approach utilizes modern and ultrasensitive techniques, such as microextrac-
tion and separation of complex biological samples, identification with the aid of mass spectrometry, and

*Niniejszy materiat jest fragmentem przygotowywanej ksiazki (A. Kraj i J. Silberring, red.)
»~Proteomika i Metabolomika”, ktora ukaze si¢ w 2009 r. nakladem Wydawnictwa Uniwersy-
tetu Warszawskiego.
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advanced bioinformatics. Nowadays proteomics is based on basic research and clinical investigations.
Between those disciplines there is a constant exchange of information (translation) and this process is part
of the systems biology, i.e. understanding how human organism works. In reality, i.e. in a daily laboratory
practice this assumption, however ambitious, meets many methodological ambiguities. The major issue is
a lack of the commonly accepted, standard (or optimal) analytical strategy to handle biological material,
and to monitor specific diseases. There is also an urgent need to evaluate quality criteria for this multi-task
approach. Without such widespread norms, data comparison between various laboratories is out of
question. Many ambiguities already appear during material collection phase. This is associated with the
overall dynamics of such complex biological system as living organism, influence of age, medications,
environment, a way the sample is collected and stored, etc. on the final result of the entire analysis.
Additionally, several proteins comprise 96% of the protein content in plasma and the dynamic range of
molecules reaches nearly 10'°, which obscures less abundant components having important biological
impact. Thus, simultaneous analysis of a huge amount of raw data is far beyond capabilities of modern
instrumentation and software, and, even more important, cannot be fully interpreted by operators and
translated to a common biological sense. One spectacular example may here be cited, where authors
honestly reported analysis of a mixture of 6 standard proteins, which resulted in a printout containing
identification” of ca. 800 proteins! How the above contributes to the reliable and reproducible analysis?

Key words: clinical proteomics.

WSTEP

Proteomika kliniczna zajmuje si¢ badaniami na pograniczu chemii, biochemii i
medycyny, wykorzystujac nowoczesne narzedzia badawcze, jak m.in. techniki
mikroekstrakeji i separacji ztozonych probek biologicznych, metody identyfikacji biatek
za pomocg spektrometrii mas i bioinformatyke. Wspodlczesna proteomika obejmuje
zarowno badania podstawowe, jak i badania kliniczne. Pomiedzy tymi dyscyplinami
zachodzi ciagla wymiana informacji (translacja), przyczyniajac si¢ do stalego postepu
wiedzy o okreslonych schorzeniach. Ten proces jest czgscia biologii systemow, czyli
zrozumienia, w jaki sposob funkcjonuje organizm cztowieka.

CZY PROTEOMIKA POMOZE NAM W POSZUKIWANIU
BIOMARKEROW?

W rzeczywistoscei, czyli w praktyce laboratoryjnej zalozenie to, jakkolwiek ambitne,
napotyka na wiele trudnosci metodologicznych. Gtéwnym problemem jest tu brak
ogolnie przyjetej, standardowej strategii, umozliwiajacej monitorowanie okreslonych
schorzen. Brak takze kryteriow jakosciowych oceniajacych poszczegdlne etapy
klinicznej analizy proteomicznej. Nie jest bowiem oczywiste, co oznacza dobrze
wykonana elektroforeza w zelu poliakrylamidowym i jak powinien przedstawia¢ sig¢
wielowymiarowy rozdziatl chromatograficzny? Jaki powinien by¢ udzial tta (czy w
ogoble powinien by¢?) i w jaki sposob okresli¢, czy wybarwione biatko w zelu ma
»wlasciwy” ksztalt? Bez przyjecia takich ogdlnych norm, porownywanie wynikdw
uzyskiwanych w roznych laboratoriach nie ma w tej sytuacji zadnego uzasadnienia.
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PRZYGOTOWANIE PROBEK, ]
CZYLI PIERWSZY ETAP PRODUKCJI ARTEFAKTOW

Proteomika jest znakomitym narzgdziem do produkcji ogromnej ilosci danych, w
znacznym stopniu niedajacych si¢ zweryfikowaé. Juz na etapie kolekcjonowania
materiatu biologicznego wystepuje szereg watpliwosci, zwigzanych z dynamika
przemian metabolicznych, wptywem wieku, lekow, srodowiska, sposobu pobierania
i przechowywania probek itp. na koncowy wynik analiz [1]. Dobrym przyktadem
materiatu, ktéry stanowi ogromne wyzwanie dla analizy proteomicznej, jest surowica
krwi. Kilkanascie biatek stanowi ponad 96% jej catkowitego sktadu biatkowego, a
réznica stezen pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami siega 10'°. Z kolei usuwanie
tych kilkunastu bialek za pomoca chromatografii powinowactwa jest niezwykle
kosztowne, czasochlonne i najczesciej eliminuje tez inne istotne skfadniki mieszaniny,
zaburzajac proporcje ilosciowe. Jednoczesna analiza ogromnej liczby danych
przekracza mozliwosci standardowego oprogramowania, dostarczanego wraz z
aparatura pomiarowa. Wynika stad jednoznacznie, ze kluczowym elementem calej
strategii bedzie preseparacja skfadnikéw mieszaniny. Od efektywnosci tego procesu
zaleze¢ bedzie koncowy wynik. Nie ma w chwili obecnej metody, ktéra umozliwiata-
by rozdzial biatek z odpowiednia selektywnoscia, a mieszanina juz tylko kilku
sktadnikow nie jest prawidtowo analizowana przez oprogramowanie.

BIOINFORMATYKA - NAJSLABSZE OGNIWO PROTEOMIKI

Kryteria selekcji uzyskanych danych takze w sposdb zasadniczy wplywaja na
wynik koncowy, a spektakularnym przyktadem moze by¢ jedna z niedawnych
publikacji, w ktérej autorzy analizowali mieszaning 6 standardowych bialek, otrzymujac
w koficowym etapie wydruk komputerowy, zawierajacy identyfikacje ok. 800
bialek!!! Czy w $wietle powyzszych faktow mozliwa jest w ogdle rzetelna i
powtarzalna analiza?

Problemem jest tutaj nie tylko brak odpowiednich narzgdzi bioinformatycznych,
ale przede wszystkim staba znajomos$¢ tej tematyki przez badaczy. Identyfikacja biatka
jest, przynajmniej intuicyjnie, bardziej zrozumiata niz skomplikowany warsztat
informatyczny i chemometryczny. Dotyczy to jednak takze drugiej strony, czyli
samych bioinformatykow, nie majacych najczesciej odpowiedniej wiedzy biochemicz-
nej, aby prawidlowo oceni¢ sens biologiczny wydrukow komputerowych. Kolejnym
przyktadem jest wykazywanie sporej liczby hipotetycznych biatek (ang. hypothetical
proteins), ktére komputer identyfikuje nie na podstawie kompletnej sekwencji
aminokwasowej w bazie bialek, ale na podstawie przetlumaczonej sekwencji
nukleotydow w bazie gendw. Nikt nie zadaje sobie pytania, czy takie biatko w
rzeczywistosci w ogdle istnieje i czy moze mie¢ jakakolwiek funkcje biologiczna.
Przewazajaca wigkszos¢ oprogramowania do analizy wielowymiarowych zeli zaktada
rozktad normalny i stosuje test Studenta oraz analize wariancji (one-way ANOVA)
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do oceny réznic pomiedzy probkami. Zwykle taki rozktad nie jest weryfikowany przed
rozpoczeciem analizy, a dodatkowo statystyka wymaga co najmniej 3—7 powtdrzen (czyli
3—7 rozdzialéw KAZDEJ probki), aby test Studenta mozna bylo stosowaé [2]. Zwieksza
to znaczaco koszty i czasochtonnos$é procedury. W zespole autora przeprowadzono z kolei
eksperymenty podwojnego znakowania stabilnymi izotopami, polaczone z technika shotgun.
W rezultacie wygenerowano ponad 50 000 widm fragmentacyjnych, ktérych analiza byta
mozliwa dopiero po opracowaniu wilasnego oprogramowania. Nalezy jednak przyjaé
zalozenie, ze eksperyment musi zosta¢ powtorzony co najmniej trzykrotnie i to w catosci.

CZY TO JEST COS WARTE?

Przytoczmy tu jedno zdanie z wywiadu przeprowadzonego przez czasopismo
Science [4] z Amosem Bairochem, twoérca bazy SwissProt, serwera ExPASy i
szeregu znakomitych narzedzi bioinformatycznych: .....much of the data generated
by proteomics groups over the past decade is junk”. Rzeczywiscie, obserwujac
gwaltowny rozwoj laboratoriéw proteomicznych, to wlasnie tatwosé pozyskiwania
funduszy na ,,modne” kierunki, niedostatek fachowcdw, a przede wszystkim brak
walidacji uzyskanych wynikdéw spowodowaly lawinowa ,,produkcje” danych, ktorych
nie mozna poréwnaé¢ nawet w tym samym laboratorium. Trzeba tez pamigtac, ze
metodami proteomicznymi identyfikujemy srednio ok. 20% sekwencji danego biatka.
Mozna oczywiscie uzna¢, ze jest to wystarczajacy dowdd na istnienie okreslonej
molekuty, ale nie jest to warto$ciowa informacja z punktu widzenia kompletnej
struktury biatka (przynajmniej I-rzgdowej), bez podania modyfikacji potranslacyjnych,
ew. mutacji itp. A przeciez najczesciej modyfikacje odgrywaja gldwna role w
regulowaniu funkcji molekul. Wszystkie stosowane obecnie techniki analizuja
ekspresje biatka, a nie jego aktywnos¢. Jaka jest wiec relacja np. pomiedzy
nadekspresja enzymu a jego aktywnoscia katalityczng?

7 powyzszych wzgledow istotna jest walidacja uzyskanych wynikow i potencjal-
nych ,,biomarkeréw”, ktore na tym etapie analizy zadnymi biomarkerami nie sa.
Procedura walidacji jest tak samo ztozona jak inne, nieproteomiczne metody identy-
fikacji biomarkerow i tak samo kosztowna i czasochtonna. Wymagania sa tu
jednoznacznie sformutowane; nalezy opracowac specyficzna metode analizy iloscio-
wej (np. ELISA, reakcja enzymatyczna itp.) i zweryfikowa¢ uzyskane dane
poréwnujac probki kliniczne, wyznaczy¢ szereg parametrow, zakres norm itp. Sa to
standardowe procedury stosowane m.in. w chemii klinicznej czy chemii sadowej i
powszechnie znane. MOowimy tu oczywiscie wylacznie o markerach sygnalizujacych
rozwdj choroby, a nie o tworzeniu potencjalnych lekow, co czgsto jest mylone.

PRZYSZEOSC ,,OMIKI”

Pomimo przewijajacego si¢ tu pesymizmu, strategie ,,omiczne” maja przysziosc,
po przyjeciu pewnych zastrzezen. Nie mozna kazdej z technik traktowaé oddzielnie
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a gléwny dogmat biologii molekularnej (gen — transkrypcja — translacja — biatko)
nalezy uznac¢ za kierunek rozwoju metodologii, czyli prowadzi¢ analiz¢ catoSciowa i
nie pomija¢ innych dziedzin nauki. Wydaje sig, ze po poczatkowym okresie euforii
zaczynaja pojawiaé si¢ publikacje nawigzujace do rzeczywistych problemdéw i
wyzwan proteomiki [5]. Nie ulega natomiast watpliwosci, ze narzedzia ,,omiczne”
nie nadaja si¢, przynajmniej na razie, do identyfikacji biomarkerow przy 16zku
pacjenta. Moga natomiast wspomagac ten proces na etapie wstepnej analizy jako
srodek a nie cel calej strategii. Spektrometria mas jest tylko jednym z elementéw
tej procedury i z pewnoscia nie spetnia funkcji black box, do ktérego wprowadza
si¢ probke, naciska guzik i uzyskuje wynik. Sytuacji z pewnoscia nie ulatwia
powstawanie kolejnych dziedzin ,,omiki”, chemogenomiki i chemoproteomiki,
bazujacych na odmiennych zatozeniach [3].

Jak dotad nie udalo si¢ uzyska¢ metodami proteomicznymi zadnego wartosciowego
biomarkera, np. w diagnostyce nowotwordw prostaty ciagle najlepszym testem
pozostaje oznaczanie PSA, przy wszystkich jego ograniczeniach. Analogiczna
sytuacja przedstawia si¢ w zastosowaniach chemii kombinatorycznej, gdzie naktady
stoja w razacej dysproporcji do uzyskiwanych efektow w przemysle farmaceu-
tycznym. Moze wigc warto przemysle¢ cata koncepcje i prowadzi¢ poszukiwania
w polaczeniu z innymi metodami, jak np. metaanalizy wplywu okreslonych lekow
na duze grupy pacjentéw lub poszukiwanie okreslonych modyfikacji potranslacyjnych,
co daje szans¢ na zawegzenie obszaru badan do rozsadnego zakresu. Zanim wigc
dojdziemy do celu, uptynie znacznie wigcej czasu niz poczatkowo zaktadano.
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