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STRESZCZENIE



Niepelne informacje na temat przyczyn wystgpienia choroby oraz czasteczek, ktore moga
bra¢ udzial w jej rozwoju sprawiaja, ze coraz wigcej schorzen przyjmuje range chorob
cywilizacyjnych. W tej grupie choroby nowotworowe naleza do jednych =z
najniebezpieczniejszych plag dzisiejszych czasow. Szczegolnie wazna jest analiza zaburzonej
w procesie kancerogenezy homeostazy w wydzielaniu zwigzkow malo- lub
wielkoczasteczkowych, poniewaz zdobycie wiedzy o nieprawidlowo wydzielanych
czasteczkach w czasie choroby — wytypowanie biomarkeréw choréb nowotworowych — w
znacznym stopniu przyczyniloby si¢ do usprawnienia narzedzi do wczesnej diagnozy
nowotworow, monitorowania przebiegu czy ustalania optymalnego, spersonalizowanego
schematu leczenia pacjentdéw. Obecnie coraz wigcej badan porusza niezmiernie istotne
zagadnienia zwigzane z usprawnianiem technik bioanalitycznych stuzacych do analizy probek
biologicznych pochodzacych od chorych cierpigcych na nowotwory. Wymagaja one wcigz
intensywnej pracy i optymalizacji, aby sprosta¢ oczekiwaniom dzisiejszych czasoéw, gdzie
prostota wykonania, niskie koszty i krotki czas potrzebny na przeprowadzenie analizy,
znajduja si¢ w czotdbwce wymagan, ktérym powinny sprostaé dostepne metody
bioanalityczne.

Zagadnienia poruszane w prezentowanej pracy doktorskiej zmierzaja wiasnie do
opracowania nowych lub ulepszenia juz istniejacych metod bioanalitycznych, ktore
zapewnilyby  szybka, bezbledna 1 precyzyjng analiz¢ zwigzkow malo- i
wielkoczasteczkowych z materiatléw biologicznych, ktore to zwigzki mogtyby pretendowac
do roli nowych, potencjalnych biomarkerow wybranych chorob nowotworowych pochodzenia
neuroendokrynnego.

W prezentowanej pracy korzystano z trzech technik umozliwiajacych poszukiwanie
biomarkeréw w materiatach biologicznych. I tak, pierwszym narzedziem byla elektroforeza
zelowa w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (1D-PAGE) sprzezona z
tandemowa spektrometria mas (MS/MS). Poréwnawcza analiza catkowitego sktadu
biatkowego (proteomu) objeto grupe rzadkich nowotworow — guzéw neuroendokrynnych
(ang. neuroendocrine tumor, NET). Optymalizowaniu poddano kazdy etap platformy
technologicznej — od przygotowania probki do analizy 1D-PAGE, poprzez dobranie
odpowiedniego stezenia poliakrylamidu w zelu, wybranie odpowiednio czutej metody
barwienia, az do detekcji z uzyciem spektrometrii mas. Zoptymalizowana procedura analizy
proteomicznej pozwolita na wylonienie potencjalnych kandydatéw na biomarkery guzéw
NET. Co wigcej, otworzyta nowe mozliwosci w kierunku okreslania fenotypu guza NET

(odpowiednio wydzielajacego 1 niewydzielajacego), przez co moze przyczynic si¢ do postgpu
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terapii spersonalizowanej. Opracowana platforma technologiczna sprawdzona zostata podczas
analizy jako$ciowej probek guzow NET. Interesujace profile biatkowe uzyskano dla
wydzielajacych guzow NET trzustki. Dlatego tez, druga czg$¢ doktoratu skoncentrowata sie
wlasnie na nowotworach obejmujacych trzustke.

Badania proteomiczne stanowig bardzo szeroka dyscypling, dazaca do analizy wszystkich
biatek obecnych w badanym materiale. Dlatego tez, czesto biatka istotne klinicznie — ktore
zwykle wystepuja w niskim stezeniu w probce — sg ,,zaslaniane” przez te bardziej stezone.
Dlatego druga czg¢s¢ prac doktorskiej zawezita pole poszukiwania biomarkerow nowotworow
trzustki pochodzenia neuroendokrynnego do bogatego w potencjalnie istotne klinicznie
czasteczki podzbioru, jakim jest fosfoproteom. Za uwzglednieniem tej waznej modyfikacji
potranslacyjnej jako istotnej w nowotworach trzustki pochodzenia neuroendokrynnego,
przemawiat dobrze udokumentowany fakt, ze zaburzenia szlakow sygnalizacyjnych
angazujacych fosfobiatka stanowig jedng z mozliwych przyczyn rozwoju nowotworow
trzustki. Analizg objeto trudny do badan materiat, z uwagi na skomplikowang procedure
izolacji analitow z matrycy biologicznej, a mianowicie tkanke. Badania przeprowadzone w
drugiej czesci pracy doktorskiej miaty na celu wylonienie potencjalnych, nowych
biomarkeréw ostrego zapalenia trzustki, ktory to czynnik w duzej mierze moze przyczyniac
si¢ do rozwoju nowotwordéw pochodzenia neuroendokrynnego tego narzadu. Porownawcza,
iloSciowa analiza fosfoproteomiczna, wykorzystujaca technike¢ LC-MS/MS, zostala
przeprowadzona dla tkanek otrzymanych od zdrowych myszy lub takich, u ktérych wywotano
ostre zapalenie trzustki. Dzieki specjalistycznym bazom danych, posegregowano otrzymane
fosfobiatka ze wzgledu na ich funkcje. Dowiedziono, Ze istnieja roznice w aktywnosci
specyficznych kinaz w czasie ostrego zapalenia trzustki w poréwnaniu do ich aktywno$ci w
tkankach zdrowych.

Z uwagi na fakt, ze guzy wywodzace si¢ z komorek cewy nerwowej (nowotwory
pochodzenia neuroendokrynnego), moga wydziela¢ rdzne substancje, nie tylko o strukturze
biatkowej czy fosfobiatkowej, ale réwniez maloczasteczkowej (jak na przyktad aminy
biogenne), trzecia czg$¢ pracy doktorskiej skoncentrowata si¢ na opracowaniu metody opartej
na technice micelarnej elektrokinetycznej chromatografii z detektorem UV/VIS z matryca
diodowa (MEKC-UV/VIS) i zastosowanie jej do analizy panelu biomarkeréw — zwigzkéw
maltoczasteczkowych — w tatwo dostgpnych ptynach ustrojowych cztowieka. Temat zostal
podjety po przestudiowaniu literatury pod katem dostepnosci i uzytku dotychczas
stosowanych biomarkeréw z tatwo dostepnych ptynow ustrojowych (mocz, surowica), ktore

umozliwiajg wczesng diagnoze wielu schorzen, w tym choréb nowotworowych pochodzenia
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neuroendokrynnego. Obecnie brak wystarczajgco czulego 1 specyficznego, pojedynczego
biomarkera, aby bezbtednie wykry¢ proces patologiczny toczacy si¢ w organizmie. Dlatego
tez prezentowane w pracy dokotorskiej eksperymenty, skupialy si¢ na optymalizacji metody
MEKC do jednoczesnej analizy siedmiu wybranych zwigzkéw z grupy amin biogennych
(adrenalina, noradrenalina, dopamina, lewodopa, L-tyrozyna, L-tryptofan, serotonina) oraz
ich trzech waznych metabolitéw [kwas homowanilinowy (HVA), kwas wanilinomigdalowy
(VMA) oraz kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC)] z moczu. Opracowano wystarczajaco
czulg 1 specyficzng metodg MEKC-UV/VIS, ktora pozwolita na analiz¢ dziesigciu wybranych
zwigzkow w krotkim czasie z uzyskaniem limitow detekcji ponizej 1 pg/mL.
Zoptymalizowana 1 zwalidowana metoda zostata nastgpnie z powodzeniem zastosowana do
iloS§ciowej analizy porownawczej wydzielania HVA, VMA oraz DOPAC w 24-godzinnej
zbiérce moczu 0s6b zdrowych z poziomami uzyskanymi w czasie analizy probek moczu
pacjentow ze zdiagnozowanymi guzami litymi wieku dziecigcego pochodzenia
neuroendokrynnego, takimi jak nerwiak zarodkowy wspotczulny (tac. neuroblastoma, NB;
ang. neuroblastoma) oraz z barwnikowym neuroektodermalnym nowotworem wieku
dzieciecego (ang. melanotic neuroectodermal tumor of infancy, MNTI) 1 nowotworem
podscieliskowym przewodu pokarmowego (ang. gastrointestinal stromal tumor, GIST).

We wszystkich czeSciach pracy doktorskiej stosowano réznorodne specjalistyczne
techniki przygotowania materiatu do analizy (ekstrakcja do fazy stalej, ekstrakcja ciecz-ciecz,
wzbogacanie analitow w matrycy, oczyszczanie probki przed wlasciwa analizg), rozdzielania
sktadnikow probki (przy wuzyciu jednokierunkowej elektroforezy zelowej w  zZelu
poliakrylamidowym lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej czy micelarnej
elektrokinetycznej chromatografii) oraz detekcji analitow (tandemowa spektrometria mas,
detektor spektrofotometryczny). Kazdy =z etapdw analizy poddano szczegdtowej
optymalizacji, ktorej najwazniejsze etapy opisano w prezentowanej pracy.

Badanie zaburzonej homeostazy w wydzielaniu specyficznych bialek, fosfobiatek czy
zwigzkow o innej budowie (takich jak zwiazki matoczasteczkowe z grupy amin biogennych)
podczas kancerogenezy pozwolilo na wytypowanie nowych, potencjalnych czasteczek,
ktorych dalsza, pogtebiona analiza moze okaza¢ si¢ pomocna w weryfikacji ich przydatnosci
jako przypuszczalnych biomarkeréw badanych typéw nowotwordw i schorzen. Biomarkery te
moga by¢ dalej uzyteczne w wykryciu lub monitorowaniu przebiegu choroby albo utatwi¢
spersonalizowanie terapii dla pacjentow.

Zaréwno badania nad biatkami i fosfobiatkami, jak rowniez nad zwigzkami z grupy amin

biogennych, potwierdzity rowniez hipotezg, ze pojedyncze czasteczki, typowane jako
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biomarkery, czesto cechujg si¢ niewystarczajaca specyficznoscig i czutoscig. Optymalnym
wyjsciem jest wiec $ledzenie zmian w wydzielaniu wielu czasteczek (stosowanie panelu
biomarkeré6w) do oceny stanu patofizjologicznego organizmu, szczegoélnie jezeli chodzi o

szybka 1 trafhg diagnoze chordb nowotworowych pochodzenia neuroendokrynnego.
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Nowadays, the knowledge on the system biology of many diseases is still not sufficient.
That leads to increased number of identified cancers and gives to them the status of
civilization disease. The unbalanced secretion of small and large molecules during
carcinogenesis should be deeply studied since those compounds could be typed as potential,
new cancer biomarkers for early detection and monitoring of the disease. Still, there is a need
to develop novel or to improve already existed bioanalytical methods for detection of those
compounds in biological fluids obtained from patients suffering from cancer.

Therefore, the main aim of presented doctoral thesis was to develop and optimize
bioanalytical methods for precise, fast and unbiased analysis of new, potential neuroendocrine
neoplasm biomarkers. To achieve the main goal, three approaches for the biomarkers
searching were used.

First of all, proteomics tools were applied to study differentially secreted proteins by a
group of rare neuroendocrine tumors (NET). Each of the step from experimental workflow for
the analysis of the supernatants from tumor cell cultures was optimized. The set of
experiments composed of one-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (1D-PAGE)
separation and with tandem mass spectrometry (MS/MS) detection were applied to analyze
the supernatants from above NET cell cultures. Samples were obtained from patients suffering
from phenotypically different NET. Owing to the optimized experimental workflow, the
division of analyzed samples into two groups — tumor and control samples — was achieved.
Moreover, the samples were divided taking into account the phenotype of the cancer (if it was
able or unable to secrete specific compounds to surrounding environment). Interesting
proteins’ profile was obtained for the secreting NET of pancreas, therefore, second part of the
doctoral thesis was focused on the pancreatic tumors.

Due to the fact, that proteomic study is a large scale approach, the second part of the
doctoral thesis was focused on the rich in potential cancer biomarkers subproteome —
phosphoproteome. This part consisted of qualitative and quantitative analysis of the
phosphoproteomes extracted from the mice pancreas tissues. Phosphoproteomics was chosen
since phosphorylation is the most common post-translational modification of the proteins and
could have a strong influence on the biological functions of proteins. Moreover, it is
documented that development of pancreatic cancer of neuroendocrine origin involves
disturbance in phosphoproteins’ signaling pathways. For the purpose of this study, the
sophisticated bioanalytical tools were optimized: started from the optimization of the
extraction of the proteins from the biological material, through the implementation of the

most appropriate phosphopeptides’ enrichment strategy, sample clean-up and labeling for
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quantification and finishing with the phosphoproteins’ mass spectrometric detection and
database searching. Further, optimized protocol was successfully applied to analyze the real
samples derived from mice tissues. Animals were healthy or with induced pancreatitis, which
is believed to be strongly related to pancreatic cancer of neuroendocrine origin development.
Several differentially regulated kinases during the inflammation were listed and their role in
the cell biology was described using Gene Ontology database. It was revealed that some of
the kinases are hyperactive or hypoactive during pancreatitis and the study about their role in
pancreas cancer development is now continued.

Due to the fact that cancers originated from neural tube (neuroendocrine tumors) could
secrete not only proteins and phosphoproteins but also small molecules (for example biogenic
amines), the third part of the thesis aimed to optimize the method based on micellar
electrokinetic chromatography (MEKC) with spectrophotometric detection (UV/VIS) for the
analysis of small molecules (biogenic amines) from urine. Nowadays, running the analysis of
only one biomarker of the disease [for example for homovanillic acid (HVA) or
vanillylmandelic acid (VMA)] alone is not sufficient to confirm the disease or to monitor its
progression and always several other tests — often more invasive and not easily accessible —
should be performed. Therefore, in the last presented part of the thesis, the aim was to
optimize and validate MEKC method for simultaneous analysis of ten most relevant
compounds from the group of biogenic amines or their metabolites [adrenalin, noradrenalin,
dopamine, tryptophan, levodopa, tyrosine, serotonin, homovanillic acid (HVA),
vanillylmandelic acid (VMA) and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)]. Various
physicochemical properties of studied analytes made the task complicated but, in here,
satisfactory separation of ten small molecules was achieved. Moreover, the elaborated
MEKC-UV/VIS method allowed their detection in biological samples at concentration below
I pg/mL. Optimized and validated method was applied to analyze the 24-hour urine samples
obtained from patients suffering from solid neoplasms of childhood and infancy of
neuroendocrine origin — neuroblastoma (NB), and other tumors such as melanotic
neuroectodermal tumor of infancy (MNTI) and gastrointestinal stromal tumor (GIST). The
comparison of HVA,VMA and DOPAC concentrations in healthy urine with the
concentration in NB, MNTI, GIST patients’ urine samples was made.

The data obtained during the optimization of commonly used strategies for biomarker
study (proteomics, phosphoproteomics and small molecules study) confirmed that there are
many not described yet compounds secreted during the pathological stage of the organism that

could be detected while analyzing them from the easy accessible body fluids, tissues or from

14



cell cultures. The use of optimized experimental platforms allowed to develop new biomarker
searching strategies or to improve already existed approaches. That could be the next step
towards personalized medicine. Moreover, diagnosis of the early stage of the cancers of
neuroendocrine origin could be beneficial for the clinicians. Last but not the least, the
hypothesis of the thesis was proven, since it came out that one biomarker is sometimes not
sensitive enough to detect or monitor cancer. Preferably, panels of biomarkers for
neuroendocrine neoplasms should be monitored to correctly reflect the on-going pathology

within the organism.
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Skroty uzywane w tekscie

A — adrenalin; adrenalina

ACN - acetonitrile; acetonitryl

ACX — strong anion exchange; wymienniki jonowe anionowe

AUC — area under the curve; pole powierzchni pod krzywa

BA — biogenic amines; aminy biogenne

BGE — background electrolyte; bufor separacyjny

boraks — sodium tetraborate decahydrate; dziesieciowodny czteroboran sodu

BSA — bovine serum albumin; albumina surowicy bydlece;j

CAD - collisionally activated dissociation; fragmentacja aktywowana kolizyjnie

a-CD — alpha-cyclodextrin; alfacyklodekstryna

CE — capillary electrophoresis; elektroforeza kapilarna

CH,0, CD,0, *CD,0 — izotopy formaldehydu zawierajace odpowiednio '*C i 'H, deuter (D)
lub °C i deuter

CID — collisionally induced dissociation; fragmentacja indukowana kolizyjnie

CNIO — Spanish Nacional Cancer Research Centre; Hiszpanskie Narodowe Centrum Badan
nad Rakiem

DA — dopamine; dopamina

DAD - diode array detector; detektor UV/VIS z matrycg diodowa

DDA — data dependent analysis; analiza zalezna od danych

2,5-DHB — 2,5-dihydroxybenzoic acid; kwas 2,5-dihydrobenzoesowy

3,4-DHBA - 3,4-dihydroxybenzoic acid; kwas 3,4-dihydroksybenoesowy

DMSO - dimethyl sulfoxide; dimetylosulfotlenek

DOPAC - 3,4-fihydroxyphenylacetic acid; kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy

ID-PAGE - one-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis; jednokierunkowa
elektroforeza zelowa w Zelu poliakrylamidowym

2D-PAGE - two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, dwukierunkowa
elektroforeza zelowa w zelu poliakrylamidowym

DTT — dithiothreitol; ditiotreitol

ECD — electron capture dissociation; rozpad z wychwytem elektronow

EGF — epidermal growth factor; czynnik wzrostu naskorka

EIA — enzymatic immunoassay; enzymatyczne testy immunologiczne
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elF4E — eukaryotic translation initiation factor 4E; eukariotyczny czynnik inicjujacy
translacj¢ 4E

EOF — electroosmotic flow; objetosciowy przeptyw cieczy w kapilarze pod wplywem pola
elektrycznego

ESI — electrospray; jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym

FA — formic acid; kwas mroéwkowy

FASP — filter aided sample preparation; przygotowanie probki wspomagane filtracja

FDA — Food and Drug Administration; Agencja Zywnosci i Lekow

FBS — fetal bovine serum; ptodowa surowica bydleca

GC — gas chromatography; chromatografia gazowa

GEP-NET - gastroenteropancreatic neuroendocrine tumor; guz neuroendokrynny uktadu
zotadkowo-jelitowego-trzustkowego

GIST — gastrointestinal stromal tumor; nowotwor podscieliskowy przewodu pokarmowego
GO — gene ontology; projekt bioinformatyczny, zawiera calg dotychczasowa wiedze o genach
GUMed — Gdanski Uniwersytet Medyczny

HCI — hydrochloric acid; kwas chlorowodorowy

hEGF — human epidermal growth factor; ludzki nablonkowy czynnik wzrostu

HEPES  —  4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic ~ acid,  kwas  2-[4-(2-
hydroksyetylo)piperaz-1-ynoetanosulfonowy

5-HIAA - 5-hydroxyindoleacetic acid; kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT — serotonin; serotonina

5-HTP — 5-hydroxytryptophan; 5-hydroksytryptofan

HUGO — Human Genome Project; Projekt poznania ludzkiego genomu

HUPO — Human Proteome Organization; Organizacja proteomu cztowieka

HVA — homovanilic acid; kwas homowanilinowy

TIAA — iodoacetamide; iodoacetamid

IARC — The International Agency for Research on Cancer; Miedzynarodowa Agencja Badan
nad Rakiem

ICAT - isotope coded affinity tags, metoda znakowania biatek aminokwasami z
wbudowanym izotopem

ICH - International Conference on Harmonization; Migdzynarodowa Konferencja ds.
Harmonizacji

IgG — immunoglobulin G; immunoglobulina G
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IMAC — immobilized metal affinity chromatography; chromatografia z matrycg z
unieruchomionymi jonami metali

IS — internal standard; wzorzec wewnetrzny

1TRAQ — isobaric tags for relative and absolute quantification; znaczniki izobaryczne w celu
wzglednej 1 bezwzglednej analizy ilosciowe;j

KCl - potassium chloride; chlorek potasu

KO - knock-out; myszy z delecja w genie/genach; organizmy modyfikowane genetycznie
LC-MS - liquid chromatography-mass spectrometry, wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzgzona ze spektrometrem mas

LC-MS/MS - liquid chromatography-tandem mass spectrometry; chromatografia cieczowa
sprz¢zona z tandemowym spektrometrem mas

L-DOPA — levodopa; lewodopa

LLE — liquid-liquid extraction; ekstrakcja ciecz-ciecz

LLME - liquid-liquid microextraction; mikro-ekstrakcja ciecz-ciecz

LOD — limit of determination; granica wykrywalnosci

LOQ - limit of quantification; granica oznaczalno$ci

LTQ — linear trap quadropole; kwadrupolowa liniowa putapka jonowa

L-Tryp — L-tryptophan; L-tryptofan

L-Tyr — L-tyrosine; L-tyrozyna

med. — medium; pozywka

MEKC —  micellar electrokinetic =~ chromatography; micelarna elektrokinetyczna
chromatografia

MIP — molecularly imprinted polymers; polimery z nadrukiem czasteczkowym

Mnkl — mitogen-activated protein kinase-interacting serine/threonine-protein kinase I;
kinaza biatkowa aktywowana mitogenami 1

MNTI — melanotic neuroectodermal tumor of infancy; neuroektodermalny nowotwor wieku
dziecigcego

MRI — magnetic resonance imaging; rezonans magnetyczny

MS/MS — tandem mass spectrometry; tandemowy spektrometr mas

MW — molecular weight; masa czasteczkowa

NA — noradrenalin; noradrenalina

NaCl — sodium chloride; chlorek sodu

NaBH;CN, NaBD;CN - izotopy cyjanoborowodorku sodowego zawierajagce odpowiednio

wodor lub deuter
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Na,HPO4 — disodium phosphate; wodorofosforan sodu

NaH,PO4— monosodium phosphate; dwuwodorofosforan sodu,

NaOH - sodium hydroxide; wodorotlenek sodu

NB — neuroblastoma; nerwiak zarodkowy wspotczulny

NCBI — National Center for Biotechnology Information; Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej

NET — neuroendocrine tumors; guzy neuroendokrynne

NET sup. FBS — Probki NET supernatant z dodatkiem FBS

NET sup. bez FBS — Prébki NET supernatant bez dodatku FBS

NET med. FBS — NET pozywka zawierajaca FBS

NET med. bez FBS — NET pozywka bezsurowicza

NT — not treated; nie leczony

PET — positron emission tomography; pozytronowa tomografia emisyjna

pK, — miara mocy kwasu; ujemny logarytm dziesi¢tny ze statej dysocjacji kwasu
PTMs — post-translational modifications; modyfikacje potranslacyjne

RP — reversed phase; odwrdocony uklad faz

SC — spectra counting; zliczanie widm fragmentacyjnych MS/MS

SCX — strong cation exchange; wymienniki jonowe kationowe

SDS — sodium dodecyl sulfate; dodecylosiarczan sodu

SILAC — stable isotope labeling by amino acids in cell cultures; znakowanie izotopowe
aminokwasow w hodowlach komérkowych

SPE — solid-phase extraction; ekstrakcja do fazy statej

SPME - solid-phase microextraction; mikroekstrakcja do fazy statej

sup. — supernatant; roztwor znad hodowli komoérkowych

TEAB — tetraethylammonium bromide; bromek trietyloaminy

TFA — trifluoroacetic acid;, kwas trifluorooctowy

TIC — total ion chromatogram; chromatogram catkowitego pradu jonowego
Ti0O, — titanium dioxide; tlenek tytanu (IV)

TLC — thin layer chromatography; chromatografia cienkowarstwowa

TNBC — triple-negative breast cancer; potrdjnie negatywny rak piersi

UV/VIS — ultraviolet—visible; zakres §wiatla widzialnego i bliskiego ultrafioletu
VMA — vanillylmandelic acid; kwas wanilinomigdalowy

WT — wild type; myszy dzikiego typu; typowa, reprezentatywna, zdrowa forma organizmu
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1. Choroby nowotworowe jako jedne z najgrozniejszych chorob cywilizacyjnych

Mimo znacznego postepu, poczynionego w kierunku zrozumienia podstaw
molekularnych najgrozniejszych choréb cywilizacyjnych, takich jak choroby nowotworowe,
wcigz wiedza o ich patogenezie 1 rozwoju jest niewystarczajgca. Z danych Miedzynarodowe;]
Agencji ds. Badan nad Rakiem (ang. The International Agency for Research on Cancer,
IARC) z 2012 roku odnotowano 14,1 mln nowych zachorowah na nowotwory, za$ 8,2 min
pacjentdw zmarto z powodu choroby nowotworowej. Dane te sg tym bardziej niepokojace,
gdy wezmie si¢ pod uwage statystyki poprzednich lat. Przyktadowo, w roku 2008
zarejestrowano 12,7 mln nowych przypadkow, zas $miertelne okazato si¢ 7,6 mln zachorowan
[1].

Do najczgs$ciej spotykanych nowotworow nalezg te rozwijajace si¢ w ptucach, piersiach
oraz jelicie grubym, a najwyzszg $Smiertelnoscig charakteryzuja si¢ nowotwory ptuc, watroby
oraz zotadka. Odnotowanie wigkszej zapadalnosci na chorobe nowotworowg jest
spowodowane w duzym stopniu globalnym wydtuzeniem dlugosci zycia, stad tez starzeniem
si¢ spoteczenstwa. Rozw¢j technik diagnostycznych, a takze wzrost $wiadomosci
spoleczenstwa, rowniez przyczynil si¢ do wzrostu wykrywalnosci tej groznej choroby
cywilizacyjnej XXI wieku. Niemniej wcigz wigkszo$¢ diagnoz wykonywana jest zbyt poézno.

Te niepokojace dane sklaniajg badaczy do zwielokrotnienia staran w kierunku lepszego
zrozumienia biologii nowotwordéw, co przyczynitoby si¢ do polepszenia efektywnosci
wykrywania, monitorowania przebiegu i leczenia choroby, a co za tym idzie — polepszenia

rokowan pacjentow.

1.1. Problematyka chorob nowotworowych pochodzenia neuroendokrynnego u dorostych i
dzieci

W dzisiejszych czasach pojawia si¢ trend zglebiania tematéw, w ktorych przewazaja
znaki zapytania. I tak, firmy farmaceutyczne zaczynaja zleca¢ badania kliniczne nad nowymi
lekami juz nie dla schorzen typu: cukrzyca czy nadcis$nienie tetnicze, ale wlasnie w obrebie
choréb nowotworowych. Naukowcy za$ badaja preferencyjnie rzadkie nowotwory, ktorych
diagnoza jest niezmiernie klopotliwa dla klinicystow z powodu niecharakterystycznych
objawow guza. Najczesciej guzy rzadkie wykrywane s3 juz w stadium wysokiego
zaawansowania; czesto dopiero po$miertnie.

Do takich wlasnie guzow naleza nowotwory neuroendokrynne (ang. neuroendocrine
tumors, NET). Stanowig one heterogenng grupe nowotwordéw ze wspolnym pochodzeniem z

komorek rozlanego uktadu neuroendokrynnego. Wykrywalno$¢ szacuje si¢ na 30 przypadkow
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na 1 000 000 mieszkancow [2]. Moga rozwija¢ si¢ niemal we wszystkich czg¢$ciach ciala,
niemniej uwaga klinicystoéw skierowana jest w strone zoladkowo-jelitowo-trzustkowych
guzow neuroendokrynnych (ang. gastroenteropancreatic neuroendocrine tumor, GEP-NET)
[2,3]. Stanowig one 70% wszystkich guzéw NET, niemniej obserwowany jest wzrost ich
wystepowania, a z uwagi na niecharakterystyczne objawy kliniczne oraz zrdznicowany
przebieg rozwoju guza, s3 one prawdziwym problemem dla klinicystow [2-4]. Ich diagnoza
we wczesnym stadium jest bardzo trudna; wigkszo$¢ identyfikacji nastepuje w terminalnym
stadium rozwoju nowotworu lub juz po$miertnie. Guzy neuroendokrynne to guzy
pochodzenia nabtonkowego wywodzace si¢ z pierwotnej neuroektodermy [5]. Fenotypowo
roznicuje si¢ je pod wzgledem zdolno$ci do produkcji 1 wydzielania substancji biologicznie
czynnych. Szereg z wydzielanych przez te guzy substancji zostal juz zidentyfikowany (np.
gastryna, serotonina, wazoaktywny peptyd jelitowy), a ich efekty biologiczne sg dobrze
udokumentowane. Cze$¢ z nich (np. chromogranina A) ma udowodnione znaczenie
diagnostyczne jako marker progresji choroby [2,6]. Guzy neuroendokrynne sg zdolne rowniez
do nabywania oraz tracenia zdolnosci do wydzielania substancji czynnych w trakcie trwania
choroby, najprawdopodobniej z powodu zmian zachodzacych w komorkach nowotworu wraz
z przerzutowaniem. Nie wiadomo jednak, jakie procesy biologiczne odpowiadaja za
aktywno$¢ wydzielniczg guzéw neuroendokrynnych, ani tez jakie czasteczki maja kluczowa
role jako przetaczniki molekularne wilaczajace wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne
odpowiedzialne za aktywacj¢ wydzielania. Tak zroéznicowany charakter guzéw NET,
niespecyficzne objawy kliniczne oraz zbyt pdzna wykrywalno$¢ spowodowaly nacisk na
rozwdj metod dodatkowych, pomocnych we wczesnej diagnostyce 1 monitorowaniu rozwoju
guza. Szczegblnie uwaga naukowcdéw w ostatnich latach nakierowana jest na obszar
nowotworow neuroendokrynnych trzustki u dorostych, gdyz sa one — obok rakowiakow -
jednymi z najczestszych z guzéw NET [3]. Sposrod nowotwordow neuroendokrynnych trzustki
mozna wyrozni¢ nieczynne i czynne hormonalnie. Pierwsze z nich stanowig wigkszo$¢ — bo
az 60% wszystkich guzow NET trzustki. Sa niezmiernie ktopotliwe do wykrycia z uwagi na
brak manifestacji objawéw nadmiernego wydzielania substancji biologicznie czynnych. Z
tego wzgledu wykrywane sg najczescie] w poéznym stadium zaawansowania choroby. Z
czynnych hormonalnie guzéw NET trzustki najczestsze to imsulinoma 1 gastrinoma.
Szczegolng ztosliwoscia (oceniang na 40-80%) cechuje si¢ gastrinoma, gdyz w momencie
rozpoznania tego rodzaju guza, stwierdza si¢ juz przerzuty do watroby i weztdw chtonnych u
wielu chorych [2]. Sposrod innych, waznych nowotworéw NET, ale wystepujacych u dzieci,

mozna wymieni¢ takie jak nerwiak zarodkowy wspotczulny, zwany (z taciny) tez jako
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neuroblastoma (NB). Jest to jeden z najczestszych guzdéw litych okresu dziecigcego,
szczego6lnie wsrod dzieci do piatego roku zycia [7,8]. Jego obraz kliniczny, dynamika rozwoju
1 stopien nasilenia objawdw jest czegsto zrdznicowany. Obecnie wykonywane testy
diagnostyczne sa niespecyficzne, trudnodostgpne albo ich wykonanie trwa bardzo dtugo,
przez co traci si¢ cenny czas pacjenta. Tak wazne jest wigc ulepszenie testow
diagnostycznych lub stworzenie nowych, bardziej specyficznych metod pozwalajacych na

wczesne wykrycie 1 badanie przebiegu tego typu nowotworu [9].

2. Wybor strategii odkrywania potencjalnych, nowych biomarkerow

Biomarkery nowotworowe to bezinwazyjne — gdyz badaniu poddawane sg zwykle tatwo
dostepne pltyny ustrojowe pacjentdéw (mocz, surowica) — a wigc optymalne dla klinicystow,
narzg¢dzie umozliwiajace wezesne wykrycie toczacego si¢ procesu nowotworowego. Ponadto
biomarkery sg przydatne dla celow prognostycznych, monitorowania rozwoju choroby, czy
do oceny skutecznos$ci zastosowanej terapii [10,11].

Idealny biomarker musi by¢ bezpieczny i prosty do mierzenia w fatwo dostgpnych
ptynach ustrojowych pacjentéw. Co wiecej, powinien by¢ wysoce specyficzny, co w
przypadku licznych chordb, w tym guzéw NET, nie zostato dotychczas osiggniete [12,13].
Dlatego tak wazny jest wybor strategii stuzacej do wykrycia nowych, potencjalnych
biomarkeréw procesu chorobowego.

Obecnie istotne s3 poszukiwania nowych biomarkeréw wsrdéd substancji o strukturze
biatkowej. Zajmujg one znaczacg pozycje, gdyz wiele znanych markeréw — miedzy innymi
Her2/neu w diagnostyce raka piersi, a-fetoproteina dla neuroblastomy, czy tez Cal25 dla raka
jajnikow oraz PSA w diagnostyce raka prostaty — ma wtasnie strukture biatkowa [14-17].

Druga chetnie badang grupa sa zwigzki matoczasteczkowe, jak na przyklad kwas
homowanilinowy oraz 5-hydroksyindolooctowy jako biomarkery sktonnosci samobojczych
czy niektorych guzéw NET, albo pochodne cholesterolu — sterydy — jako biomarkery

roéznicujace guzy nadnerczy np. raka kory nadnerczy od gruczolaka kory nadnerczy [18,19].

2.1. Poszukiwanie biomarkerow wsrod substancji o charakterze biatkowym —
proteomika kliniczna

Proteomika kliniczna to dziedzina wiedzy badajaca cato$ciowy sktad biatkowy (proteom)
organizmu, tkanki czy innego badanego materialu biologicznego pochodzenia klinicznego.
Cieszy si¢ ona rosngcym zainteresowaniem ws$rod naukowcodw poszukujacych nowych

biomarkeréw chordb nowotworowych, gdyz zglebienie wiedzy o biatkach — ich lokalizacji,
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budowie, wzajemnych interakcjach, funkcjach, jak rowniez ich modyfikacjach
potranslacyjnych (ang. post-translational modifications, PTMs) — dostarcza szerokiej
informacji o udziale bialek w procesach fizjologicznych, jak i patofizjologicznych
zachodzacych w organizmie [20,21]. Optymalizacja metod bioanalitycznych, narzedzi
informatycznych oraz ulepszone metody przetwarzania danych spowodowaly, ze w obszarze
chorob nowotworowych proteomika zaczela odnosi¢ sukcesy, zardéwno na etapie diagnozy,
monitorowania, jak tez ustalania terapii spersonalizowanej dla pacjentoéw z chorobami
nowotworowymi [22].

Niemniej proteom podlega cigglym, dynamicznym zmianom, wi¢c identyfikacja biatek o
znaczeniu klinicznym w wieloskladnikowych materiatach pochodzenia biologicznego, jakimi
sa ptyny ustrojowe pacjentow (Slina, surowica, mocz), fragmenty tkanek czy pierwotne
hodowle komoérkowe — sprawia trudnosci [23]. Dlatego obecnie wdrazana jest rownolegle
metoda zawe¢zania pola poszukiwan biomarkeréw do grup bialek, ktore cechujg si¢

potwierdzong istotnoscig kliniczng [24].

2.2. Fosfoproteom jako bogaty rezerwuar potencjalnych, nowych biomarkerow

Wsrod 300 modyfikacji potranslacyjnych bialek opisanych w literaturze, fosforylacja
zajmuje niezmiernie wazng pozycj¢ [25]. Jest to modyfikacja najlepiej zbadana i bardzo
szeroko scharakteryzowana. Dowiedziono, ze okolo 30% biatek komorkowych ulega
fosforylacji w komorce podczas jej zycia. Modyfikacja ta wptywa na wiele waznych
procesoOw regulacyjnych w komorce, gdyz ma swdj udziat w metabolizmie, podziale,
przekazywaniu sygnatow oraz utrzymaniu homeostazy w komorce. Kinazy sprawuja funkcje
kontrolng nad fosforylacja. Sa to enzymy zdolne do przylaczania grupy fosforanowej, gtownie
do trzech aminokwas6w w sekwencji biatka: seryny, treoniny i tyrozyny [26]. Odwrotnie do
kinaz dziatajg fosfatazy. Zaburzona miedzy tymi enzymami rOwnowaga moze przyczyniac si¢
do inicjacji procesu kancerogenezy [27]. Analiza poréwnawcza fosfobiatek w stanie
patofizjologicznym organizmu do tych obecnych w warunkach fizjologicznych, moze
umozliwi¢ wykrycie charakterystycznych dla procesu chorobowego fosfobiatek, pomocnych
w diagnostyce lub nadzorowaniu przebiegu choroby, czy tez stanowigcych nowy cel dziatania
chemioterapeutyku [28].

Fosfoproteom jest szeroko badany dla wielu nowotworéw (Tabela 1) [29].
Fosfoproteomika to poddziedzina proteomiki zajmujaca si¢ badaniem tego subproteomu.
Jednak fosforylacja, jak i1 inne modyfikacje potranslacyjne, nie jest kodowana przez geny.

Dodatkowo, modyfikacja ta ma charakter dynamiczny, odwracalny, charakteryzuje si¢ niska
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stechiometrig, a fosfobiatka wyst¢epuja w nieduzych stezeniach, co wiecej — jedno biatko
moze ulega¢ fosforylacji w licznych miejscach swojej sekwencji. Dlatego tez niezmiernie
istotnym zadaniem jest ulepszanie metod identyfikacji ufosforylowanych biatek, szczegolnie
gdy dazy si¢ do wykonania analizy poréwnawczej fosfoproteomu w materiale pochodzenia
klinicznego zarowno w prawidtowym, jak i chorobowym stanie. Wybor odpowiedniej
techniki wzbogacania frakcji fosfobialek, jej rozdzielenia od bialek nieufosforylowanych,
ktore znajduja si¢ w istotnie wyzszym stezeniu w probce, selekcja najbardziej wydajnej
metody fragmentacji w spektrometrze mas, jak rowniez uzycie algorytméw dedykowanych
analizie danych eksperymentalnych, to gldéwne zadania, przed ktérymi staja naukowcy

badajacy fosfoproteom.

Tabela 1. Fosfoproteomika i jej zastosowanie w walce z chorobami nowotworowymi — przyktady. Na
podstawie [28].

Rodzaj nowotworu Znaczenie fosfoproteomiki

Potrojnie negatywny rak piersi (ang. triple- Opracowanie terapii celowanej

negative breast cancer, TNBC) [30] z uzyciem inhibitora proteazy ADAM-17
Rak piersi, Ustalenie przyczyn opornosci na leki,
GIST [31,32] poszukiwanie bardziej skutecznych terapii
Rak ptuc, glejak wielopostaciowy, Nowe cele lekéw przeciwnowotworowych

GIST [33-36]

Biataczka [37] Rozwoj nowych lekow z grupy inhibitorow kinaz

Nowe mozliwosci terapeutyczne zwigzane z
Ludzkie guzy nablonkowe [38] poszukiwaniem biatek podobnych do
naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal
growth factor, EGF)

Odkrycie zaburzen fosforylacji zwigzanych z

Nowotwory krwi (chtoniak, szpiczak mnogi uwrazliwieniem lub opornoécig na leczenie

[39,40] inhibitorami kinaz pacjentéw z wybranymi typami
nowotworow, zwigkszenie wydajnosci terapii
spersonalizowanej

25



2.3. Poszukiwanie nowych biomarkerow o budowie innej ni; biatka — analiza zwigzkow
matoczgsteczkowych

Wsrod czesto badanych pod katem przydatnosci klinicznej zwigzkéw znajduja si¢ nie
tylko biatka, ale rowniez mniejsze czasteczki, jak np. aminokwasy, aminy biogenne. Zwykle
zroznicowane wilasciwosci fizykochemiczne badanych czasteczek, szeroki zakres mas,
sprawiaja, ze niezbgdne jest zawgzenie pola poszukiwan — jak to miato miejsce w przypadku
badania tylko jednego podzbioru biatek, fosfoproteomu — do okreslonej grupy wczesniej
wybranych zwigzkoéw matoczasteczkowych, na przyktad poszukujac nowych, potencjalnych
biomarkeréw wséréd amin biogennych (ang. biogenic amines, BA). Aminy biogenne biorg
udziat w wielu waznych procesach w organizmie, takich jak na przyktad kontrola proliferacji
czy przekazywanie sygnatéw miedzykomdrkowych (neuroprzekazniki: noradrenalina,
dopamina, serotonina). Zainteresowanie aminami biogennymi znacznie wzrosto, gdy
dowiedziono ich waznej roli w patogenezie 1 progresji nie tylko chorob nowotworowych, ale
tez innych choréb cywilizacyjnych, takich jak na przyktad choroby neurodegeneracyjne
(choroba Alzheimera, choroba Parkinsona), depresja lub alergia [41-43]. Okreslenie stezenia
amin biogennych w ptynach ustrojowych moze by¢ wigc uzywane jako potencjalny wskaznik
dla wczesnej detekcji lub monitorowania progresji choroby, albo ustalania rokowan
zastosowanej terapii.

Szczegblnie wazne jest opracowanie nowych, szybszych i1 bardziej wydajnych metod
stuzacych do analizy jakos$ciowej i ilosciowej amin biogennych w plynach ustrojowych
pacjentow chorych na rzadkie lub trudne do wykrycia typy nowotworoéw. Podwyzszone
stezenie amin biogennych lub ich metabolitow w ptynach ustrojowych §wiadczy¢ moze np. o
obecno$ci neuroblastomy lub guza chromochionnego nadnerczy. Szybka i trafha diagnoza,
szczegllnie w pediatrii, stanowi podstawe prawidlowej terapii. Istotne jest wczesne i
poprawne wykrycie guzéw zdolnych do wydzielania amin biogennych i ré6znicowanie ich od
guzow hormonalnie nieczynnych, poniewaz od typu guza zalezy dalsze postepowanie
terapeutyczne [44-46].

W celu przeprowadzania doglebnej analizy wplywu procesu chorobotwoérczego na
komorke, miedzykomoérkowe szlaki sygnalizacyjne, czy tez zmienione wydzielanie
okreslonych substancji (biatkowych lub matoczasteczkowych) nalezy jednak wczesniej
zawsze dokona¢ wyboru metody umozliwiajacej odpowiednie przygotowania probki do

analizy.
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3. Przygotowanie probek biologicznych do analizy

3.1. Rodzaje probek biologicznych

Rodzaj; materialu biologicznego poddawanego analizie determinuje wybor sposobu
przygotowania probki. Nalezy go okresli¢ na samym poczatku postgpowania analitycznego, a
utatwi¢ wybor moze dobre skonstruowanie jasnej i zrozumiatej hipotezy badawczej. Celem
gtownym badania moze by¢ analiza porownawcza catosciowego sktadu biatkowego zdrowych
1 chorych komorek, czy tez analiza poréwnawcza zwigzkow matoczasteczkowych, ktorych
wydzielanie jest zaburzone w czasie choroby. Cel moze stanowi¢ réwniez zdobycie
szczegdlowych informacji na temat wybranych grup zwigzkoéw chemicznych (na przyktad
biatek) 1 ich zachowania w czasie choroby lub szerzej — analiza skomplikowanych procesow
miedzykomoérkowych lub  szlakéw sygnalizacyjnych, w celu pozyskania wiedzy o
biologicznych czy molekularnych podtozach danego procesu.

Biorgc powyzsze rozwazania pod uwage, za optymalny material do analizy uwaza si¢
taki, ktory stanowi potencjalnie najlepsze, najbardziej zasobne zrodto zwigzkoéw chemicznych
potwierdzajacych  lub  odrzucajacych  hipotez¢  badania, przy jednoczesnym
nieskomplikowanym procesie jego pozyskiwania. [ tak, dla poszukiwan nowych,
potencjalnych biomarkeroéw choréb nowotworowych, najlepszym materiatem analitycznym sa
tatwo dostepne plyny ustrojowe cztowieka. Naleza do nich: surowica lub osocze krwi, mocz,
slina, a z mniej dostepnych, ale réwniez mozliwych do przebadania — ptyn moézgowo-
rdzeniowy. Badane moga by¢ rowniez sekretomy znad pierwotnych hodowli komorek
nowotworowych. Obecnie preferowane jest badanie moczu i1 krwi (osocza, surowicy) jako
tatwo dostepnych pltyndéw ustrojowych cztowieka [46-48].

Majac sformutowang hipoteze badania, po wyborze materiatu analitycznego mozna
przejs¢ do izolacji wybranych grup zwiazkéw z matrycy biologicznej, w celu ich dalszej

analizy pod katem przydatnos$ci jako nowe, potencjalne biomarkery chorob.

3.2. Schemat eksperymentu ukierunkowanego na poszukiwania nowych, potencjalnych
biomarkerow chorob nowotworowych

Po uzyskaniu zgody odpowiedniej komisji bioetycznej, zapoznaniu pacjenta z celem
badania i wyrazeniu przez niego zgody na udzial w badaniu, mozna przystapi¢ do pobrania
materialu od uczestnikow badania. Doktadna znajomos$¢ wiasciwosci fizykochemicznych
badanych zwiazkéw (wrazliwo$ci na $wiatlo, temperature) pozwoli unikng¢ bteddéw juz na

tym waznym etapie eksperymentu.
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Potencjalne biomarkery wystepuja w badanej probce najczgsciej w bardzo niewielkim
stezeniu, dlatego najwazniejsza jest ich izolacja od innych sktadnikéw prébki. Na przyktad w
surowicy 1 osoczu krwi, najbardziej st¢zonymi biatkami sg albuminy i immunoglobuliny (ang.
immunoglobulins, 1g), gtownie 1gG (Rycina 1) [20]. Najlepiej, gdy zostang one usuni¢te przed
analiza, gdyz ich stezenie znacznie przewyzsza stezenie biatlek o mniejszych masach
czasteczkowych, ktore stanowia potencjalny rezerwuar nowych biomarkeréw, a ktorych

stezenie w probach biologicznych jest czesto bardzo niskie (rzgdu pikomoli) [49].

Rycina 1. Bialka istotnie klinicznie (oznaczone gwiazdka) zajmuja znikoma czgs$¢ calosciowego
zestawu biatek osocza; na podstawie [24].

3.3. Metody izolacji badanych zwigzkow 7 matrycy biologicznej

Izolacja lub tez ekstrakcja wybranych czasteczek z matrycy biologicznej jest etapem
stwarzajagcym duze trudnosci. Dla kazdego bowiem rodzaju czgsteczek, ktore stanowig cel
badania — bialek w analizie proteomicznej, czy zwigzkow matoczasteczkowych — nalezy
rozpatrywaé inne metody izolacji. Nierzadko konieczne jest uzycie kilku etapéw izolacji. Co
za tym idzie, spodziewac si¢ nalezy znacznego wydiuzenia calkowitego czasu trwania
analizy, jak rowniez wigkszych strat w materiale badanym [50].

Izolacja badanych zwigzkéw ma na celu nie tylko wyodrgbnienie badanych czasteczek
sposrod wielu innych, nie stanowiacych celu analizy, skladnikéw mieszaniny, ale rdwniez
oczyszczenie probki z zanieczyszczen, ktore w duzym stopniu wplywaja na wyniki analizy, a

czesto zupetnie jg uniemozliwiajg [51].

3.3.1. Ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid-phase extraction, SPE)
Ekstrakcja do fazy statej SPE to jedna z najchg¢tniej stosowanych obecnie technik izolacji
analitow z matrycy biologicznej. Polega ona na wuzyciu kolumienek wypetlionych

odpowiednig fazg stacjonarng, majaca powinowactwo do analizowanych substancji. Dzieki
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temu, po natozeniu probki na wczesniej kondycjonowang kolumne, zanieczyszczenia sg
usuwane, za$ analizowane substancje — zatrzymywane sa na ztozu. Nastepnie, stosujac
odpowiedni eluent, anality wymywa si¢ ze ztoza, co umozliwia ich dalszg identyfikacj¢, na

przyktad z zastosowaniem spektrometrii mas (Rycina 2) [52].

kondycjonowanie = nakladanie probki przemywaniezioza  wymywanie analitéw

U

':, matryca ::. anality
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ol e o0

i 1 U I

Rycina 2. Schemat oczyszczania i ekstrakcji analitéw z probki z zastosowaniem techniki SPE.

Duzg zaleta techniki SPE jest jednoczesne zatezenie o badane zwigzki oraz oczyszczenie
materialu z soli, detergentéw i innych zanieczyszczen. Tak otrzymana probka biologiczna jest
czysta, a substancje analizowane wolne s3 od innych, uniemozliwiajacych dalsza ich
identyfikacje.

Co wigcej, jest to preznie rozwijajaca sie technika. Dotychczas stosowane wypelnienia
kolumn ztozone z wegla C18, wymiennikow jonowych — kationowych (ang. strong cation
exchange, SCX) oraz anionowych (ang. strong anion exchange, ACX), materialow
wypehniajacych wchodzacych w oddziatywania hydrofobowe z analitami, zastgpowane sg
przez ich modyfikacje [bardziej ztoZzone matryce, ktore dzialaja na zasadzie oddziatywan
jonowych 1 hydrofobowych jednocze$nie albo ztoza skomponowane z wykorzystaniem
polimerdéw z tzw. nadrukiem czgsteczkowym (ang. molecularly imprinted polymers, MIP)].
Zmiany w strukturze zt6z przyczynity si¢ do uzyskania przez technik¢ SPE statusu techniki

ekstrakcji o bardzo szerokim zakresie wykorzystania. Analizowane zwiazki sg bowiem
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selektywnie zatrzymywane na ztozu, co pozwala na otrzymywanie probek o wysokim stopniu
czystosci.

Niewatpliwg zaleta techniki SPE jest mozliwo$¢ jej zautomatyzowania poprzez
potaczenie on-line z chromatografig cieczowa sprzgzong z tandemowgq spektrometrig mas LC-
MS/MS (ang. liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). W tak
skonstruowanym uktadzie mamy do czynienia z dwiema kolumnami chromatograficznymi —
przedkolumng i kolumng analityczng. Przedkolumna jest wypetniona ztozem SPE i pozwala
na zageszczenie 1 oczyszczenie probki przed jej dotarciem do kolumny analityczne;.
Zapobiega to szybkiej eksploatacji kolumny chromatograficznej, jednak ilo$¢ sorbentu na
przedkolumnie (zwykle 20-100 mg) jest znacznie mniejsza niz w kolumnie SPE pracujacej w
systemie off-line (tutaj mamy do czynienia z wypelnieniami 50-2000 mg). Anality sg wigc
stabiej zatrzymywane na przedkolumnie w systemie on-line [53]. Wcigz niemniej 1 tak dazy
si¢ do wprowadzenia ulepszen w systemach on-line, gdyz takie potaczenia znacznie skracaja
czas analizy oraz zmniejszajg straty materialu badanego. Jedng z technik, ktorych rozwoj
pozwolil na zmniejszenie niektorych ograniczen bezposredniego potaczenia SPE-LC-MS/MS,
jest mikroekstracja do fazy stalej (ang. solid-phase microextraction, SPME). Uzycie tej
metody umozliwia zageszczanie, odsalanie 1 rozdzielenie zarowno probek ciektych, jak 1
gazowych w bardzo matych objetosciach. Duza zaleta SPME jest ograniczenie zuzycia czgsto

toksycznych i drogich rozpuszczalnikéw oraz mata powierzchnia adsorpcyjna [54,55].

3.3.2. Ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction, LLE)

Ekstrakcja LLE nalezy do jednych z najstarszych metod wzbogacania i izolacji zwigzkow
stabo lotnych z probek wody. Opiera si¢ na zjawisku podzialu analitu pomigdzy dwie
oddzielone od siebie, ale pozostajace w kontakcie ciecze, najczg$ciej roztwdr wodny i
rozpuszczalnik organiczny. Proces ten podlega prawu podziatu Nernsta. Niestety, niezbednym
wymogiem LLE jest obecno$¢ duzych ilosci rozpuszczalnika organicznego, co komplikuje
analiz¢ pod wzgledem kosztow 1 naraza operatora na ucigzliwy dla zdrowia kontakt z
nierzadko toksycznymi roztworami. Co wigcej, proces ekstrakcji z uzyciem techniki LLE jest
czasochtonny.

Dzi¢ki syntezie coraz bardziej selektywnych i wysoce wydajnych wypekien kolumn
SPE, technika ekstrakcji ciecz-ciecz zaczyna by¢ wybierana coraz rzadziej. Przegladajac
ostatnio publikowane prace naukowe, mozna zauwazy¢ trend odchodzenia od LLE jako
gtownej techniki izolacji analitu — czy to peptydow, lekow lub innych zwigzkow

matoczasteczkowych z probki biologicznej — na rzecz ekstrakeji do fazy stalej SPE [55].
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Wraz z rozwojem wiedzy 1 technologii, rozpoczgto adaptacje techniki LLE do
zmieniajacych si¢ trendéw z dazeniem do minimalizacji zuzycia probki, jak réwniez
rozpuszczalnikéw. Analogicznie do ulepszenia SPE, jakim jest technika SPME, rowniez tutaj
wprowadzono zminiaturyzowang wersj¢ LLE — mikro-ekstrakcje ciecz-ciecz (ang. liquid-
liquid microextraction, LLME). LLME wymaga jedynie mikrolitrowych iloSci
rozpuszczalnikdéw, aby wyizolowac analit z probki wodnej [56,57].

Dzigki rozwojowi technologii coraz wigcej technik izolacji analitow ze skomplikowanych
materialow biologicznych jest dostepnych na rynku. Niemniej powstale ulepszenia czgsto sg
niewystarczajace, aby z duza wydajnoscia wyizolowa¢ zwigzki ze zlozonej matrycy
biologicznej. Czasem wymagane jest wyprobowanie wielu technik i1 ich modyfikacji,
wypracowanie odpowiedniego sktadu rozpuszczalnikow, zanim wybierze si¢ odpowiednig
technike i1zolacji dla badanego analitu. Czgsto niezbedne jest zastosowanie starszych, mato
wydajnych technik izolacyjnych, gdyz dla niektérych zwigzkow — szczegdlnie o
niejednorodnej charakterystyce fizykochemicznej — nowsze metody nie zostaly jeszcze w

pelni zoptymalizowane.

3.3.3. Inne metody izolacji

Do metod starszych, obecnie czgsto stosowanych przed wtasciwg izolacja SPE lub LLE,
nalezy precypitacja biatek [58,59]. Gtownie podczas analizy zwigzkéw matoczasteczkowych
lub peptydow i ewentualnie mniejszych bialek, w pierwszym etapie nalezy usunaé z materialu
badanego biatka wystepujace w najwiekszym stezeniu. Mozna zastosowa¢ komercyjnie
dostepne zestawy laboratoryjne, ktérych dziatanie opiera si¢ na zjawisku chromatografii
powinowactwa, a wiec umozliwia wybiorcze usuwanie niektorych bialek, na przyktad
albumin i immunoglobulin, z krwi. Nie dysponujac takimi zestawami, zastosowa¢ mozna
klasyczng precypitacje biatek za pomoca acetonu, kwasu trichlorooctowego, metanolu,
acetonitrylu lub innych rozpuszczalnikéw organicznych. Po odwirowaniu precypitatu,
matryca jest wolna od biatek, ktore pozostaja w osadzie. Roztwor znad osadu jest nastgpnie
filtrowany — optymalnie przez filtry 0,22 um — i moze by¢ bezposrednio analizowany.

Wirowanie 1 ultrawirowanie z zastosowaniem membran o rdznej przepuszczalnosci,
pozwala réwniez w pierwszym etapie na usuni¢cie organelli komorkowych (jezeli analizie
poddawane sg homogenizowane komorki) oraz soli i niektorych detergentow.

W proteomice wstepne etapy izolacji, opisane powyzej, stuza do przygotowania probki
przed wlasciwym rozdzieleniem za pomocg np. elektroforezy zelowej jedno- lub

dwukierunkowej. Niezbgdne zastosowanie jednoczesne kilku metod wstgpnego
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przygotowania probki w eksperymentach proteomicznych wigze si¢ z duzg ztozonoscig
matrycy biologicznej, obecnoscig istotnych klinicznie biatek w niewielkim stezeniu w probce
oraz wrazliwo$cig spektrometru mas na nawet niewielkie ilo$ci soli 1 zanieczyszczen
obecnych w probce. Po izolacji biatek otrzymuje si¢ mieszaning wielu, czesto tysiecy biatek,
ktorych analiza i identyfikacja przebiega z zastosowaniem spektrometrii mas.

Dzigki usprawnieniu metod przygotowania probek do analizy, rozwojowi narze¢dzi
bioinformatycznych, proteomika zyskuje coraz wicksze znaczenie w walce z chorobami
nowotworowymi. W analizie proteomicznej, jak roéwniez w analizie zwigzkow
matoczasteczkowych, duzy sukces odniostoby opracowanie standardowych procedur
postgpowania dla kazdej probki biologicznej. Zadanie to wcigz stanowi duze wyzwanie dla
naukowcow, a metody przygotowania probek do analizy rozwijaja si¢ preznie, szczegdlnie w
kierunku ulepszania istniejgcych juz metod izolacji. Nowosci te majg na celu skrocenie czasu
analizy, uzyskanie probki o najwyzszym stopniu czysto$ci, sprawienie, aby wyniki
eksperymentéw byly jak najbardziej powtarzalne i1 odtwarzalne, a co za tym idzie,
poprawienie jakosci ostatecznego rezultatu eksperymentu, z nadzieja, ze starania te
zaowocuja udoskonaleniem technik shuzacych do bezinwazyjnej diagnostyki chorob

nowotworowych.

3.4. Metody wzbogacania analizowanych zwigzkow w materiale biologicznym ze
szezegolnym uwzglednieniem fosfoproteomiki

Czesto metody stosowane do izolacji analitow z matrycy biologicznej stuzg rowniez
wzbogaceniu probki w wybrane zwiazki. Taka zaleta charakteryzujg si¢ techniki SPE czy
SPME. Laczac dwa etapy eksperymentu przy uzyciu jednej metody, zyskiwany jest czas, a
straty materiatu biologicznego sg mniejsze. Z tego wzgledu wspomniane techniki cieszg si¢
duzym zainteresowaniem i bardzo chetnie sg uzywane do przygotowania 1 zageszczenia
probki biologiczne;.

Ideg procesu wzbogacania w SPE jest zatrzymanie wybranych analitow z probki
biologicznej na materiale adsorbujacym, a nastepnie ich desorpcja. Tak otrzymany roztwor
jest bogatszy, niz probka wyjsciowa, w analizowane zwigzki 1 jego dalsza analiza — zwykle
chromatograficzna — jest w petni mozliwa [60].

Starsza, niemniej bardzo tatwa do zastosowania, metoda wzbogacenia probki jest jej
odparowanie, po wstepnym odsoleniu i izolacji, a nastgpne jej rozpuszczenie w mniejszej
ilosci rozpuszczalnika. Metoda ta rzadko jest stosowana samodzielnie, czgsto uzywana jest

tacznie z innymi technikami np. z SPE lub LLE.
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Niezmiernie waznym etapem w fosfoproteomice jest wzbogacenie frakcji fosfobiatkowe;.
Jest to spowodowane wystgpowaniem fosfopeptydow w materiale badanym w duzo nizszych
stezeniach niz peptydow, ktore nie ulegly fosforylacji. Co wigcej, trudnosci stwarza tez
detekcja z uzyciem spektrometrii mas fosfopeptydow, gdyz nastgpi¢ moze nakladanie si¢
sygnatu dla fosfopeptydu w obecnosci peptydow nieufosforylowanych, a grupa fosforanowa
wykazuje labilno$¢ podczas fragmentacji indukowanej kolizyjnie (ang. collisionally induced
dissociation; CID zwana tez CAD — ang. collisionally activated dissociation), ktora jest
aktualnie standardowo stosowang metodg fragmentacji. Dlatego tez, identyfikacja
fosfopeptydow 1 miejsc fosforylacji jest skomplikowanym procesem [28]. Pomimo
wspomnianych utrudnien, badania fosfoproteomiczne sa z powodzeniem kontynuowane
dzicki rozwojowi zaawansowanych metod wstgpnego wzbogacania frakcji fosfopeptydowe;j
[61]. Metody wzbogacania frakcji fosfobiatek, dzigki rozwojowi zar6wno metod
analitycznych, jak 1 bioinformatycznych, sa liczne 1 wiele z nich uzywanych jest w
nowoczesnej fosfoproteomice [62]. Wsréd najwazniejszych mozna  wymienic:
immunoprecypitacje czy konwersj¢ chemiczng fosfopeptydow, wzbogacanie za pomocag
chromatografii, jak na przyktad chromatografii oddziatywan hydrofilowych, chromatografii
jonowej, chromatogratii powinowactwa z unieruchomionymi jonami metali (ang. immobilized
metal affinity chromatography, IMAC) [63] lub tlenkami metali np. dwutlenkiem tytanu
(TiO,) [64], albo potaczenie ostatnich dwodch technik (ang. sequential elution from IMAC,
SIMAC) [65]. Obecnie najczesciej stosowane s3a metody korzystajace z matryc
chromatograficznych zdolnych do selektywnego wigzania reszt fosforanowych, jak na
przyktad ztoza z unieruchomionymi jonami metali — IMAC oraz z tlenkiem tytanu (IV) —
TiO, [24].

Wzbogacanie fosfoproteomu z uzyciem IMAC oparte jest na silnym oddziatywaniu
miedzy pozytywnie naladowanymi jonami metali znajdujacymi si¢ w matrycy np. galu — Ga
(III), zelaza — Fe (III), cyrkonu — Zr (IV) lub glinu — Al (III) z grupa fosforanowa w
fosfopeptydzie, obdarzong tadunkiem ujemnym. Niestety biatka o charakterze kwasnym
rowniez posiadaja tadunek ujemny i moga si¢ przylacza¢ do matrycy IMAC. W czasie
odzysku peptydow przytaczonych do matrycy uzyskuje si¢ eluent, ktory powinien zawierac
tylko fosfopeptydy, ale czesto tak nie jest. Opisana powyzej technika wzbogacania jest wiec
wcigz ulepszana i modyfikowana tak, aby zwickszy¢ jej selektywnos$¢, przy jednoczesnej
redukcji strat materialu badanego. Wysoka ilo§¢ wigzan niespecyficznych IMAC stwarza
najwiecej problemow, gdy matryca ta uzywana jest do wzbogacania fosfopeptydoéw z bardzo

skomplikowanych mieszanin. A takimi probkami dysponujemy, gdy badamy tatwo dost¢pne
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pltyny ustrojowe cztowieka, jak to ma miejsce w badaniach nastawionych na zdobywanie
wiedzy o fosfobiatkach, ktérych nieprawidlowe wydzielanie obserwuje si¢ w procesie
kancerogenezy.

Nastgpnym wyraznym ograniczeniem IMAC jest wzglednie niska wytrzymalos$¢ tej
techniki wzgledem detergentéw 1 soli znajdujacych si¢ w probcee, przez co nalezy wykonaé
dodatkowe oczyszczanie probki (na przyktad za pomoca ekstrakcji do fazy stalej z uzyciem
kolumn C18 i nastepnie prefrakcjonowanie przy uzyciu chromatografii jonowej) przed
wzbogacaniem fosfopeptydow za jej pomocg. Niezbedne wprowadzenie jeszcze jednego lub
dwoch etapow eksperymentu prowadzi do zwigkszenia strat badanego materiatu i wydluzenia
czasu przygotowania probki do analizy [66]. Zachodzi zatem konieczno$¢ uzywania wigkszej
ilosci materiatu poczatkowego w przypadku, gdy wybrano do wzbogacenia fosfopeptydow
technike IMAC. Czesto w badaniach fosfoproteomicznych dysponuje si¢ bardzo matg iloscig
materialu badanego, a pobranie wigkszej probki jest zwykle czasochlonne 1 problematyczne
(hodowle komorkowe, ptyny ustrojowe pacjentow), dlatego preferuje si¢ stosowanie tych
technik, ktore wykorzystuja jak najmniejsza ilo§¢ probki niezbednej dla calosciowej analizy
[67].

Zastosowanie matrycy z TiO, jest obiecujacg alternatywa dla matryc IMAC.
Spowodowane jest to wyzsza tolerancja TiO, wzgledem zanieczyszczen obecnych w probcee i
jej wysoka selektywnoscia. Dodatkowo, nie trzeba dysponowac duza iloscig probki w celu
wzbogacenia fosfopeptydow. Problem wigzan niespecyficznych z kwasnymi peptydami jest
tu pomijany poprzez  zastosowanie roztworu z  dodatkiem  kwasu = 2,5-
dihydroksybenzoesowego (2,5-DHB), ktory ma zdolno$¢ usuwania z  probki
nieufosforylowanych peptydoéw, oraz kwasu trifluorooctowego (TFA) podczas naktadania
probki na matryce TiO,. Niemniej nalezy rozpatrzy¢ rowniez kompatybilno$¢ tych substancji
z dalsza analiza LC-MS/MS; powszechnie dodawany 2,5-DHB jest bowiem substancjg
zanieczyszczajaca zaroOwno system chromatograficzny, jak i zrédto jonow spektrometru mas.
Idealnym rozwigzaniem okazuje si¢ zastosowanie kwasu glikolowego albo kwasu mlekowego
jako odpowiednikow 2,5-DHB, ktére podnosza selektywno$¢ matrycy TiO, wzgledem
fosfopeptydow, co wiece] — sg kompatybilne z dalszymi etapami analizy.

Uzywanie TiO, jest jednak rowniez obarczone wadami. Ot6z tlenek tytanu (IV)
obdarzony jest bardzo silnym powinowactwem do peptydow wielokrotnie ufosforylowanych,
co utrudnia ich p6zniejszy odzysk z matrycy.

Podsumowujac, obie chetnie uzywane w fosfoproteomice techniki obarczone sg wadami.

Ostatnio skoncentrowano si¢ wigc na poszukiwaniu matrycy, ktora posiadataby zalety TiO,
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oraz IMAC, ale pozbawiona byta ich wad. Dzi¢ki nowym technologiom stworzono matryce
sktadajaca si¢ z IMAC z chelatowo przytaczonymi jonami tytanu (IV) Ti*" (Ti*'/ IMAC) [68].
Rycina 3 przedstawia schemat budowy takiej matrycy, z uwzglednieniem miejsca polaczenia
jej z peptydami (tacznik z jonoéw tytanu). Z uwagi na swojg wysoka odpornos¢ na sole 1
detergenty, wysoka specyficznos¢ wzgledem fosfopeptydéw (jak w przypadku TiOy),
nieskomplikowang  procedure¢  eksperymentalng, zapewnienie lepszego  odzysku
wieloufosforylowanych  peptydow, w pordwnaniu do TiO,, podobny odzysk
jednoufosforylowanych peptydéw i oczywiscie zdolno$¢ do wzbogacenia probki z niewielkiej

ilosci materiatu poczatkowego, metoda ta moze znaczgco przyczyni¢ si¢ do rozwoju badan

fosfoproteomicznych.
M O
Osp NG
D i
Jd O.. o~ o
4, H-n“'; ............ %i“' ... Grupahczaca sie z
""" T' b g BN 2 fosfopeptydami
' O O Q O

| \/O Grupa chelatujaca
\P/ N
0~ O

\\\\\\\ tacznik

Matryca (mikrosfery)

Rycina 3. Budowa mikrosfery, ktorej podstawa jest matryca z unieruchomionymi jonami metalami
IMAC, do ktorej, poprzez reszte fosforanowa, przylaczone sa chelatowo jony tytanu (Ti*") majace
powinowactwo do fosfopeptyddéw. Na podstawie [68].

3.5. Analiza ilosciowa

Celem analizy iloSciowej jest okreslenie stezenia analitow zidentyfikowanych wczesniej
za pomocg analizy jakosciowej. Bazujgac na wynikach uzyskanych dzigki analizie ilosciowe;,
mozna przesledzi¢ zmiany stezenia badanych zwigzkéw w stanie patofizjologicznym, jak i

fizjologicznym organizmu, czy tez przed i po zaistnieniu badanego zjawiska (jak na przyktad
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przed leczeniem i po leczeniu). Dlatego tez w dzisiejszych czasach niezmiernie wazny jest
rozwdj metod analizy iloSciowej, gdyz moga one uzupeti¢ posiadang informacje takze w
obszarze nowych biomarkeréw wielu choréb [69].

Analiza ilosciowa w proteomice dodatkowo dostarcza informacji o molekularnych
funkcjach biatek i ich interakcjach; zdobywana jest wiedza o molekularnym podtozu wielu
procesOw toczacych si¢ w organizmie. Szlaki sygnalizacyjne moga by¢ interpretowane na
poziomie biatek i wiele metod ilo§ciowych bazujacych na wykorzystaniu spektrometrii mas
zostalo opracowanych dla ilosciowego okreslenia wszystkich bialek w probece lub tylko
wybranych podzbioréw biatek, np. fosfoproteomu (ilosciowa analiza fosfoproteomiczna).

Analiza iloSciowa nie jest jednak mozliwa bez skorzystania z zaawansowanych
technologii analitycznych. Najczeéciej stosowanymi metodami niezbednymi do uzyskania
danych ilosciowych ze spektrometru mas, jest uzywanie wzorcow wewnetrznych, ktorymi w
sytuacji idealnej sg znakowane izotopowo (np. deuterem) odpowiedniki zwigzkow badanych.
Mozna tez uzy¢ znacznikéw izotopowych, ktére nie majg budowy analizowanych substancji,
co jest szczegdlnie pomocne w czasie analizy probki o nieznanym sktadzie. Wykorzystywane
sa tez metody nie korzystajace ze znacznikow izotopowych. Wszystkie wymienione podejscia
wymagaja duzej] wiedzy oraz zastosowania odpowiednich narzedzi statystycznych i

chemometrycznych, podczas interpretacji wynikow.

3.5.1. Znakowanie izotopowe w analizie proteomicznej

Obecnie techniki korzystajace ze spektrometrii mas ze znakowaniem stabilnymi
izotopami zyskaty na popularnosci. Spektrometria mas jest powszechnie uzywana do
iloSciowej analizy zwiazkow matoczasteczkowych. Uzywane sa na przyktad znakowane
izotopowo analogi badanych zwigzkéw i1 dodawane sa w okreslonej ilosci do probki
przeznaczonej do analizy. Jest to niezbedne, gdyz spektrometria mas per se nie jest technika
stuzacag do analizy iloSciowej, ze wzgledu na duze rdznice w odpowiedzi detektora, rézne
stopnie jonizacji badanych zwigzkéw 1 inne czynniki. Niemniej jednak obserwowane
zaleznosci ilosciowe dla analogéw izotopowych okazaly si¢ bardzo wiarygodne, gdyz nie ma
migdzy nimi a ich nieznakowanymi odpowiednikami roznic chemicznych 1 sg one
analizowane podczas jednego eksperymentu [70].

Wilaczenie znacznika izotopowego do zwigzku moze by¢ przeprowadzone in vivo.
Mowimy wtedy np. o znakowaniu izotopowym aminokwaséw w hodowlach komoérkowych
(ang. stable isotope labeling by amino acids in cell cultures, SILAC) [70]. Duzo czgsciej

stosuje si¢ jednak znakowanie in vitro, a do najbardziej popularnych metod naleza:

36



znakowanie grup aminowych przy uzyciu znacznikéw izobarycznych w celu wzglednej i
bezwzglednej analizy ilosciowej (ang. isobaric tags for relative and absolute quantification,
iTRAQ) [71,72], znakowanie za pomoca reduktywnej aminacji stosujac izotopy
formaldehydu 1 cyjanoborowodorku sodowego (ang. dimethyl labeling) [73,74] czy tez
znakowanie bialek aminokwasami z wbudowanym izotopem (ang. isotope-coded affinity tag,
ICAT) [75].

W przypadku zastosowania techniki iTRAQ, znacznik izotopowy jest dolaczany do
konca N peptydow uzyskanych podczas trawienia enzymatycznego bialek w préobce 1 do
wolnych grup aminowych tych peptydow. Duza zaletg tej metody jest mozliwos¢ analizy
nawet do o$miu probek w jednym eksperymencie — rézne probki sa znakowane o$mioma
réoznymi znacznikami, mieszane, a nastepnie analizowany jest sktad ilosciowy peptydow w
kazdej z probek. Rycina 4 przedstawia schemat eksperymentu, ktérego celem jest iloSciowa
analiza proteomiczna dwoch probek — pochodzacej z organizmu zdrowego (probka 1) oraz
chorego (probka 2). Peptydy powstate po trawieniu enzymatycznym biatek z probki sg
znakowane dwoma roznigcymi si¢ masg znacznikami iTRAQ (117 Da lub 118 Da), po czym
obie probki sg mieszane i nastepnie jednoczes$nie rozdzielane sa sktadniki mieszaniny za
pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej, a analizy dokonuje si¢ z uzyciem
tandemowej spektrometrii mas (MS/MS). Kazdy ze znacznikow w metodzie iTRAQ sktada
si¢ z grupy reporterowej, balansowej i1 reagujacej z peptydem (Rycina 5). Grupa reporterowa
posiada r6zne masy (od 113 do 121 Da, z pominigciem 120 Da) i ulega odszczepieniu od
szkieletu peptydow podczas fragmentacji w spektrometrze mas, a masy jondw reporterowych
sa mozliwe do zarejestrowania na widmie masowym. Sygnatl intensywnosci tych fragmentow
(Rycina 4) stuzy do wzglednej, ilosciowej analizy peptydow, ktore te fragmenty reprezentuja.
Podsumowujac, dzigki znakowaniu iTRAQ otrzymuje si¢ posrednio informacje¢ o st¢zeniu

danych peptydow, i1 dalej — biatek — w nawet osmiu roznych probkach w czasie jednej analizy.
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie analizy iloSciowej dwoch probek z zastosowaniem
znacznikow stabilnych izotopéw iTRAQ i analizy LC-MS/MS.
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Rycina 5. Schemat budowy znacznika izotopowego iTRAQ z zaznaczeniem przerywanymi liniami
miejsc, ktore ulegaja rozerwaniu w spektrometrze mas, uwalniajac czg¢sci znacznikow o odpowiednich
masach (grupe reporterowa), ktore umozliwiaja analize¢ ilosciowa peptydow w probkach. Na
podstawie [76].



Ciekawa metoda wzglednej ilosciowej analizy proteomiczne]j jest uzycie znakowania
amin pierwszorzedowych (z peptyddéw) przy uzyciu izotopoéw formaldehydu (CH,O, CD,O,
BCD,0) i cyjanoborowodorku sodowego (NaBH;CN, NaBD;CN) (Rycina 6). Technika ta
nosi nazwe¢ reduktywnej aminacji 1 polega na przylaczeniu do peptydéw znacznikow:
lekkiego, posredniego i cigezkiego, rdéznigcych si¢ masami czgsteczkowymi — dzigki czemu
mozna analizowa¢ w jednej analizie LC-MS/MS do 3 roznych probek. Jest to wzgledna
ilosciowa analiza, gdyz poréwnujemy sktad biatkowy (fosfobiatkowy) probki klinicznej przed
chorobg 1 w trakcie choroby (po zadziataniu czynnika), czy tez pozyskanej ze zdrowego i
patologicznie zmienionego materiatu biologicznego. Do gtownych udoskonalen tej techniki,
w pordwnaniu do iTRAQ, mozna zaliczy¢: redukcje kosztéw odczynnikdéw, mozliwosé
przeprowadzenia jednoczesnego odsalania i oczyszczanie probki w trakcie znakowania (jesli
korzysta si¢ z przystosowanych do znakowania kolumienek SPE) — catkowity czas potrzebny

do przygotowania probek do analizy znacznie si¢ skraca [74].

0O
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Rycina 6. Schemat przytaczania do amin pierwszorzedowych (do konca N peptydu) znacznika
lekkiego, posredniego lub cigzkiego przy uzyciu odpowiednich izotopy formaldehydu (CH,O, CD,O,
CD,0) i cyjanoborowodorku sodowego (NaBH;CN, NaBD;CN). Na podstawie [77].
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3.5.2. Analiza ilosciowa nie wykorzystujgca znakowania izotopowego

Analiza ilo$ciowa z wykorzystaniem znakowania stabilnymi izotopami, uwazana jest za
metode najlepiej odzwierciedlajaca realne stezenie biatek w badanej probce. Niemniej
technika ta wymaga specjalistycznych narzedzi bioinformatycznych oraz zakupu drogich,
czgsto toksycznych, odczynnikow. Co wigcej, znaczniki izotopowe czasem nie s3
kompatybilne z dalszg detekcja sktadnikow probek przy pomocy spektrometrii mas [78].

Dawniej analizg iloSciowa bez znakowania izotopowego przeprowadzano wykorzystujac
technike dwukierunkowej elektroforezy zelowej (ang. two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis, 2D-PAGE), gdzie intensywnos$¢ zabarwienia bialek na zelu okreslata ich
ilos¢. Obecnie zaczgto unikaé stosowania czasochtonnego 1 toksycznego zelu
poliakrylamidowego na rzecz analizy iloSciowej opartej na zasadzie zliczania widm
fragmentacyjnych MS/MS (ang. spectra counting, SC) lub tez oceny wielkosci pola
powierzchni pod pikami obrazujacymi poszczegdlne peptydy (ang. area under the curve,
AUC) [78-80]. Dzigki zastosowaniu takiej analizy, okreslenie stezenia wielu biatek w probce
podczas jednej analizy, stalo si¢ mozliwe.

W przypadku uzycia innego detektora niz spektrometr mas, na przyktad detektora
spektrofotometrycznego pracujacego w zakresie Swiatla widzialnego 1 bliskiego ultrafioletu
(ang. ultraviolet-visible, UV/VIS), zastosowanie wzorca wewnetrznego lub zewnetrznego
umozliwa przeprowadzenie analizy ilosciowej [81]. Stosujac pierwsza metodg, jako wzorzec
wewnetrzny uzywa si¢ substancje, ktora nie wystgpuje w probce, a ktorej pik na
chromatogramie jest usytuowany w poblizu pikow oznaczanych skladnikéw mieszaniny,
jednak z nimi nie ingeruje. Doktadnie odmierzong ilo§¢ wzorca dodaje si¢ do $cisle znanej
ilo$ci probki. Dane na temat zawarto$ci badanych zwiazkow w probce uzyskuje si¢ przy
uzyciu odpowiednich algorytmoéw matematycznych, przez poréwnanie absorbancji §wiatta w
zakresie UV/VIS przez znang i1lo$¢ wzorca wewngtrznego, z absorbancja badanych analitéw.

Druga metoda — wzorca zewngtrznego — polega na wyznaczeniu zaleznosci pomiedzy
powierzchniami piku dla kazdej z oznaczanych substancji i ich stezeniem. W tym celu
przygotowuje si¢ roztwory kalibracyjne, tzn. roztwory substancji oznaczanej albo mieszaniny
analizowanych substancji w kilku réznych st¢zeniach. Po wprowadzeniu ich na kolumne, na
podstawie uzyskanych chromatograméw, wyznacza si¢ krzywa kalibracyjng. Nastepnie
wprowadzana jest do kolumny badana probka, a uzyskane powierzchnie pikéw substancji

oznaczanych w nieznanej probce, umozliwiajg oznaczenie ich zawartosci [82].

40



4. Popularne metody rozdzielania i detekcji skladnikow probki uzywane w celu
poszukiwania potencjalnych, nowych biomarkerow

Poszukiwanie nowych biomarkeréw w probkach pochodzenia biologicznego sprawia
wiele trudnosci, glownie ze wzgledu na zlozono$¢ badanych matryc biologicznych.
Rozdzielenie 1 detekcja sktadowych skomplikowanej mieszaniny jest réwnie istotna, jak
odpowiednie przygotowanie probki do analizy omawiane wcze$niej. Zastosowanie potaczen
dwoch lub wigcej zaawansowanych technik analitycznych, umozliwia czgsto zdobycie wielu
kluczowych informacji — zarowno jakosciowych, jak i ilosciowych — o badanych zwigzkach w

probkach.

4.1. Jednokierunkowa elektroforeza Zelowa w Zelu poliakrylamidowym (ang. one-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, 1D-PAGE)

Dawne trendy w analizie prowadzonej dla wysoce skomplikowanych mieszanin biatek
(proteomika, fosfoproteomika), szczegolnie w podejsciu ,,fop down”, ale rdbwniez ,,bottom up”
(w tym drugim przypadku po trawieniu enzymatycznym), sklanialy do wstgpnego
prefrakcjonowania mieszanin za pomocg jednokierunkowej elektroforezy zelowej, 1D-PAGE
albo — jeszcze czesciej] — dwukierunkowej elektroforezy zelowej, 2D-PAGE [83]. Rozdzielone
biatka byty nastgpnie wybarwiane na zelu standardowymi preparatami (np. Coomassie
Brilliant Blue albo jonami srebra). Najczestsza metodg wybarwiania zelu jest umieszczenie go
w roztworze Coomassie Brilliant Blue; granica wykrywalnosci jest tutaj jednak wysoka, gdyz
barwnik ten umozliwia wykrycie okoto 10-100 pg biatka w probece. Uzycie zas barwnikow,
ktorych podstawa sa sole srebra, umozliwia uzyskanie wyzszej czulo$ci i pozwala na
wykrycie nanogramowych ilo$ci bialek. Niemniej technika ta wymaga dodatkowych etapow
barwienia i doktadnej kontroli kazdego z etapow procesu, czego nie trzeba wykonywac przy
barwieniu Coomassie Brilliant Blue [84].

1D-PAGE to czesto uzywana technika pozwalajaca na okreslenie masy czasteczkowe;j
(ang. molecular weight, MW) biatek w warunkach denaturujacych [83]. W technice tej mamy
do czynienia z rozdzieleniem biatek zgodnie z ich zdolno$ciag do poruszania si¢ po
przytozeniu okreSlonego natezenia do systemu elektroforetycznego. Dzigki dodatkowi
dodecylosiarczanu sodu (SDS) do roztworu podczas przygotowania probki oraz wysokiej
temperatury inkubacji, nastepuje denaturacja biatek i zniszczenie ich struktury drugorzgdowe;j
i wyzszych. Ponadto, SDS optaszcza bialka, proporcjonalnie do ich masy czasteczkowej i
dzigki temu uzyskuja one jednakowy tadunek ujemny, a ich rozdzielenie za pomocg 1D-

PAGE zalezy tylko od masy czasteczkowej bialka.

41



Procedura 1D-PAGE nalezy do wzglednie tatwych 1 trwa kilka godzin. Obecnie
najczesciej uzywanym rodzajem zelu jest zel poliakrylamidowy. Jest on obojetny chemicznie,
a dodatkowo, odpowiednio dobrane warunki przygotowania zelu pozwalaja na modyfikacje
wielkos$ci jego porow.

Technika 2D-PAGE opiera si¢ na dwoch ortogonalnych metodach rozdzielania. W
pierwszym wymiarze biatka rozdzielane sa na podstawie ich punktow izoelektrycznych. W
drugim wymiarze biatka sa dalej rozdzielane na podstawie ich mobilnos$ci elektroforetyczne;j
zaleznej od masy czasteczkowej biatka, przy uzyciu zeli SDS-PAGE. Nastepujace potem
wybarwianie zeli (jak to miato miejsce w przypadku 1D-PAGE), pozwala na wizualizacje i
ilosciowe okreslenie poszczegdlnych biatek [85].

Obecnie techniki zelowe stosowane sg rzadziej, lecz i tak mozna zaobserwowaé ich
rozwdj. Ich znamiennym plusem jest dostgpnos¢ w niemal kazdym laboratorium
analitycznym. Detekcja bialka po rozdzieleniu 1 wybarwieniu na Zelu, prowadzona jest jednak
pozniej przy uzyciu spektrometru mas, a analiza ta wymaga niezmiernie czasochtonnego
przygotowania, gdyz czesto odczynniki stosowane do wybarwiania zelu w celu wizualizacji
biatek, nie sg kompatybilne z detektorem MS. Co wigcej, uzywane w czasie procesu sole,
barwniki 1 inne odczynniki, muszg by¢ doktadnie usuniete przed wprowadzeniem probki do

spektrometru mas.

4.2. Chromatografia cieczowa sprzeiona ze spektrometriq mas (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry, LC-MS)

Wysoka specyficznos¢ i czutos¢ techniki LC-MS sprawila, ze stala si¢ ona szeroko
stosowana w celu identyfikacji czasteczek o istotnym znaczeniu biologicznym (np.
biomarkeré6w) w ptynach ustrojowych pacjentow [87]. Technika ta umozliwia poczatkowe
frakcjonowanie probki na mniej skomplikowane podzbiory, ktore porcjami docierajg do
detektora MS [22]. Probka docierajaca do detektora MS musi bowiem przej$¢ dluga droge z
kolumny LC, poprzez komory spektrometru mas, a kazdy z etapow stuzy dostarczeniu jak
najmniej skomplikowanej, bogatej tylko w istotne dla badania anality, probki do detektora.
Obecnie, w czasie jednej analizy przy uzyciu tandemowego detektora mas (MS/MS), mozna
zidentyfikowa¢ pojedyncze czasteczki, nawet z bardzo skomplikowanych mieszanin.
Przyktadowy schemat eksperymentu fosfoproteomicznego, dazacego do analizy wszystkich
ufosforylowanych biatek w badanej probce, zostal przedstawiony na Rycinie 7. Po ekstrakcji
biatek z materiatu biologicznego (np. krwi, osocza), skomplikowanga mieszaning bialek

poddaje si¢ trawieniu enzymatycznemu 1 oczyszczaniu (podejScie nazwane w proteomice
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»Shotgun” — jesli trawienie odbywa si¢ w roztworze, lub ,.bottom up” — jesli przed trawieniem
uzywane jest rozdzielanie biatek na zelu poliakrylamidowym) [88,89], a otrzymane peptydy,
po wzbogaceniu frakcji ufosforylowanych peptydéw, izolowane i1 frakcjonowane sg za
pomoca techniki chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas
(LC-MS/MS). Jony fragmentacyjne powstajace w spektrometrze mas, stuza do identyfikacji
fosfobiatlek obecnych w badanym materiale. Jest to mozliwe dzigki zderzeniom
protonowanych peptydow z jonami gazu obojetnego, najczgsciej helu, azotu lub argonu.
Podczas fragmentacji indukowanej kolizyjnie — CID — fosfopeptydow, otrzymuje si¢ widma
zwykle zdominowane przez pik pochodzacy z utraty grupy obojetnej o masie 98 Da (strata
H;PO,4) lub o masie 80 Da (oderwanie HPOs) nizszej niz masa jonu macierzystego

(prekursorowego).

o Wzbogacanie
Ekstrakcja biatek | skomplikowana izolacja

mieszanina Fosfobiatka
biatek

Trawienie
enzymatyczne;
Podejscie ,,shotgun”
lub ,bottom up”

Materiat
biologiczny

Frakcjonowanie (np.
elektroforeza zelowa)

Fosfo- i Fosfobiatko
niefosfopeptydy

Wzbogacanie

fosfoproteomu Podejscie ,,top
down”
(fragmentacja

Fosfopeptydy ECD)
LC-MS/MS
albo MS3
Jony Przeszukanie baz ~ Przeszukanie baz lony
fragmentacyjne danych danych fragmentacyjne

Identyfikacja
fosfobiatek

Rycina 7. Uproszczony schemat analizy fosfobiatek za pomoca rozdzielenia przy uzyciu
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowsa spektrometria mas. Legenda: ECD — rozpad
poprzez wychwyt elektronu, LC-MS/MS - chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowg
spektrometria mas; MS3 — fragmentacja wieloetapowa (trojetapowa). Na podstawie [24].
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Z uwagi na fakt, ze piki jonow fragmentacyjnych stuzace do zobrazowania sekwencji
aminokwasowej peptydu, sg najczesciej stabo zaznaczone, mozna wykorzysta¢ wieloetapowa
fragmentacj¢ fosfopeptydu, zwang MS3 (MS/MS/MS). W MS3 poprzez fragmentacje jonu
powstajacego podczas odczepienia grupy fosforanowej, uwidaczniajg si¢ strukturalne jony
peptydu i sekwencja biatka zostaje odtworzona. Wstepne przemiatanie stuzy okresleniu masy
1 tadunku jonu prekursorowego (widmo mas, MS1), nastepnie analizator mas jest ponownie
napelniany jonami peptydow 1 nastepuje izolacja jonu macierzystego wybranego do
fragmentacji (MS/MS, MS2). Uzyskane tak widmo moze by¢ zdominowane przez utrat¢ jonu
obojetnego. Z tego wzgledu nastepny etap obejmuje ponowne zapetienie putapki jonowej i
jon macierzysty jest izolowany, a nastgpnie fragmentowany, a w drugiej kolejnos$ci izolowany
i fragmentowany jest jon utraty grupy fosforanowej (MS/MS/MS, MS3) (Rycina 8). Przy
zastosowaniu odpowiednich metod znakowania izotopowego lub stosujac analiz¢ label free,
mozliwa jest rowniez analiza iloSciowa zidentyfikowanych biatek.

Kolejnym podej$ciem w proteomice, jak rowniez w fosfoproteomice, jest tzw. podejscie
»~top down”, ktdre analizuje biatka w cato$ci, bez uprzedniego ich trawienia [89] (Rycina 7).
Uzywana jest do ich analizy rowniez technika LC-MS/MS, niemniej fragmentacja — w
odréznieniu od podejscia ,,bottom up” — w spektrometrze mas nastepuje poprzez rozpad z
wychwytem elektrondw (ang. electron capture dissociation, ECD) [90]. ECD polega na
skierowaniu wigzki elektronéw o niskiej energii do komory, w ktérej utrzymywane sg jony.
Jony (naladowane dodatnio) wychwytuja elektrony, co powoduje ich fragmentacje. Kolejnym
etapem w podejsciu ,top down” jest identyfikacja fosfobiatek, na podstawie jonoéw

fragmentacyjnych, jak to miato miejsce w technice bottom up (Rycina 7).

MS1 Komora zderzen MS2
a) Zrédto jondw = w = 00 | et el e 2
MS1 Komora zderzen MS2

b) Z'rédio jonéw —] -.. 00 0k HeHe He He He —»

Komora zderzen MS3

HeHe He go Hr* ! |

Rycina 8. Schemat trybu pracy spektrometru mas MS/MS (a) oraz MS3 (b). Legenda: He — hel,Q jony
analizowanych substancji,* jony grupy fosforanowej. Na podstawie [24].
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Identyfikacji biatek dokonuje si¢ zwykle poprzez pordéwnanie otrzymanych
eksperymentalnie fragmentéw peptydow z tymi znajdujacymi si¢ w bogatych bazach danych
zawierajacych wszystkie mozliwe teoretycznie peptydy powstate w czasie fragmentacji
odpowiadajagcym im bialek [91,92]. Przeszukiwania baz danych dokonuje si¢ z uzyciem
odpowiednich oprogramowan, takich jak na przykiad Mascot Sequest czy X!Tandem [93].
Mascot nalezy do jednych z najcze$ciej uzywanych programéw do identyfikacji peptydow
powstatych po trawieniu proteolitycznym biatek (czyli jak to ma miejsce w podejsciu
wShotgun™ oraz ,,bottom up”). Zasade dzialania najkrocej mozna zobrazowac¢ Rycing 9.
Mascot dokonuje teoretycznego trawienia — tzw. in silico — wszystkich bialek z wybrane;j
bazy danych [na przykltad z bazy danych Narodowego Centrum Informacji
Biotechnologicznej (ang. National Center for Biotechnology Information, NCBI)] doktadnie
wedtug procedury uzytej w danym eksperymencie, wyszukujac wsrdéd wszystkich sekwencji
jonow te o masach zblizonych do jonow otrzymanych eksperymentalnie. Nastgpnie
symulowane jest teoretyczne widmo fragmentacji peptydu i poréwnywane sg wyniki z
zarejestrowanym widmem MS/MS. Algorytm bierze pod uwage jony ,,b” 1,,y” jesli — tak jak
w prezentowanym, przyktadowym badaniu na Rycinie 9 — widma te uzyskano korzystajac z
fragmentacji CID [94,95]. Wazne jest réwniez ,nauczenie” Mascota, jak przebiegat
eksperyment w laboratorium, aby takie same warunki trawienia i detekcji mozna bylo
zaimplementowac w programie, w celu przeprowadzenia teoretycznej symulacji.

Na podstawie otrzymanych widm masowych z zastosowaniem opisanych narzgdzi
bioinformatycznych, mozliwa jest identyfikacja wszystkich biatek obecnych w badanej

probee.
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Rycina 9. Schemat identyfikacji bialek w probce na podstawie przeszukiwania baz danych.
Fragmentacja wykonana dla przyktadowego peptydu o masie 748,52 Da, ktory rozpada si¢ na
przyktadowe jony fragmentacyjne (zilustrowane w czg¢éci MS/MS), dzigki czemu mozliwa jest
identyfikacja bialek w badanej probce.
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4.3. Elektroforeza kapilarna sprzeiona 7 detektorem spektrofotometrycznym UV/VIS
(ang. capillary electrophoresis coupled with UV/VIS detector, CE-UV/VIS)

Elektroforeza kapilarna (CE) nalezy do wysokosprawnych, rozdzielczych technik
analitycznych. Od czasu jej opracowania w latach 60-tych, jest uwazana za technike
komplementarng do chromatografii cieczowej ze wzgledu na tatwo$¢ stosowania 1 wysoka
zdolno$¢ rozdzielcza. Ponadto, wymaga matlej objetosci probki oraz odczynnikéw tak, aby
przeprowadzi¢ rozdzielenie 1 identyfikacje badanych zwigzkow z materiatu biologicznego.

Termin elektroforeza mozna zdefiniowa¢ jako ruch czasteczek obdarzonych tadunkiem
pod wptywem przytozonego pola elektrycznego. W CE mamy do czynienia jeszcze z drugim
zjawiskiem fizycznym — elektroosmoza, czyli obj¢tosciowym przeptywem cieczy w kapilarze
pod wplywem pola elektrycznego (ang. electroosmotic flow, EOF). U podstaw rozdzielania
elektroforetycznego lezy roznica w predkosciach migracji czasteczek obdarzonych tadunkiem
w polu elektrycznym. Rozdzielanie sktadnikoéw probki odbywa si¢ w buforze podstawowym
(zwanym réwniez buforem separacyjnym), ktorego sktad i pH mozna zmieni¢ tak, aby
poprawi¢ rozdzielczo$¢ i1 selektywno$¢ metody. Mozliwe jest tez zastosowanie roznych
modyfikacji CE, ktore pozwalajg na uzycie tej techniki dla szerszej grupy zwigzkéw. Wsrod
bardzo chetnie stosowanych odmian CE znajduje si¢ micelarna elektrokinetyczna
chromatografia (ang. micellar electrokinetic chromatography, MEKC) [96]. Dziegki
zastosowaniu surfaktantow, takich jak na przykiad dodecylosiarczan sodu (SDS), w MEKC
mozna rozdzieli¢ nawet te czasteczki, ktore nie posiadajg tadunku elektrycznego — czego
podczas podstawowej elektroforezy nie sposob byto dokonaé. Migracja determinowana jest tu
gtéwnie hydrofobowos$cig analitow i stopniem powinowactwa do miceli. Dzigki preznemu
rozwojowi CE i pojawianiu si¢ nowych odmian techniki (jak np. MEKC), umozliwiajacych
analize szerokiego spektrum zwigzkow, takich jak aminokwasy, biatka, jony metali,
substancje lecznicze, produkty naturalne, jest to technika chetnie stosowana w celu

poszukiwania nowych biomarkeréw chorob [97,98].
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II. CEL PRACY
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Celem nadrzednym rozprawy doktorskiej byta optymalizacja zaawansowanych metod
bioanalitycznych podczas poszukiwania i oceny potencjalnych, nowych biomarkeréw
wybranych nowotwordéw pochodzenia neuroendokrynnego u dorostych i dzieci.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono analiz¢ proteomiczng biatek wydzielanych
przez komorki rzadkiego typu nowotworu — guzéw neuroendokrynnych (NET) — celem oceny
mozliwo$ci identyfikacji potencjalnych, nowych biomarkeréw ich wczesnej detekcji.
Dodatkowo uwzgledniono dwa rodzaje fenotypéw guzoéw neuroendokrynnych (wydzielajacy
lub niewydzielajacy okreslone, bialtkowe substancje biologicznie aktywne na zewnatrz
komorek guza). Podjeto probe wytypowania tych biatek, celem weryfikacji mozliwosci
zakwalifikowania nowotworu pod katem danego fenotypu. Wykorzystano zoptymalizowang
metode bioanalityczng bazujaca na technice jednokierunkowej elektroforezy zelowej (1D-
PAGE) oraz technikach sprz¢zonych: chromatografii cieczowej i tandemowej spektrometrii
mas (LC-MS/MS). Nastepnie zostala ona zastosowana do analizy probek, ktore stanowit
roztwor znad pierwotnych hodowli komoérek guzéw neuroendokrynnych pobranych uprzednio
srédoperacyjnie od pacjentow. Ciekawe profile biatkowe uzyskano dla nowotworu
neuroendokrynnego trzustki, i wilasnie to zestawienie bialek analizowano pod katem
identyfikacji potencjalnych biomarkerow biatkowych nieprawidlowo wydzielanych w
czynnym guzie neuroendokrynnym trzustki.

Druga cz¢$¢ pracy obejmowla optymalizacje metody jakosciowej i ilo§ciowe] analizy
fosfoproteomicznej podczas badania fosfobialek zaangazowanych w powstawanie ostrego
stanu zapalnego trzustki na przykladzie modelu zwierzecego myszy (C57BL/6). Stan zapalny
to istotny czynnik takze z punktu widzenia patogenezy nowotwordw trzustki. Jednakze wcigz
brakuje bardziej szczegoétowych informacji odno$nie bialek i fosfobiatek zaangazowanych w
rozwdj nowotwordw trzustki. Podjeto si¢ proby optymalizacji metody bioanalitycznej opartej
na technikach chromatografii cieczowej 1 tandemowej spektrometrii mas (LC-MS/MS) w celu
ilosciowej analizy fosforylowanych biatek ekstrahowanych z tkanki mysiej trzustki. W
szczeg6Olnos$ci skoncentrowano si¢ na usprawnieniu tych etapéw eksperymentu, ktore
dotyczyly analizy fosfoproteomicznej (w porownaniu ze standardowa analizg proteomiczng).
Podjeto si¢ proby wyboru najwilasciwszej, dla wybranego materialu biologicznego, metody
ekstrakcji fosfobiatek, wzbogacania frakcji fosfobiatkowej, znakowania izotopowego
fosfopeptydéw podczas ich wzglednej analizy iloSciowej oraz selekcji odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych podczas analizy otrzymanych widm mas i widm fragmentacyjnych,

stuzacych do ostatecznej identyfikacji fosfobiatek obecnych w probkach.
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W trzeciej czg¢sci badan skoncentrowano si¢ na optymalizacji metody analizy
biomarkeréw matoczasteczkowych (wybranych amin biogennych i ich metabolitow) u dzieci
z neuroblastoma (NB), neuroektodermalnym nowotworem wieku dziecigcego (MNTI) lub
nowotworem podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST). Opracowano odpowiednio
czulg 1 specyficzng metode identyfikacji dziesigciu wybranych zwigzkéw z grupy amin
biogennych 1 ich metabolitow przy uzyciu techniki micelarnej elektrokinetycznej
chromatografii z detekcja z zastosowaniem detektora UV/VIS z matryca diodowa (MEKC-
UV/VIS). Usprawniono takze metod¢ ekstrakcji analitow z matryc biologicznych (metode
ekstrakcji typu ciecz-ciecz). Po optymalizacji 1 zwalidowaniu metody, zostala ona
zastosowana podczas oznaczania dodatkowo trzech metabolitow amin biogennych — kwasu
homowanilinowego (HVA), kwasu wanilinomigdalowego (VMA) oraz kwasu
dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) — ekstrahowanych z moczu pacjentow z neuroblastoma,
neuroektodermalnym nowotworem wieku dziecigcego lub nowotworem podscieliskowym
przewodu pokarmowego.

Zoptymalizowane metody analizy biomarkerow (biatkowych i niebiatkowych) byly

przedyskutowane pod katem ich przydatnosci diagnostyczne;.
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IHI. METODYKA
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1. Analiza proteomiczna guzow neuroendokrynnych w celu oceny i poszukiwania

potencjalnych, nowych, biatlkowych biomarkerow dla ich wczesnej detekceji

1.1. Odczynniki i aparatura

Pozywke RPMI-1640 z L-glutaming, ptodowa surowice bydleca (FBS) zakupiono w
CytoGen (Princeton, NJ, USA). Wzorce masowe biatek do SDS-PAGE, wysokiej czystosci
mocznik, dodecylosiarczan sodu (SDS), f-merkaptoetanol, Dodeca™ Silver Stain Kit oraz
Coomasie Briliant Blue G-250 pozyskano z Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Wode
dejonizowang otrzymano za pomocg aparatu do oczyszczania wody Milli-Q (Millipore,
Billerica, MA, USA). Natomiast Calbiochem® ProteoExtract Albumin/Immunoglobulin
(IgG) removal kit — zestaw do usuwania albumin i immunoglobulin — zostal zakupiony w
Merck (Darmstadt, Niemcy). Odczynniki do redukcji 1 trawienia biatek w zelu: jodoacetamid
(IAA), ditiotreitol (DTT), pozyskano z Fluka (St. Louis, MO, USA), a trypsyne (Sequencing
Grade Modified Trypsin) z Promega (Madison, USA). Penicyling, streptomycyng, insuling,
transferyne, selenek sodu, pirogronianu sodu, ludzki nablonkowy czynnik wzrostu,
trojjodotyronineg, hydrokortyzon, wodoroweglan amonu, kwas octowy, metanol (MeOH),
kwas trifluorooctowy (TFA), acetonitryl (ACN), kwas mréwkowy (FA), kwas solny (HCI)
zakupiono w Sigma (St. Louis, MO, USA).

Do hodowli komorek uzyto nylonowych sterylnych sitek (BD Biosciences Becton,
Warszawa, Polska) i ptytek komorkowych (Sarstedt, Niemcy). Do liczenia komorek w
hodowlach uzyto hemocytometru Neubauera zakupionego w firmie Brand (Wertheim,
Niemcy). Uzyto aparatu do elektroforezy — Mini-PROTEAN® 3 Cell apparatus (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), a skanowanie zeli przeprowadzono przy uzyciu HP Scanjet G3010
Photo Scanner (Hewlett-Packard, Boise, USA). Analiz¢ i detekcje bialek dokonano z
zastosowaniem chromatografu cieczowego sprz¢zonego z tandemowym spektrometrem mas
(LC-MS/MS): nanoACQUITY Ultra Performance LC® system (Waters, Milford, MA, USA),
polaczonego ze spektrometrem mas Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Wszystkie probki przechowywane byly w probéwkach typu Eppendorf
(Hamburg, Niemcy). Do analizy danych ze spektrometru mas korzystano z algorytmu Mascot
(Mascot Daemon v. 2.3.0, Mascot Server v. 2.4.0), przy uzyciu oprogramowania Mascot

Distiller (wersja 2.3; MatrixScience, Londyn, Wielka Brytania).
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1.2. Grupa badana i kontrolna

Analiza proteomiczna guzow neuroendokrynnych (NET) obejmowata badanie roztworéw
znad pierwotnych hodowli komorkowych komorek otrzymanych od 11 pacjentow ze
zdiagnozowanymi guzami NET. Pacjenci zostali zakwalifikowani do badania na podstawie
przedoperacyjnego obrazu klinicznego (badanie podmiotowe, przedmiotowe, badania
obrazowe 1 laboratoryjne). Rozpoznanie wstgpne zostato postawione w Katedrze i Klinice
Endokrynologii i Choréb Wewnetrznych GUMed. Pacjenci wyrazili swiadomg zgod¢ na
udzial w badaniu. Protokét badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisje
Bioetyczng GUMed (NKEBN/25/2010). Hodowla pierwotnych linii komoérkowych, jak
roOwniez przygotowanie probek kontrolnych odbyta si¢ w Zakladzie Biologii Komorki
Katedry Biotechnologii Medycznej Migdzyuczelnianego Wydzialu  Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (MWB UG-GUMed).

1.3. Przygotowanie pierwotnych hodowli komoérkowych guzow neuroendokrynnych do
badan proteomicznych oraz probek kontrolnych

W warunkach sterylnych, izolowano fragmenty guzéw NET w czasie zabiegdéw
operacyjnych przeprowadzanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej 1 Klinice Chirurgii
Ogolnej, Endokrynologicznej 1 Transplantacyjnej GUMed. Tkanke guza umieszczona w
pozywce RPMI-1640 z L-glutaming, antybiotykami (penicylina — 100 U/mL, streptomycyna —
0,1 mg/mL), bez dodatku plodowej surowicy bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS)
(nazywanej dalej pozywka podstawowg) w temperaturze pokojowej transportowano do
Zaktadu Biologii Komorki. Przed dalsza obrobka, fragmenty inkubowano przez 20 min w
pozywce podstawowej z dodatkiem wysokiego stezenia antybiotykow przeciwbakteryjnych
(penicylina — 1000 U/mL, streptomycyna — 1 mg/mL). Kolejno, umieszczono probki guza na
szalkach Petriego (92 mm $rednicy). Usuwano ttuszcz 1 okalajace probke guza tkanki taczne 1
cigto tak oczyszczone fragmenty guza skalpelem na jak najmniejsze fragmenty. Przecierano
rozdrobniony materiat przez oczka ($rednica 100 pm) nylonowego sterylnego sitka do
probéwki 50 mL. Sitko jednoczesnie przemywano pozywka podstawows, po czym
odwirowano uzyskang zawiesing komodrkowa przez 5 min (1 000 g, 25°C), a komorki
poddano szokowi osmotycznemu w celu hemolizy erytrocytoéw. Wirowanie wykonano
powtdrnie stosujac te same parametry. Nastepnie zawieszono osad komorkowy w pozywce
peinej (pozywka podstawowa uzupeilniona 10% FBS) lub pozywce pelnej bezsurowiczej.
Pozywke pelng bezsurowiczg uzupetniono o suplementy: ITS Liquid Media Supplement (10
pg/mL insuliny, 5,5 pg/mL transferyny oraz 29 nM selenku sodu), I mM pirogronianu sodu,
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10 ng/mL ludzkiego nabtonkowego czynnika wzrostu, 0,1 nM trdjjodotyroniny, 50 nM
hydrokortyzonu oraz 100 U penicyliny i 100 pg/mL streptomycyny. Podane st¢zenia sa
stezeniami koncowymi w pozywce.

Policzono komérki przy uzyciu hemocytometru Neubauera, rozdzielono do dotkow 24-
dotkowej plytki w ilosci 8x10° komorek (800 tysiecy) na jeden dotek w 1 mL pozywki (ta
sama procedura dla obu typéw pozywek). Do pustych dolkéw dodawano obie czyste
pozywki, bez komoérek nowotworowych, w celu uzyskania probki kontrolnej tta biatkowego
wynikajacego z dodatkow bedacych czescig sktadowa pozywek (FBS lub suplementy) 1 ich
rozktadowi pod wptywem inkubacji w 37°C.

Ostatecznie, przeprowadzono 72-godzinng inkubacj¢ probek w inkubatorze CO, w 37°C 1
zebrano roztwory znad hodowli (supernatanty), po czym odwirowano (1 000 g, 10 min) i
przeniesiono do amputek odpornych na niskie temperatury. Probowki opisano zgodnie z
miejscem 1 sposobem hodowli. Podzielono probki na dwie grupy: probki NET supernatant z
FBS (NET sup. FBS) albo supernatant bezsurowiczy (NET sup. bez FBS). Osobno zebrano
czyste pozywki, odwirowano je (1 000 g, 10 min) i przeniesiono do amputek, po czym
odpowiednio opisano: NET pozywka FBS (NET med. FBS) oraz NET pozywka
bezsurowicza (NET med. bez FBS).

W Tabeli 2 przedstawiono list¢ wszystkich probek analizowanych podczas badania.

54



Tabela 2. Typy NET, ktorych analiz¢ przeprowadzono w ramach eksperymentu. Legenda: sup. —
supernatant, med. — pozywka (ang. medium), FBS — plodowa surowica bydleca. Na podstawie [84].

TYP NET LOKALIZACJA PROBKA NET PROBKA
KONTROLNA

Niewydzielajacy, Rakowiak ptuc NET 1 sup. FBS NET 1 med. FBS

nieczynny

Niewydzielajacy, Rakowiak pluc NET 2 sup. FBS NET 2 med. FBS

nieczynny

Wydzielajacy, Pierwotny NET 3.1 sup. FBS -

czynny rakowiak trzustki

Wydzielajacy, Przerzut do weztow NET 3.2 sup. FBS -

czynny chlonnych

Niewydzielajacy, Rakowiak ptuc NET 4 sup. bez FBS NET 4 med. bez FBS

nieczynny

Niewydzielajacy, Pierwotny rakowiak NET 5 sup. bez FBS NET 5 med. bez FBS

nieczynny zotadka

Niewydzielajacy, Atypowy rakowiak NET 6a sup. FBS NET 6.1 med. FBS
nieczynny phuc

Niewydzielajacy, Atypowy rakowiak NET 6b sup. bez FBS NET 6.2. med. bez FBS
nieczynny ptuc

Niewydzielajacy, Rakowiak zotadka NET 7 sup. bez FBS NET 7 med. bez FBS
nieczynny

Niewydzielajacy, Rakowiak ptuc NET 8 sup. bez FBS NET 8 med. bez FBS
czynny

Niewydzielajacy, Rakowiak ptuc NET 9 sup. bez FBS NET 9 med. bez FBS
nieczynny

Niewydzielajacy, Rakowiak trzustki NET 10 sup. bez FBS NET 10 med. bez FBS
nieczynny

Niewydzielajacy, Rakowiak trzustki NET 11 sup. bez FBS NET 11 med. bez FBS
nieczynny
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1.4. Wytrqcanie i zageszczanie biatek do analizy

Poczatkowo dla probek z dodatkiem FBS, zarowno badanych jak i kontrolnych, usuwano
albuminy za pomoca zestawu laboratoryjnego ProteoExtract Albumin/IgG Removal Kit.
Protokot na tym etapie eksperymentu instruowat, aby pobra¢ kazdorazowo 150 pL préobki i
doda¢ do niej 450 pL buforu wigzacego, dostarczonego wraz z zestawem. Tak rozcienczong
probke przenoszono na kolumng typu SPE, ktorej wypehienie stanowila matryca wybiodrczo
wigzaca najbardziej st¢zone biatka osocza (glownie albuming i immunoglobuling G).
Kolumna zostata wczes$niej kondycjonowana, zgodnie z procedurg dostarczong z zestawem do
usuwania albumin. Filtrat zebrano do osobnej probowki. Nastepnie kolumne przemywano
dwukrotnie 200 pL buforu wigzacego i potaczono eluat razem z pierwotnie zebranym
filtratem. Ostatecznie objetos¢ tak przygotowanej probki wynosita 1 mL.

Kolejnym etapem przygotowania probki do analizy bylo jej zageszczenie — procedurg
zageszezenia wykonano zaréwno dla probek badanych, jak 1 kontrolnych bezsurowiczych
oraz tych z FBS. Kazdg probke poddano dziataniu roztworu do oczyszczania, zaggszczania i
odsalania [sktad roztworu: aceton/metanol z dodatkiem 1 mM HCI 1:1 (v/v)]. Cztery cze¢sci
roztworu do oczyszczania dodano do jednej czgsci probki. Po wytrzasaniu oraz inkubacji w
temp. -20°C przez 1 godz., probke odwirowano w temp. 4°C (15 000 g, 15 min). Powstaly
supernatant oddzielono i odparowano na tazni wodnej (45°C) pod zmniejszonym cisnieniem.
Nastepnie, rozpuszczono biatkowy osad w 60 pL wody dejonizowanej. Tak przygotowana,
zageszczong probke przeniesiono do czystej probowki typu Eppendorf i zamrozono w

temperaturze -20°C do czasu analizy.

1.5. Rozdzielanie bialek 7 zastosowaniem techniki 1D-PAGE

Do rozdzielania bialek ze skomplikowanej mieszaniny, otrzymanej w poprzednich
etapach, zastosowano technik¢ 1D-PAGE. W tym celu do kazdej probki dodano buforu o
sktadzie: Tris-HCl (pH 8.,6), 2% dodecylosiarczan sodu (SDS), 40% glicerol, pB-
merkaptoetanol oraz 0,02% bromofenol. Osobno przygotowano réwniez standardowsa
mieszaning biatek, tak aby sprawdzi¢ ciaglos¢ procesu elektroforetycznego, ciggto$¢ migracji
biatek i intensywno$¢ ich wybarwienia. W tym celu do roztworu standardowego dodano
buforu w stosunku 1:1 (v/v).

Probki testowe, kontrolne oraz standardowg mieszaning biatek, umieszczono nastepnie na
tazni wodnej o temp. 100°C na 3 min, a nastepnie odwirowano (14 000 g, 10 min). Dodatek
glicerolu do probki podniodst jej ciezar wlasciwy 1 utatwil naniesienie probek na rynienki

utworzone w zelu, podczas gdy bromofenol — barwnik o niebieskim zabarwieniu — umozliwit
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obserwacj¢ poprawnego naniesienia probki do rynienki zelu. Ostatecznie, 15 plL kazdej
probki natozono na zel, po czym przylozono na zel napigcie elektryczne o mocy 200 V i
pozostawiono na 1 godz.

Do przeprowadzenia procesu elektroforetycznego uzyto trzech rdéznych stezen
poliakrylamidu w zelu, aby uzyska¢ najlepsze rozdzielenie biatek w probkach supernatantow.
Testowano poliakrylamid o stezeniu 5, 12 lub 15% w zZelu. Najlepszy wglad w catosciowy
sktad biatkowy probek guzow i kontrolnych uzyskano, gdy stezenie poliakrylamidu w zelu
wynosito 12%. Natomiast sktad buforu elektrodowego byt staty; sktadatl si¢ on z 2,5 mM Tris,
0,192 M glicyny oraz 0,1% SDS.

Po zakonczonym procesie elektroforetycznym, zele wyjeto z aparatu do elektroforezy i
wybarwiano rozdzielone biatka za pomocg rdéznych barwnikow. Wyprobowano dwa
najczesciej stosowane sposoby barwienia — z uzyciem Coomassie Brilliant Blue 1 soli srebra.

W przypadku uzywania Coomassie Brilliant Blue, zele wybarwiono 1% roztworem
Coomassie Brilliant Blue G-250 przez 1 godz. zgodnie z instrukcjg dostarczong przez
producenta, a nast¢pnie odbarwiano roztworem zawierajagcym 10% etanolu oraz 10% kwasu
octowego. Natomiast podczas drugiej procedury barwienia, postepowano doktadnie z
instrukcja dostarczong razem z zestawem do barwienia solami srebra. Kolejno: Zele utrwalano
w dostarczonym przez producenta roztworze (30 min), przelozono do drugiego roztworu,
gdzie zwigkszano ich podatno$¢ na barwienie (30 min), przemywano trzykrotnie woda
dejonizowang (5 min), barwiono solami srebra (20 min), przemywano woda (1 min),
wywolywano (10-30 min) oraz przemywano woda dejonizowang (10 min). Ostatecznie,
wybrano metode barwienia solami srebra za optymalng dla analizowanych probek
biatkowych, gdyz umozliwiata ona uzyskanie wyzszych granic wykrywalnosci. Z zeli
barwione srebrem wycinano wyselekcjonowane frakcje biatek, nastgpnie przeprowadzono ich

trawienie enzymatyczne 1 poddano analizie LC-MS/MS.

1.6. Trawienie bialek i analiza za pomocq techniki LC-MS/MS

Analiza z uzyciem spektrometru mas zostata wykonana w Laboratorium Spektrometrii
Mas w Zaktadzie Biochemii 1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Przed analizg
LC-MS/MS, kawalki zelu, po wycieciu prazkoéw odpowiadajach poszczegdlnym biatkom,
poddano trawieniu trypsyna wedlug standardowej procedury. Procedura ta obejmowata:
redukcje biatek (30 min, 56°C) za pomoca 100 mM ditiotreitolu, ich alkilacje poprzez
inkubacje¢ w ciemnym miejscu z jodoacetamidem (40 min), 1 ostateczne trawienie bialek

trypsyna. Do tego celu uzyto roztworu trypsyny o stezeniu 10 ng/mL, przygotowanego
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uprzednio przez rozpuszczenie enzymu w 25 mM wodoroweglanie amonu. Stosunek enzymu
do biatek wynosit 1:50. Trawienie prowadzono przez 12 godz. w temperaturze 37°C.
Nastepnego dnia zakonczono inkubacje i wymyto peptydy z zelu za pomoca 0,1% wodnego
roztworu TFA oraz 2% ACN. Otrzymane probki wprowadzono do uktadu LC zawierajacego
przedkolumng chromatograficzng pracujacg w uktadzie faz odwréconych (RP-18).
Zasadniczego rozdzielenia mieszaniny dokonano na kolumnie nano-HPLC ($rednica
wewngetrzna 75 um), réwniez pracujacej w odwroconym uktadzie faz (RP-18). Fazg ruchoma
stanowita faza A: woda z dodatkiem 0,1% FA 1 faza B: ACN. Uzyto elucji gradientowej: 0O-
30% ACN. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 250 nL/min. Wylot kolumny
nanoL.C zostal polaczony ze spektrometrem mas poprzez zrédlo jondw typu jonizacji przez
rozpylanie w polu elektrycznym (ang. electrospray, ESI). Instrument ustawiono na tryb
dynamicznego przeskoku z trybu pracy MS do trybu MS/MS, dzigki czemu mozliwa byla
rejestracja widm mas MS1 pozwalajacych na wyznaczenie masy peptydu oraz widm jonow
fragmentacyjnych umozliwiajacych identyfikacje obserwowanego peptydu. Fragmentacja
pigciu najbardziej intensywnych jondéw z kazdego chromatogramu calkowitego pradu
jonowego (TIC) dokonywata si¢ w komorze kolizyjnej z wykorzystaniem niskoenergetycznej
dysocjacji indukowanej zderzeniami — CID. Minimalng intensywnos$¢ sygnatu poddanego
fragmentacji ustawiono na 10 000 zliczen. Dane uzyskane ze spektrometru mas poddano
analizie z wykorzystaniem zaawansowanych narzgdzi bioinformatycznych. W
prezentowanym badaniu uzyto algorytmu Mascot, aby przeszuka¢ baze danych NCBI
[zawierajacg 17 351 384 sekwencji biatek (5 948 435 699 fragmentéw peptydowych)] celem
identyfikacji bialek w badanych probkach. Podczas wyszukiwania zastosowano uzyte do
przeprowadzenia eksperymentu parametry, tak wigc: trypsyn¢ ustawiono jako enzym
proteolityczny, tolerancj¢ doktadnosci masy peptydéw ustawiono na + 40 ppm, za$ tolerancje
doktadnosci mas fragmentow na + 0,8 Da. Pod uwage wzigto mas¢ monoizotopowa biatka z
dopuszczeniem jednego miejsca, w ktérym nie odnotowano aktywnos$ci proteolitycznej
trypsyny. Wsrod statych modyfikacji potranslacyjnych biatek wybrano alkilacj¢ cysteiny i

karbamidometylacje, za$ oksydacje metioniny wybrano jako modyfikacj¢ zmienng.
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2. Fosfoproteomika w nowotworach endokrynnych trzustki

2.1. Odczynniki i aparatura

Albumina surowicy bydlecej (BSA), IAA, a-kazeina, B-kazeina, bromek trietyloaminy
(TEAB), kwas mréwkowy (FA), kwas trifluorooctowy (TFA), chlorek potasu (KCI), chlorek
sodu (NaCl), amoniak, izotopy formaldehydu (CH,O, CD,O, BCD,0) oraz
cyjanoborowodorku (NaBH3;CN, NaBD;CN), kwas 2,5-dihydrobenzoesowy (2,5-DHB), kwas
glikolowy, ceruleina, dimetylosulfotlenek (DMSO), tiomocznik, kwas 2-[4-(2-
hydroksyetylo)(piperaz-1-yno)etanosulfonowy (HEPES), N-oktyloglukozyd i kwas octowy
zostaly nabyte w firmie Sigma (St. Louis, MO, USA). Wodorofosforan sodu (Na,HPOy),
dwuwodorofosforan sodu (NaH,PO,) i mocznik zakupiono w firmie Merck (Darmstadt,
Niemcy), jodoacetamid (IAA) 1 ditiotreitol (DDT) we Fluka (St. Louis, MO, USA), a trypsyne
(Sequencing Grade Modified Trypsin) w Promega (Madison, USA). Inhibitory proteaz (Mini
Complete) 1 fosfataz zakupiono w Roche Diagnostics (Barcelona, Hiszpania). Nukleaza
zakupiona zostata w firmie Novagen (Darmstadt, Niemcy). Wszystkie odczynniki cechowaty
si¢ stopniem czystosci na potrzeby analityczne i zostaty uzyte bez dalszego oczyszczenia.

Homogenizacji biatek dokonano =z wuzyciem Precelys24 homogenizer (Bertin
Technologies, Francja). W badaniu uzywano tazni ultradzwigckowej (Bransonics, Danbury,
CT, USA) oraz wirowki Eppendorf (Hamburg, Niemcy). Rowniez z firmy Eppendorf
(Hamburg, Niemcy) zakupiono probowki, ktéore wykorzystywano w badaniach. Woda
dejonizowana zostata uzyskana dzieki aparaturze Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Filtry do wirowania (Microcon 30) pozyskano z Merck (Darmstadt, Niemcy). Kolumny do
znakowania typu SPE (SepPack C18) zostaly pozyskane z Waters (Milford, MA, USA).
Analizy zostaty przeprowadzone z uzyciem tandemowego spektrometru mas z analizatorem
kwadrupolowym (Q) 1 liniowg putapka jonowa wraz z detektorem typu Orbitrap (ang. Linear
Trap Quadropole (LTQ)-Orbitrap) (Thermo Fisher Scientific, Waltman, MA, USA) z
jonizacja przez nanorozpylenie w polu elektrycznym jako zrodto jondéw (nanoESI)
(ProxeonBiosystem, Odense, Dania) sprzezonego z chromatografem cieczowym pracujagcym
w odwroconym uktadzie faz 1 z uzyciem nanoprzeplywu fazy ruchomej (nanoRP-LC)
(Eksigent, AB SCIEX Hiszpania). Titansphere Phos-TiO Kit (matryce ztozong z tlenku
tytanu, TiO,) zakupiono w GL Sciences (Tokio, Japonia), a matryce Ti*"/ IMAC uzyskano
dzieki wspotpracy z Laboratorium Spektrometrii Mas mieszczacym si¢ w Utrecht University

(Holandia).
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2.1. Przygotowanie probek wzorcowych do analizy LC-MS/MS

2.1.1. Redukcja, alkilacja i trawienie biatek

Do trawienia ProtMix (mieszanina bialek standardowych — BSA wraz z a- 1 B-kazeing w
stosunku BSA:kazeina 3:1) zastosowano procedure trawienia biatek wspomagang filtracja
(ang. filter aided sample preparation, FASP). Probke biatek (100 pg) poddano procesowi
redukcji przy uzyciu 10 mM DTT (37°C, 1 godz.), alkilacji poprzez inkubacj¢ w ciemnym
miejscu z [AA (40 min), po czym natozono na wierzcholek filtra do wirowania o objetosci
500 pL, razem z 360 pLL 8 M mocznika i 100 mM TEAB o pH 8. Nadmiar odczynnikow do
redukcji, alkilacji, nadmiar soli 1 zwigzkéw powierzchniowo czynnych, usuni¢to poprzez
wirowanie z uzyciem 400 pL. 8 M mocznika w TEAB. Po zredukowaniu st¢zenia mocznika
do 1 M, poprzez dodatek TEAB, biatka trawiono przez 12 godz. w 25°C trypsyng w stosunku
enzym:biatka 1:50. W celu zatrzymania trawienia dodawano nastepnego dnia 50 pL TFA.
Strawione peptydy wymywano z filtrow poprzez wirowanie z 50 pL 5 M KCI, aby nie
dopusci¢ do niespecyficznych wigzan miedzy materiatem filtréw a peptydami. Strawione

probki byty przechowywane w -20°C do czasu analizy.

2.1.2. Znakowanie stabilnymi izotopami (reduktywna aminacja)

W prezentowanym badaniu podjeto si¢ optymalizacji protokotu znakowania
zaprezentowanego przez Boershema i wspolpracownikow [77]. Zmodyfikowany protokét
zastosowano do znakowania standardowej mieszaniny biatek (ProtMix), aby nastgpnie
zastosowa¢ wypracowany schemat eksperymentalny do znakowania izotopowego ekstraktow
tkankowych mysich trzustek. Doktadna procedura przygotowania probek biologicznych do
analizy ilosciowej, przedstawiona jest w podrozdziale 2.2.3. Znacznikiem lekkim, posrednim i
cigzkim znakowano trzy takie same probki ProtMix, tak aby wynik eksperymentu potwierdzit
kompletno$¢ znakowania wszytkich peptydoéw spodziewanych w probkach, a nastgpnie
taczono je w stosunku 1:1:1 albo 1:5:10 (peptydy znakowane znacznikiem lekkim:peptydy

znakowane znacznikiem posrednim:peptydy znakowane znacznikiem cigzkim).

2.1.3. Wzbogacanie frakcji fosfobiatkowej

Optymalizacja tego etapu eksperymentu fosfoproteomicznego nalezala do
najwazniejszych, gdyz postanowiono zastosowa¢ nowo syntezowang matryce zlozong z
chelatowo zwigzanych jondw tytanu z matryca z unieruchomionymi jonami metalami

(Ti*"/IMAC). Do wzbogacenia probki mieszaniny biatek ProtMix zastosowano protokét Zhou
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1 wspotpracownikéw [68], do ktorego wprowadzono kilka zmian (Rycina 10). W pierwszym
etapie, eksperyment zaktadal dodanie na wcze$niej kondycjonowana 80% ACN/14% H,O z
dodatkiem 6% TFA matrycg, 100, 10 lub 1 pg wczesniej strawionej probki ProtMix w
roztworze ztozonym z 80% ACN/14% H,0O z dodatkiem 6% TFA. Po wytrzasaniu (15 min) 1
wirowaniu (3 000 g, 5 min, 20°C) zloze przemywano mieszaning o sktadzie: 50% ACN/45%
200 mM wodnego roztworu chlorku sodu/5% TFA, wirowano (4 500 g, 15 min, 20°C) i
przemywano z uzyciem 50% ACN/50% H»O z dodatkiem 0,1% TFA. Nastepnie roztwory
znad osadu po przemyciu odrzucano, i z matrycy wymywano fosfopeptydy przy uzyciu 0,5
mL 10% zasady amonowej (roztwor wodny) oraz 0,5 mL 80% ACN/18% H,0 z dodatkiem
2% FA. Eluenty pofaczono 1 analizowano za pomocg techniki LC-MS/MS.

Dodatkowo, wydajnoé¢ Ti*/IMAC zostala poréwnana z dotychczas stosowana w
laboratorium proteomicznym Hiszpanskiego Narodowego Centrum Badan nad Rakiem
(CNIO) technikg zaggszczania, a mianowicie z matrycg zlozong z tlenku tytanu (TiO).
Zastosowano w tym celu modyfikacje standardowej procedury wzbogacania przedstawiong
przez Palmisano 1 wspotpracownikow [99]. NowosScig uzyta w prezentowanym badaniu byto
podwojne zaggszczanie frakcji fosfopeptydowej przy uzyciu ztoza TiO, (Rycina 11).
Wzbogaceniu, jak w przypadku poprzedniego zloza, poddano 1, 10 albo 100 pg strawionej
probki  ProtMix. Protokot zakladal nalozenie probki mieszaniny bialek ProtMix
(przygotowanej w buforze zlozonym z: 1 M kwasu glikolowego, 80% ACN, 15 % H,O z
dodatkiem 5% TFA) na 600 ug (dla probki biatek 100 pg) lub 100 pg (dla probek biatek 10 i
1 ng) ztoze, odwirowanie (3 000 g, 5 min, 20°C) 1 przeniesienie filtratu na drugie ztoze TiO;
(ze zmniejszong zawartoscig TiO, do odpowiednio: 300 pg dla probki 100 pg ProtMix oraz
100 pg dla probek 1 1 10 pg ProtMix), odwirowanie (3 000 g, 5 min, 20°C) i odrzucenie
roztworu znad osadu. Nastgpnie przemyto oba ztoza dwukrotnie, stosujac za pierwszym
razem mieszaning 80% ACN/19% H,O z dodatkiem 1% TFA, za§ za drugim razem: 20%
ACN/80% H»O z dodatkiem 0,2% TFA. Za kazdym razem wirowano probke (4 500 g, 15
min, 20°C) i odrzucano roztwér znad osadu. Po ostatnim przemywaniu, fosfopeptydy
zatrzymane na matrycy wymywano poprzez zastosowanie 0,5 mL 5% zasady amonowej
(roztwor wodny) oraz 0,5 mL 60% ACN/40% H,O. Eluaty potgczono 1 analizowano za
pomocg techniki LC-MS/MS. Peptydy wymywano z kolumny z zastosowaniem 45-min
programu elucji gradientowej (sktad fazy ruchomej A: 2% ACN/98% H,0 z dodatkiem 0,1%
FA, za$ fazy ruchomej B: 100% ACN z dodatkiem 0,1% FA) z przeptywem fazy ruchome;j

200 nL/min. Pozostate parametry analizy zostaly przedstawione w podrozdziale 2.2.4.
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Q?n\/ J d d _ peptydow i
- fosfopeotydow
% a-kazeina i
v
& R g - A
- &7 = % Nalozenie probki
ProtMix X % W (przygotowanej w
| B8 ‘ roztworze 80%
ACN/14%H20 z
dodatkiem 6% TFA)
il ¥ " nazioze Ti4+/IMAC
20 ug 20 ug 20 ug kondycjonowane
Ti4+IMAC Tid+/IMA Tid+/IMAC wezesniej 80%
ACN/14%H20 z
_| dodatkiem 6% TFA

l 1 l Przemywanie sluzy

a) Przemywanie nr 1 (WS 1) : 50% ACN/ 45% 200 mM NaCl/ 5% TFA A} ittt

b) Przemywanienr 2 (WS 2) : 501/0 ACN/ 50% H20l z dodatkiem 0,1% TF, peptydow
Wymywanie przy uzyciu 10% zasady
amonowej (roztwor wodny) oraz przy uzyciu
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Analiza LC-MS/MS
Rycina 10. Schemat zageszczania probki ProtMix z uzyciem matrycy Ti*/IMAC.
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Wymywanie przy uzyciu 5% zasady amonowej (roztwor
wodny) oraz przy uzyciu 60% ACN/40% H20

Analiza LC-MS/MS
Rycina 11. Schemat zageszczania probki ProtMix z uzyciem matrycy TiO..
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2.2. Pochodzenie probek biologicznych uiytych do analiz

Mysz (tac. Mus musculus) jest najcze¢sciej uzywanym do badan modelem zwierzecym, z
uwagi na duza homologi¢ genetyczng z cztowiekiem [100,101]. W badaniu uzyto szczepu
mysiego CS57BL/6 (n = 12). Jest to szczep wsobny obejmujacy grupe zwierzat
charakteryzujacych si¢ jednorodnos$cig genetyczng i homozygotycznoscia. Ich genom jest w
calo$ci scharakteryzowany. Szczepy uzyskano dzigki wspdlpracy z laboratoriami
Hiszpanskiego Narodowego Centrum Badan nad Rakiem w Madrycie oraz wspotpracy z
Profesorem Christopherem Proudem z Uniwersytetu w Southampton (Wielka Brytania).
Trzustki pochodzity od sze$ciu 10-tygodniowych myszy C57BL/6 dzikiego typu Mnkl1 (ang.
wild type, WT) oraz sze$ciu 10-tygodniowych myszy C57BL/6 modyfikowanych genetycznie,
ktore pozbawione byty genu kodujacego kinazg aktywowang mitogenami, Mnk1 (ang. knock-
out, KO).

Myszy byly karmione i utrzymywane w wolnych od patogenow warunkach. Wszystkie
eksperymenty zatwierdzita Komisja Etyczna do Spraw Zwierzat pracujagca w instytucie w
Madrycie (Instituto de Salud Carlos III), po czym przeprowadzono je wedlug zalecen
przedstawionych przez International Guiding Principles for Biomedical Research involving

Animals, wypracowanym przez Council for International Organizations of Medical Sciences.

2.2.1. Metoda wywolywania ostrego zapalenia trzustki na modelach zwierzecych

Ostre zapalenie trzustki u myszy WT 1 KO wywotywano poprzez dootrzewnowe
podawanie ceruleiny (analogu cholecystokininy) w roztworze soli fizjologicznej, poniewaz
model ten jest powszechnie stosowanym sposobem badania ostrego zapalenia trzustki u ludzi
na modelach zwierzecych [102,103]. Myszom kontrolnym podawano czysty roztwor soli
fizjologicznej. Ostre zapalenie trzustki wywotano przez cogodzinne (catkowity czas trwania =
8 godz.) zastrzyki dootrzewnowe ceruleiny (50 pg/kg masy myszy), po czym u$smiercono
zwierzeta poprzez przerwanie cigglosci kregow szyjnych. Zwierzeta usmiercono albo przed
podaniem leku [te osobniki oznaczono jako ,nie leczone”(ang. not treated, NT), czyli
odpowiednio: WT NT, KO NT] albo po 8 godz. od pierwszego wstrzykniecia (oznaczenie
probek: WT 8h, KO 8h). Trzustke natychmiast oddzielano od reszty ciala, zamrazano w

ciektym azocie 1 przechowywano w temperatirze -80°C do czasu analizy.

2.2.2. Ekstrakcja bialek 7 probek tkanek mysiej trzustki oraz poZniejsze ich trawienie
W celu ekstrakeji biatek z tkanek trzustki do kazdej ze zwazonych uprzednio tkanek

(okoto 0,2 g) dodano 850 pL buforu do lizy komoérek ztozonego z 7 M mocznika, 2 M
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tiomocznika, 1% N-oktyloglukozydu, 10 mM DTT, 100 mM HEPES o pH 8,0 oraz z
inhibitorow fosfataz 1 proteaz oraz 0,1% nukleazy. Ekstrahowano biatka przy uzyciu
homogenizatora. Nastepnie probke poddano dziataniu ultradzwigkow przez 10 min na fazni
ultradzwigkowej 1 odwirowano (1 400 g, 15 min, 4°C). Zebrano odwirowany roztwor znad
osadu, a wyekstrahowane biatka poddano redukcji, alkilacji i1 trawieniu enzymatycznemu z
zastosowaniem trypsyny (wedlug procedury opisanej w podrozdziale 2.1.1.). Nalezato jednak
uwzgledni¢ dezaktywacj¢ trypsyny w roztworze o duzym stezeniu mocznika [104]. Dlatego
tez, przed standardowym trawieniem, rozcienczono probki za pomoca TEAB do st¢zenia

mocznika w probce 1 M.

2.2.3. Zastosowanie zoptymalizowanego protokolu znakowania izotopowego dla probek
biologicznych

Peptydy uzyskane z tkanek trzustki, poddano procedurze znakowania wedlug metody
zoptymalizowanej wczesniej na wzorcach. Probki nie traktowane ceruleing: WT NT oraz KO
NT znakowano odpowiednio znacznikiem lekkim 1 (L1) i posrednim 1 (I1), za§ WT 8h 1 KO
8h odpowiednio znacznikiem: lekkim 2 (L2) oraz posrednim 2 (I2) (Rycina 12). Znacznikiem
ciezkim znakowano wzorzec wewnetrzny (ang. Internal standard, 1S), ktory sporzadzono
poprzez potaczenie wszystkich (WT 8h, WT NT, KO 8h, KO NT) prébek w ilosci 0,5 mg.
Probki odparowano do sucha poprzez wirowanie pod ci$nieniem (w temperaturze 25°C),
nastepnie rozpuszczono w 500 pL 0,1% FA (IS rozpuszczono w 1000 uL 0,1% FA, gdyz
ilos¢ biatek w probce byla dwa razy wieksza od ilosci biatek w probkach pozostatych).
Nastepnie, do kazdej probki dodano tez 2 pL. DMSO w celu lepszego rozpuszczenia
wszystkich peptydéw i przeprowadzono znakowanie izotopowe na kolumienkach SPE,
wedtug protokotu zaprezentowanego przez Boersema i wspotpracownikow [77]. Kolumienki
SPE (SepPack typu C18) przemywano 1 mL 100% ACN, po czym kondycjonowano poprzez
dwukrotne przemycie buforem A (sktad buforu A: 0,5% (v/v) kwas octowy). Nastepnie
nanoszono probki na kolumny do SPE (uzyto pigciu kolumn typu SepPack dla pieciu probek:
IS, WT 8h, WT NT, KO 8h, KO NT). Probki przemywano 2 mL buforu A, po czym
znakowano uzywajac S-krotnie 1 mL odpowiednio przygotowanego odczynnika do
znakowania [znacznik lekki uzyskano przez zmieszanie 4 mL 50 mM buforu fosforanowego o
pH 7,5 (ztoZzonego z odpowiedniej ilo$ci wodorofosforanu sodu i dwuwodorofosforanu sodu),
500 pL 600 mM NaBH;3;CN oraz 500 uL 4% formaldehydu; znacznik posredni: 4 mL 50 mM
buforu fosforanowego o pH 7,5, 500 pL 600 mM NaBH;CN oraz 500 pL 4% D-
formaldehydu; znacznik cigzki: 4 mL 50 mM buforu fosforanowego o pH 7,5, 500 uL, 600
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mM NaBH;CN oraz 500 pL 4% D-'>C-formaldehydu]. Nadmiar odczynnika do znakowania
usuwano poprzez przemycie kolumienek 2 mL buforu A. Nastgpnie znakowane peptydy
wymywano z kolumienek do osobnych probéwek typu Eppendorf, z zastosowaniem 40 pL
60% ACN. 5 pL probek WT 8h, KO 8h, IS (znakowanych odpowiednio L2:12:H) potaczono
w stosunku 1:1:1 (vAw/). Réwniez z probek pochodzacych z tkanek nietraktowanych
ceruleing (WT NT, WT NT, IS) pobrano 5 pL roztworu i potagczono w takim samym stosunku
(L1:I1:H). Probki rozcienczono do 300 puL. za pomoca 0,1% FA (koncowe st¢zenie bialek
wynosito 0,1 pg/mL). Nastepnie wprowadzano 10 uL mieszaniny na kolumne LC sprzezona
on-line z detektorem mas LTQ-Orbitrap w celu weryfikacji kompletno$ci procesu
znakowania. Uzyto parametrow rozdzielenia i detekcji LC-MS/MS wedlug schematu
opisanego w podrozdziale 2.2.4. Po potwierdzeniu kompletnosci znakowania probki
wzbogacano wedlug procedur opisanych w podrozdziale 2.1.3., a nastgpnie analizowano za

pomoca techniki LC-MS/MS.

WT NT WT 8h IS KO NT KO 8h
l Zna}owanie na kolumienkach typu|SPE l
Znacznik
cigzki k -

L
P

\

L1:P1:H piF s
I:1:] [:1:

Rycina 12. Schemat znakowania izotopowego i pozniejszego wykorzystania odpowiednich probek.
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2.2.4. Analiza LC-MS/MS

Peptydy rozdzielano przy uzyciu techniki chromatografii cieczowej w odwroconym
uktadzie faz (typu nanoRP-LC) sprz¢zonej on-line ze spektrometrem mas (typu LTQ-Orbitrap
ze zrodtem jondw typu nanoESI). Probke z oznaczanymi peptydami przed wprowadzeniem na
kolumne¢ analityczng RP C18 3 um, 200 x 0,075 mm, kondycjonowano przez 10 min
[szybkos$¢ przeptywu buforu probki (0,1% FA) 2,5 uL/min] z uzyciem przedkolumny (Prot
Trap Column, ReproSil C18-AQ, 5 um, 0,3 x 10 mm). Uzycie przedkolumny miato na celu
oczyszczenie probki z zanieczyszczen, ktore moga powodowaé zmniejszenie wydajnosci
jonizacji w zrodle jonow. Peptydy wymywano z kolumny z zastosowaniem 120-min
programu elucji gradientowej (sktad fazy ruchomej A: 2% ACN/98% H,0 z dodatkiem 0,1%
FA, za$§ fazy ruchomej B: 100% ACN z dodatkiem 0,1% FA) z przeptywem fazy ruchome;j
200 nL/min. Program elucji zostat przedstawiony w Tabeli 3. Nastgpnie peptydy
wprowadzono do spektrometru mas, przy uzyciu jonizacji przez rozpylenie w polu
elektrycznym. Napigcie nanoESI utrzymywano na stalym poziomie 1,4 kV, a temperatura
gazu suszacego wynosita 325°C. Rejestrowano widma mas [graficzne reprezentacje masy
rejestrowanych jonéw do ich tadunku (m/z)] z zastosowaniem akwizycji zaleznej od danych
(ang. data dependent analysis, DDA) z automatycznym przelaczaniem pomigdzy skanami MS
oraz MS/MS, wykorzystujac do fragmentacji 20 najbardziej intensywnych jonoéw w probce.
Oznaczenia przeprowadzono w trybie przemiatania w zakresie 350-1500 m/z. Fragmentacji
peptydow dokonano uzywajac komory kolizyjnej, w ktérej dochodzi do zderzen jonow
oznaczanych peptydow z czasteczkami gazu obojetnego (CID), a fragmenty jondw
analizowano w liniowej pulapce jonowej (LTQ). Minimalng intensywno$¢ sygnatu
poddanego fragmentacji ustawiono na 10 000 zliczen. Dane uzyskane ze spektrometru mas
poddano analizie z wykorzystaniem zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych. Uzyto
oprogramowania Mascot z optymalizowanymi parametrami umozliwiajagcymi przesledzenie
zmian w masach peptydow wywolanych znakowaniem izotopowym (przyrost masy
wywolany zastosowaniem znacznikdéw) oraz uwzgledniajac dodatkowe ustawienia programu

podczas oznaczania fosfopeptydow.
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Tabela 3. Program 120-min elucji gradientowej uzytej w badaniach fosfoproteomicznych; %A —
zawarto$¢ (%) fazy ruchomej A (sktad: 2% ACN/98% H,O z dodatkiem 0,1% FA) oraz %B —
zawarto$¢ % fazy ruchomej B (sktad: 100% ACN z dodatkiem 0,1% FA).

CZAS (min) % A %B
0 98 2

2 94 6

7 92,4 7,6
17 91,6 8,4
27 90 10
37 88,2 11,8
47 86,3 13,7
57 84,1 15,9
67 81,6 18,4
77 78,9 21,1
87 56,6 24.4
97 70,7 29,3
102 66,7 33,3
103 65 35
103,5 2 98
113,4 2 98
114 98 2
120 98 2

2.2.5. Klasyfikacja biatek ze wzgledu na funkcje

Klasyfikacji bialek ze wzgledu na ich funkcj¢ dokonano korzystajac z narzedzia
dostepnego na stronie http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/, ktore dostarcza informacji na
temat funkcji i wzajemnych interakcji biatek, dzigki znajomosci kodujacych je genow.
Prowadzenie ztozonej analizy genomiczno-proteomicznej — jak wykonano w prezentowanym
badaniu — bylo mozliwe po zarejestrowaniu si¢ na serwerze. Nastepnie, nalezalo okresli¢
organizm objety badaniem (mysz domowa, Mus musculus), odznaczy¢ list¢ biatek uzyskang
po zastosowaniu algorytmu Mascot, a nastepnie zinterpretowac liste grup biatek pod katem
ontologii genow, GO (ang. gene ontology) [105]. GO to narzgdzie bioinformatyczne opisujace
sposob funkcjonowania komoérek — wiasciwosci ich genow 1 produktow w kontekscie
komoérkowym. W prezentowanym badaniu wybrano analiz¢ GO, poniewaz dzigki niej

uzyskano doktadne informacje na temat biatek, ich funkcji i wzajemnych zaleznosci.
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3. Optymalizacja metody micelarnej elektrokinetycznej chromatografii podczas analizy
zwigzkow maloczasteczkowych (amin biogennych) z moczu pacjentéw z guzami litymi

pochodzenia neuroendokrynnego wieku dzieciecego

3.1. Odczynniki, aparatura i parametry rozdzielania elektroforetycznego

Wszystkie uzywane w badaniu anality: L-tyrozyna (L-Tyr), L-tryptofan (L-Tryp),
lewodopa (L-DOPA), serotonina (5-HT), adrenalina (A), noradrenalina (NA), dopamina
(DA), kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), kwas homowanilinowy (HVA), kwas
wanilinomigdatlowy (VMA) 1 kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy (3,4-DHBA) uzyty jako
wzorzec wewnetrzny, zostaty pozyskane z firmy Sigma (St. Louis, MO, USA). Odczynniki
stuzace do przygotowania probek i buforu do elektroforezy takie jak: kwas fosforowy,
wodorotlenek sodu (NaOH), kwas chlorowodorowy (HCI), dziesigciowodny czteroboran sodu
(boraks), octan etylu, eter dietylowy, chlorek sodu (NaCl) zakupiono w POCh (Gliwice,
Polska). Alfacyklodekstryna (a-CD), dodecylosiarczan sodu (SDS), acetonitryl i metanol
pozyskano z firmy Merck (Darmstadt, Niemcy). Wszystkie uzywane reagenty posiadaty
czystos¢ analityczng i nie byly dodatkowo oczyszczane przed ich zastosowaniem. Woda
dejonizowana pozyskana byla przy uzyciu urzadzenia Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA). W badaniach uzywano proboéwek typu Eppendorf (Hamburg, Niemcy).

Rozdzielenie amin biogennych i ich metabolitéw przeprowadzono za pomocg aparatu do
elektroforezy kapilarnej (P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System, Beckman,
Fullerton, CA, USA) wyposazonego w automatyczny dozownik probki, detektor UV/VIS z
matryca diodowa (DAD) oraz urzadzenie do utrzymywania statej temperatury kapilary.
Aparat obstugiwano przy uzyciu programu 32 Karat 8.0 (Beckman, Fullerton, CA, USA).
Analizy przeprowadzono przy normalnej polaryzacji elektrod. Parametry techniczne uzyte w
metodzie micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) byly nastepujace:
niemodyfikowana kapilara krzemionkowa (75 um srednica wewngtrzna x 60,20 cm dtugosc);
A = 200 nm; dozowanie 5 s (0,5 psi), przytozone napigcie 25 kV; temperatura kapilary
25(%0,1)°C. Pomigdzy kazda analizg kapilare przemywano stosujac 0,2 M NaOH (1 min) oraz
wode dejonizowang (1 min), aby zachowa¢ jak najwicksza powtarzalno$¢ analiz.
Zoptymalizowany bufor separacyjny (ang. background electrolite, BGE) sktadat si¢ z: 10 mM
boraksu, 30 mM SDS, 15% MeOH oraz 25 mM o-CD, a pH doprowadzono do wartosci 9,36
przy uzyciu 1 N NaOH. Identyfikacje pikdéw wykonano przez wzbogacanie probki moczu
wzorcowymi roztworami oznaczanych substancji. Analiza statystyczna zostata

przeprowadzona przy pomocy oprogramowania Statistica 9.0 (StatSoft Tulsa, OK, USA).
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3.2. Przygotowanie roztworow wzorcowych

W czasie optymalizacji wszystkich etapéw doswiadczen, korzystano z roztwordéw
wzorcowych wybranych amin biogennych i ich metabolitow. Roztwory podstawowe
wykonano przez doktadne odwazenie 1,0 mg substancji 1 rozpuszczenie jej w 1 mL MeOH.
Tak przygotowane roztwory przechowywano w temp. -20°C i rozmrazano w dniu analizy,
aby przygotowa¢ z nich odpowiednie wodne rozcienczenia, ktore nastepnie stanowity
roztwory badane. Taki sam sposob zastosowano do przygotowania roztworu wzorca
wewngetrznego. Mieszanina wzorcow badanych §wiezo przygotowywano przed analizg przez
pobranie 5 pL kazdego z 1 mg/mL roztworu wzorca w MeOH 1 rozcienczeniu ich do 1000 puL.

woda dejonizowang. Tak przygotowana mieszanina gotowa byta do analizy MEKC-UV/VIS.

3.3. Material badany i jego przygotowanie do analizy

24-godzinne zbidrki moczu przeprowadzono u 8 pacjentow (dziewczynek i chtopcow w
wieku od 6 miesiecy do 13 lat) ze zdiagnozowanymi guzami litymi wieku dzieciecego
pochodzenia neuroendokrynnego [nerwiakiem zarodkowym wspotczulnym (NB)], lub
barwnikowym neuroektodermalnym nowotworem wieku dziecigcego (MNTI) czy tez
nowotworem podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST) w Katedrze i Klinice
Pediatrii, Hematologii 1 Onkologii GUMed, po uzyskaniu zgody Niezaleznej Komisji
Bioetycznej GUMed (NKBBN/178/2015) i Swiadomej Zgody Pacjentow i/lub ich opiekundéw
prawnych. Odpowiednio zebrano rowniez mocz od siedmiu zdrowych ochotnikéw,
dopasowanych wiekiem 1 ptcig do pacjentow. Pacjenci, od ktorych pobierano mocz w ciggu
24 godzin przestrzegali specjalnej diety. Dieta polegata na tym, ze 3 dni przed badaniem i w
trakcie 24-godzinnej zbidrki moczu pacjenci, jak i zdrowi ochotnicy, zostali pouczeni, aby
unika¢ produktow takich jak kawa (takze bezkofeinowa), herbata, czekolada, wanilia, banany,
pomarancze i inne owoce cytrusowe, herbatniki, biszkopty, witamina E, kakao, serki
waniliowe. Porcje moczu w trakcie zbidrki calodobowej przechowywane byly w chiodzie
(temp. ok. 4°C standardowej lodoéwki), a pojemnik chroniono przed oddziatywaniem $wiatta
poprzez owini¢cie go folig aluminiowa. Porcje¢ moczu (10 mL) przenoszono do specjalnie
przygotowanych probowek zabezpieczonych przed dostepem §wiatta, wypemionych 50 puL 6
M HCI i transportowano w dniu zbiorki do Katedry i Zaktadu Chemii Farmaceutycznej
GUMed. Do czasu analizy, probki moczu pacjentéow, jak i zdrowych ochotnikéw badania,

przechowywano w temperaturze -80°C.
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3.3.1. Przygotowanie probek moczu

Do ekstrakcji wybranych metabolitéw amin biogennych (HVA, VMA, DOPAC) z probek
24-godzinnej zbidrki moczu uzywano procedury ekstrakcji ciecz-ciecz. Kolejno, do 1 mL
wczesniej zakwaszonego moczu, dodawano 2,5 pg/mL wzorca wewnetrznego (IS) — kwasu
3,4-dihydroksybenzoesowego (3,4-DHBA). Nastepnie dodawano 0,2 g chlorku sodu i
wytrzasano. Gdy osiagni¢to pelne rozpuszczenie soli, dodawano 1 mL eteru dietylowego,
wytrzasano w temperaturze pokojowej przez 10 min, po czym odwirowano (3 000 g, 10 min,
4°C). Fazg eterowag (gorng warstwe cieczy, roztwor znad fazy wodnej) przenoszono do
czystych probowek typu Eppendorf i odparowywano w temp. 30°C na tazni wodne;j.
Odparowang probke rozpuszczano w 500 puL wody, po czym rozdzielano przy uzyciu
micelarnej elektrokinetycznej chromatografii. Dla kazdego uczestnika badania stezenie BAs
normalizowano przez uwzglednienie steZzenia kreatyniny w moczu. Zaden z uczestnikoéw nie

wykazywatl zaburzonej funkcji nerek.

3.4. Walidacja metody micelarnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej 7
detekcjq spektrofotometryczng (MEKC-UV/VIS)

Opracowana metoda do analizy wybranych metabolitow amin biogennych w probkach
moczu zwalidowano poprzez okreslenie jej selektywnosci, liniowosci, granicy wykrywalnosci
(ang. limit of detection, LOD), granicy oznaczalno$ci (ang. limit of quantification, LOQ),
precyzji, dokladnosci, odzysku i niewrazliwosci zgodnie z rekomendacja International
Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for Registration of

Pharmaceuticals for Human Use.
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IV. WYNIKI I DYSKUSJA
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1. Analiza proteomiczna guzow neuroendokrynnych z zastosowaniem techniki 1D-
PAGE oraz LC-MS/MS

Guzy neuroendokrynne (NET) czesto rozwijaja si¢ nie dajac zadnych objawdw, przez co
stanowig wielkie wyzwanie dla klinicystow 1 zwykle wykrywane sa dopiero po$miertnie.
Obecnie istniejg biomarkery tych guzow, jednak czesto determinuja one dopiero obecno$é
guza NET w po6znym stadium choroby. Wcigz zatem niezbedne jest kontynuowanie prac nad
biomarkerami umozliwiajagcymi wykrycie guza w jego wczesnym stadium. Niemniej
poszukiwania specyficznych czasteczek wydzielanych tylko w stanie patofizjologicznym,
wymagajg zastosowania wysoce sprawnych metod bioanalitycznych, gdyz czesto ich stezenie
w badanych plynach ustrojowych jest bardzo niskie. Jedna z technik, ktoérag mozna uzy¢ do
rozdzielania skomplikowanych mieszanin biatek jest elektroforeza zelowa.

Obecnie, organizacja HUPO (ang. Human Proteome Organization), kontynuujac
zakonczony sukcesem projekt eksplorujacy ludzki genom HUGO (ang. Human Genome
Project), rozpoczgta ogolnoswiatowa inicjatywe, ktorej celem gldéwnym jest analiza catego
ludzkiego proteomu (http://www.hupo.org/initiatives/human-proteome-project/) [106-108].
Dotychczas odkryto i charakteryzowano tylko okoto 20% wszystkich bialek wystepujacych w
organizmie czlowieka. Jest to spowodowane gilownie ograniczeniami uzywanych metod
proteomicznych [109,110]. Uwaza si¢ jednak, Ze istniejace obecnie bazy danych, jak baza
uzywana Ww ponizszym badaniu stworzona przez Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej (NCBI), sa wystarczajace, aby utatwi¢ okreslenie sktadu biatkowego
badanego materiatu.

Celem przedstawionego badania bylo zoptymalizowanie metody opartej na tatwo
dostepnej technice jednokierunkowej elektroforezy zelowej (1D-PAGE) podczas rozdzielania
biatek wydzielanych przez komorki guzéw neuroendokrynnych (NET). Po wytypowaniu
szczegolnie interesujacych biatek, przeprowadzono ich dalsza analize przy uzyciu technik
sprzezonych — chromatografii cieczowej i tandemowej spektrometrii mas (LC-MS/MS).

W badaniu uzyto probek guzéw NET, dla ktérych doktadnie okre§lono typ (pierwotny
albo przerzut), lokalizacj¢ (organ) oraz stopien zaawansowania. Do prezentowanych badan
proteomicznych uzyto probek roztworéw znad pierwotnych hodowli komorkowych guzéow
wyizolowanych podczas zabiegu operacyjnego od 11 pacjentéw ze zdiagnozowanymi guzami
NET. Probki kontrolne sktadaty si¢ tylko z pozywki uzywanej do hodowli komoérkowej [84].
Zageszczenie frakcji biatkowej w probkach badanych i kontrolnych przebiegato w ten sam

sposob, a opis procedury zostal przedstawiony w rozdziale: Metodyka, w sekcji 1.4.
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Poczatkowy etap eksperymentu, czyli uzyskanie pierwotnych hodowli komoérkowych
guzow NET, podlegat kontroli, uwzgledniajac odpowiednie warunki takiej hodowli
(wilgotnos¢, pH, sklad pozywki). Kolejno, dokonano doboru odpowiedniej metody
przygotowania probki, jej oczyszczenia 1 zatezenia frakcji biatkowej 1 opracowano optymalng
metode jednokierunkowej elektroforezy zelowej poprzez dobor okreslonego stezenia
poliakrylamidu w zelu (12%) oraz substancji uzywanej do wybarwiania (sole srebra).
Zachowanie stalo$ci warunkéw hodowli, przygotowania i rozdzielenia biatek, umozliwito
niezafatlszowang analize¢ pordwnawcza sktadu biatkowego probek uzyskanych od pacjentow z
fenotypowo ré6znymi guzami NET (guz wydzielajacy 1 niewydzielajacy). Wykonane analizy
faworyzowaty uzywanie do analiz probek hodowanych na pozywkach wzbogaconych o
ptodowa albuming bydleca (FBS), gdyz wtasnie w tych probkach wyraznie uwidocznity si¢
nieprawidlowo wydzielane biatka tylko przez guza czynnego (Rycina 13, pasmo 4). Probki te
nie byly catkowicie pozbawione albuminy, gdyz dla wszystkich probek — zaréwno
kontrolnych (med. FBS) jak i badanych (sup. FBS) — zaobserwowano wyrazne prazki w
zakresie mas 50-75 kDa, ktéore odpowiadaty masie czagsteczkowej albuminy (66,5 kDa).
Dzigki jednak redukcji ilosci albuminy w probkach, uzyskano rowniez intensywne prazki
pochodzace od innych niz albumina biatek dla guza o fenotypie wydzielajacym (Rycina 13,
pasmo 4). Prazki te uwidocznity si¢ tylko wtedy, gdy zastosowano zestaw laboratoryjny do
usuwania albumin i immunoglobulin, a nie byly widoczne, w probkach hodowanych na
pozywce z dodatkiem FBS, dla ktorych zestaw nie zostal zastosowany. Co wigcej, prazki te
nie byly obecne ani w pozywkach (Rycina 13, pasmo 2 1 6), ani w przerzutach tego guza
(Rycina 13, pasmo 5), czy tez w guzie o fenotypie niewydzielajacym (Rycina 13, pasmo 3).
Opisane, interesujace profile 1D-PAGE (Rycina 13, Pasmo 4) otrzymano dla probki
pochodzacej od pacjenta ze zdiagnozowanym guzem NET trzustki wydzielajacym substancje
czynne (NET 3.1 sup. FBS). W tej bowiem probce, otrzymano bogata roznorodnos¢ biatek w
szerokim zakresie MW: od 20 do ponad 250 kDa. Szczegélnie pig¢ biatek cechowato sig
najintensywniejszym zabarwieniem na zelu, co wskazywatoby na ich wysokie stezenie w

probcee.
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Rycina 13. Proteinogram dla roztworéw znad hodowli komérkowych guzéw neuroendokrynnych i
probek kontrolnych, hodowanych na pozywce zawierajacej plodowa surowice bydleca (FBS),
otrzymany podczas rozdzielania z zastosowaniem techniki 1D-PAGE. Stezenie poliakrylamidu w zelu
wynosito 12%. Zastosowanym barwnikiem byly sole srebra. Przed elektroforeza probki poddano
dzialaniu odczynnika do stracania bialek oraz zastosowano zestaw do usuwania albumin i
immunoglobulin. Legenda: Pasmo 1 — Wzorce masowe biatek w zakresie mas czasteczkowych (MW)
15-250 kDa, 2 — Proba kontrolna: NET 2 med. FBS, 3 — Niewydzielajacy, nieczynny rakowiak ptuc
(NET 2 sup. FBS), 4 — Wydzielajacy, czynny rakowiak trzustki (NET 3.1 sup. FBS), 5 —
Wydzielajacy, czynny przerzut do weztow chtonnych rakowiaka trzustki (NET 3.2 sup. FBS), 6 —
Proba kontrolna: NET 6 med. FBS. Na podstawie [84].

Wiasnie te dodatkowe biatka analizowano dalej z uzyciem techniki LC-MS/MS.
wdurowe” dane, otrzymane z detektora MS/MS, poddano obrobce za pomocg algorytmu
Mascot, a otrzymane masy peptydow przypasowano do bogatej bazy fragmentow
peptydowych utworzonej przez NCBI. Analiza LC-MS/MS pozwolita na identyfikacje
unikatowych biatek pochodzenia ludzkiego (Rycina 14). Najwazniejsze z nich to: biatko
H2A1.2 wyizolowane z prazka nr 2 NET sup. 3.1 (Rycina 14, prazek 2) (GI: 3493529) oraz
biatko wyizolowane z prazka nr 5 NET sup. 3.1 (Rycina 14, prazek 5) (GI: 298880).
Szczegolnie istotne wydaje si¢ zidentyfikowanie biatka H2A1.2, ktorego znaczenie — wedtug
danych literaturowych — bylo juz badane na przyktad dla komoérek raka piersi. Otdz, zostato
dowiedzione, ze nadmierna produkcja biatka H2A1.2 promuje proliferacj¢ komoérek raka
piersi w hodowlach komoérkowych [111]. Niemniej dotychczas rola biatka H2A1.2 w guzach
NET trzustki nie zostata doglebnie zbadana.
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Rycina 14. Rezultaty analizy LC-MS/MS wybranych biatek uzyskanych podczas rozdzielania z
uzyciem techniki 1D-PAGE roztworu znad pierwotnej hodowli komérkowej czynnego guza trzustki
NET 3.1. Kolumna pierwsza obrazuje, ktory prazek biatkowy poddano analizie; w kolumnie drugiej
widnieje unikatowy numer GI przydzielony biatkom w bazie danych NCBI, a trzecia kolumna
przedstawia nazwy zidentyfikowanych biatek [84].

Przeprowadzone badania nad biatkami wydzielanymi przez guzy neuroendokrynne
potwierdzity, Ze uzycie jednocze$nie trzech technik: jednokierunkowe;j elektroforezy zelowe;,
chromatografii cieczowej 1 spektrometrii mas, jest pomocne w prowadzeniu szczegdétowych
analiz proteomicznych. Co wigcej, zastosowanie specjalistycznych, zoptymalizowanych
metod bazujacych na technice chromatografii powinowactwa do usuwania najbardziej
stezonych bialek probki, umozliwito pozyskanie cennych informacji na temat mniej stezonych
biatek obecnych w prébkach. Informacje zdobyte w pierwszej czesci eksperymentalnej
rozprawy doktorskiej, pozwolity na wdrozenie do standardowego postgpowania
analitycznego, nowych etapow przygotowania skomplikowanej probki do analizy

proteomicznej. Ostatecznie, umozliwily zastosowanie poglebionych analiz opartych na
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technikach 1D-PAGE oraz LC-MS/MS do zaproponowania nowych, potencjalnych
biomarkeréw guzéw NET o fenotypie wydzielajacym (biatko H2A 1.2) oraz poskutkowatly
nakierowaniem dalszej uwagi pracy doktorskiej na dokladniejsze poznanie biologii

nowotworow trzustki.
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2. Porownawcza analiza fosfoproteomiczna zdrowych tkanek mysich z tymi, w ktorych
wywolano ostre zapalenie trzustki

Z uwagi na fakt, ze interesujace profile biatkowe z pierwszej czesci pracy doktorskiej,
otrzymano dla guzéw trzustki druga czes¢ pracy skupita si¢ na poszerzeniu wiedzy o
procesach zachodzacych w trzustce w kontekscie kancerogenezy. Aby poprawi¢ prognozy
pacjentéw cierpiagcych na raka trzustki pochodzenia neuroendokrynnego, niezbedne jest
doktadne poznanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj tego typu
nowotworu oraz zidentyfikowanie czasteczek, ktére moglyby stanowi¢ nowe, potencjalne
biomarkery dla wczesnego jego wykrywania. Zdecydowano si¢ na przeprowadzenie
poglebionej analizy fosfobialek wydzielanych przez trzustk¢ w wybranym stanie
patofizjologicznym z uwagi na istotne znaczenie fosforylacji w procesie nowotworowym.
Ponadto, ostatnie doniesienia potwierdzajace efektywno$¢ inhibitorow kinaz (np. sunitynibu)
w terapii nowotwordw neuroendokrynnych trzustki pozwalajg przypuszczaé, ze fosforylacja
odgrywa znaczacg rolg w rozwoju nowotwordéw tego narzadu [2]. Uwage skierowano na jeden
z czynnikow ryzyka rozwoju nowotworu trzustki pochodzenia neuroendokrynnego, a
mianowicie na stan zapalny trzustki [112,113].

We wszystkich guzach neuroendokrynnych inicjatorem wewnatrzkomorkowego szlaku
jest zmieniony onkogen RET. Onkogen ten aktywuje mig¢dzy innymi szlak zwigzany z
biatkowa kinazg aktywowana mitogenem [2]. Dlatego tez na tym etapie badan
skoncentrowano si¢ jako punkt wyjscia na jednej z waznych czasteczek biorgcych udziat w
sygnalizacji miedzykomoérkowej w trzustce, mianowicie na kinazie biatkowej aktywowanej
mitogenami 1 (ang. mitogen-activated protein kinase-interacting serine/threonine-protein
kinase I, Mnkl1). Mnk1 to kinaza serynowo-treoninowa, ktorej najlepiej opisanym substratem
jest eukariotyczny czynnik inicjujacy translacj¢ 4E (ang. eukaryotic translation initiation
factor 4E, elF4E) [114]. Czynnik ten jest miedzy innymi biomarkerem prognozujacym
pogorszenie stanu pacjentow z rakiem piersi. Natomiast ufosforylowane biatko elF4E moze
rowniez stanowi¢ o stadium zaawansowania, progresji raka ptuc, zotadka lub jelita grubego
[115]. W zwigzku z tym, kinaza Mnk1 jest uwazana za potencjalny cel molekularny w terapii
przeciwnowotworowej. Przykladowo, w odpowiedzi na zastosowanie inhibitora tej kinazy w
hodowlach komoérek raka piersi, mozna zaobserwowa¢ zahamowanie proliferacji tych
komorek [116].

W ostatnich badaniach odkryto, ze ilos¢ Mnkl w trzustce jest znacznie wyzsza niz w
innych narzadach. Zapalenie trzustki jest czynnikiem ryzyka rozwoju nowotworu u ludzi, a w

modelach mysich sprzyja powstawaniu raka trzustki [117]. Mnkl jest przy tym kinaza
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aktywowang przez stres i ulega silnej fosforylacji w mysiej trzustce przy eksperymentalnie
wywolanym stanie zapalnym (na przyklad przy uzyciu ceruleiny). W zwiazku z powyzszym,
podjeto si¢ proby okreslenia, ktore biatka w trzustce ulegaja fosforylacji przy wspotudziale
Mnkl w kontekscie stanu zapalnego oraz czy zidentyfikowane biatka moga postuzy¢ w
przysztosci jako potencjalne biomarkery schorzen trzustki.

W celu poréwnania fosfoproteoméw pochodzacych z trzustki zdrowej z ta zmieniong
chorobowo, zastosowano fosfoproteomiczng analiz¢ ilosciowa. Porownywano fosfoproteom
lizatow biatkowych otrzymanych z trzustki izolowanej z myszy dzikiego typu Mnkl (WT)
oraz myszy z delecja w genie Mnkl (KO). W celu wywolania ostrego zapalenia trzustki
zastosowano model ceruleinowy, gdyz jest on najlepiej scharakteryzowanym i czgsto
stosowanym modelem podczas badania tego schorzenia u myszy. Dodatkowo, wybrany
model wykazuje podobienstwo do zapalenia trzustki u cztowieka [118,119].

Celem eksperymentu byto zoptymalizowanie metody analizy fosfoproteomicznej do
oceny ilosciowej 1 jakosciowe] niepoprawnie wydzielanych fosfobialek podczas ostrego
zapalenia trzustki. Badania prowadzono we wspotpracy z Laboratorium Proteomicznym
Hiszpanskiego Narodowego Centrum Badan nad Rakiem podczas stazu naukowego w ramach

umowy Offsetowej z Hiszpaniag — EADS CASA (Eurocopter and Airbus Operations).

2.1. Optymalizacja reduktywnej aminacji

W badaniu wybrano technike reduktywnej aminacji, ktora umozliwita przeprowadzenie
wzglednej analizy ilosciowej badanych bialek oraz fosfobiatek. Metode wybrano z uwagi na
fakt, ze bufory uzywane w czasie znakowania sg kompatybilne z detektorem mas oraz ze
wzgledu na to, ze probka biatek jest jednocze$nie odsalana i oczyszczana (gdyz etap
znakowania odbywa si¢ na kolumienkach dziatajacych na zasadzie ekstrakcji do fazy statej
SPE). Dzigki uzyciu protokotu znakowania z zastosowaniem kolumienek SPE, probka byla
gotowa do bezposredniego wprowadzenia do LC-MS/MS. Wykazano tym samym, ze
znakowanie za pomoca reduktywnej aminacji jest korzystne podczas poroéwnawczej
ilosciowej analizie fosfoproteomicznej probek biologicznych.

Wazny etap optymalizacji metody reduktywnej aminacji polegat na wzglednej analizie
ilosciowe] znakowanych peptydéw powstatych po strawieniu biatkowej probki wzorcow
ProtMix (BSA oraz a- i B-kazeina). Zastosowanie protokolu znakowania na wstepie na
mieszaninie wzorcow, pozwolito zmniejszy¢ straty cennego materiatu badanego, gdyz
wskazato, ktore momenty eksperymentu sg kluczowe dla powodzenia calego badania.

Dowiedziono bowiem, ze probke nalezy bardzo uwaznie i powoli naktada¢ na kolumienke
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SPE, a nastgpnie wolno (minimum 10 min kazdorazowo) przemywaé¢ odczynnikami
zawierajacymi znaczniki izotopowe. ROwniez etap wymywania nadmiaru znacznika nalezalo
scisle kontrolowac¢ tak, aby nie dopusci¢ do zbyt szybkiego usuwania znacznika z kolumienki,
co mogloby doprowadzi¢ do uzyskania niekompletnego znakowania probek.

Po zoptymalizowaniu reduktywnej aminacji, uzyskano 100% wydajno$¢ znakowania dla
kazdego peptydu w badanej probce — zaréwno pracujac na wzorcowych substancjach, jak
rowniez przy przygotowaniu probek biologicznych. Potwierdzeniem kompletno$ci
znakowania bylto przeszukanie widm masowych probek ProtMix znakowanych trzema
roznigcymi si¢ masami znacznikami izotopowymi 1 przeprowadzenie porOwnania
intensywnos$ci sygnatéw pochodzacych od odpowiednio znakowanych peptydéw. Probki
taczono w stosunku 1:5:10, tak wiec spodziewano si¢ uzyskaé¢ taki wiasnie stosunek
intensywnosci sygnatow peptydow. Sygnaly peptyddéw uzyskane podczas znakowania probki
ProtMix znacznikiem lekkim powinny by¢ 5- 1 10-krotnie nizsze od odpowiednio: sygnalow
peptydow ze znacznikiem posrednim i sygnatow peptydow ze znacznikiem ci¢zkim. Przyktad
peptydu pochodzacego z trawienia enzymatycznego a-kazeiny, o sekwencji aminokwasowe;]
HQGLPQEVLNENLLR, masie molekularnej réwnej 1790,9941 1 tadunku +3, przedstawia
Rycina 15. Kompletno$¢ znakowania potwierdzono poréwnujac intensywnosci sygnatow
otrzymanych od odmiennie znakowanych jonéw identyfikacyjnych dla tego peptydu podczas
analizy w analizatorze mas typu Orbitrap. Stosunek peptydu znakowanego znacznikiem
lekkim do posredniego i cigzkiego wynosit 1:5:10 (vA/v), co wskazywato na kompletnosé

procesu znakowania.
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Rycina 15. Widmo masowe peptydu pochodzacego ze znakowanych lekkim, posrednim i cigzkim
znacznikiem izotopowym probek ProtMix w stosunku 1:5:10 (v/Av/v). Sekwencja peptydu:
HQGLPQEVLNENLLR. O$ rzednych — liczba zliczen, o$ odcietych — stosunek masy do tadunku
(m/z).

W badaniu nalezalo rozpatrzy¢ tzw. ,efekt deuteru”, zwigzany z uzywaniem do
wstepnego rozdzielenia probki techniki chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie
faz. Efekt ten zwigzany jest z wystepowaniem deuteru w posrednim 1 cigzkim znaczniku
izotopowym, przez co deuterowane peptydy sg bardziej hydrofilowe, niz odpowiadajace im
peptydy znakowane znacznikiem lekkim, i eluuja jako pierwsze =z kolumny
chromatograficznej. Efekt ten jest tak minimalny, ze nie zachodzi konieczno$¢ uwzgledniania
go podczas analiz ilosciowych [120,121]. Dane literaturowe potwierdzono poprzez
obserwacje otrzymanych chromatogramow, a przyktad peptydu o sekwencji aminokwasowe;j:
QNCDQFEK, znakowanego trzema réznigcymi si¢ masami znacznikami, przedstawiono na
Rycinie 16. Peptyd przedstawiony na Rycinie 16 pochodzit z trzech odmiennie znakowanych

probek ProtMix, zmieszanych w stosunku 1:1:1 (vA/v).
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Rycina 16. Chromatogram uzyskany podczas analizy LC-MS/MS dla jednego z peptydow
pochodzacego z trawienia BSA (sekwencja aminokwaséw: QNCDQFEK), znakowanego znacznikiem
lekkim, posrednim lub ciezkim. Prébki z ré6znymi znacznikami zmieszane zostaly w stosunku 1:1:1
(v/v/v), aby zobrazowac tak zwany “efekt deuteru”. O$ rzgdnych — liczba zliczen, o$ odcietych — czas
retencji.

2.2. Optymalizacja etapu wzbogacania fosfoproteomu

Ze wzgledu na niskie stg¢zenie fosfobiatek w probkach biologicznych, w poréwnaniu do
biatek, ktore nie ulegaja modyfikacji potranslacyjnej, etap wzbogacania fosfoproteomu nalezy
do jednego z najwazniejszych w analizie fosfoproteomicznej. Skoncentrowano si¢ na
optymalizacji 1 poroéwnaniu wydajnosci dwoch technik wzbogacania fosfoproteomu: z
uzyciem matrycy Ti'*'/IMAC lub matrycy ztozonej z tlenku tytanu (TiO;). Postugujac si¢
mieszaning standardowych biatek ProtMix, przesledzono roznice w efektywnos$ci
zageszczenia probki podczas zastosowania kazdej z technik. Wykazano, ze dla potrzeb
ilosciowej analizy fosfobiatek z probki biatkowej, oba ztoza — Ti*'/IMAC oraz TiO, — byly
wystarczajaco efektywne, poniewaz fosfopeptydy pochodzace z trawienia o - 1 B-kazeiny
zostaly zidentyfikowane. Zweryfikowano obecno$¢ 23 sposréd 27 oczekiwanych
fosfopeptydow (na podstawie badan naukowych Zhou [68] oraz Larsena 1 wspotpracownikow

[122], Tabela 4), tak wiec wydajno$¢ procesu wyniosta 85%.
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Tabela 4. Sekwencje peptydow powstalych z trawienia a- i f-kazeiny
Legenda: Ilo$¢ grup P — ilo$¢ ufosforylowanych aminokwaséow; M+H — masa peptydu po doczepieniu
protonu

ILOSC
PEPTYD GRUP P M+H FOSFOPEPTYDU
TVDMESTEVF 1 1237,50
TVDMESTEVF 1 1254,52
TVDMESTEVFTK 1 1466,61
TVDmESTEVFTK 1 1482,60
EQLSTSEENSKK 2 1538,59
TVDMESTEVFTKK 1 1594,70
VPQLEIVPNSAEER 1 1660,79
YLGEYLIVPNSAEER 1 1832,83
DIGSESTEDQAMEDIK 1 1847,69
DIGSESTEDQAMEDIK 2 1927,89
DIGSESTEDQAMEDIK 2 1943,89
YKVPQLEIVPNSAEER 1 1951,95
FQSEEQQQTEDELQDK 1 2061,83
KKYKVPQLEINVPNSAEERL 1 2080,00
NVPGEIVESLSSSEESITR 4 2352,85
IEKFQSEEQQQTEDELQDK 1 2556,09
NTMEHVSSSEESIISQETYK 4 2618,72
VNELSKDIGSESTEDQAMEDIK 3 2678,01
QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 5 2703,75
QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 5 271991
QMEAESISSSEEIVPNSVEQK 5 2736,05
KNTMEHVSSSEESIISQETYK 4 2747,10
EKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQ| 3 2935,15
ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR 4 2965,15
NANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK | 4 3008,01
NANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK | 5 3087,99
RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR 4 312227
GRELEELNVPGEIVESLSSSEESITR | 4 3179,28

Po uwaznym przeszukaniu chromatogramu catkowitego pradu jonowego MS (Rycina
17), wyekstrahowano widma MS/MS fosfopeptydéw 1 dokonano identyfikacji fosfobiatek
znajdujacych si¢ w probee (postugujac sie baza danych NCBI). Przyktadowo, Rycina 18 a, b
pokazuje widma MS/MS dla dwoch fosfopeptydow pochodzacych od pB-kazeiny.
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Rycina 17. Chromatogram catkowitego pradu jonowego probki ProtMix, w ktorej stosunek bialek
ufosforylowanych do nieufosforylowanych wynosit 3:1. O$ rzednych — liczba zliczen, 0§ odcigtych —
czas retencji. Catkowity czas analizy wynosit 45 min.
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Rycina 18. Chromatogramy zarejestrowane dla peptydu o sekwencji IEKFQsEEQQQTEDELQDK i
tadunku +3 (a) oraz dla peptydu o sekwencji FQSEEQQQTEDELQDK i tadunku +3 (b). O$ rzednych
— liczba zliczen, o$ odcigtych — czas retencji. Catkowity czas analizy wynosit 45 min.

Satysfakcjonujace wyniki wzbogacenia frakcji fosfobiatkowej uzyskano wowczas, gdy
stezenie bialek w probce wyjsciowej — poddawanej wzbogacaniu — byto wyzsze lub réwne 10
pg/mL (Rycina 19). Dla mniejszej ilosci biatek w probece wyjsciowej (1 pg/mL) uzyskano
nierownomierne wzbogacenie dla poszczegdlnych fosfopeptydéw spodziewanych w probee.
Rycina 19 obrazuje rowniez, ze wzbogacanie przy uzyciu Ti*"/IMAC pozwolito na uzyskanie
lepszego odzysku wieloufosforylowanych peptydéw (Rycina 19 b-d), podczas gdy matryca
TiO, umozliwita znaczacy odzysk peptydoéw posiadajacych jedng reszte fosforanowg (Rycina

19a).
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Rycina 19. Poréwnanie dwéch protokotdow wzbogacania frakcji fosfobiatkowej: Ti*/IMAC oraz TiO,.
R&zne natezenie koloru (od najjasniejszego do ciemnego) okresla rdzne stezenie wyjsciowe biatek w
zageszczanej probee (1 pug, 10 pg albo 100 pg). Przedstawione histogramy obrazuja fosfopeptydy z
jednym (a), dwoma (b), czterema (c) lub pigcioma (d) ufosforylowanymi aminokwasami w sekwencji.

Ponadto, zwrocono uwage na iloéé ztoza Ti*'/IMAC lub TiO, stosowanego na etapie
wzbogacania i wykazano, ze uzyta iloé¢ (w przypadku Ti*'/IMAC 20 pg — dla 1-100 pg
biatek, natomiast w przypadku ztoza TiO, 600 pg — dla 100 pg biatek i 100 pg —dla 101 1 pg
biatek) jest wystarczajaca do wydajnego zageszczenia fosfobialek w skomplikowanej probce
biologicznej. W dalszych etapach przygotowania probek biologicznych, stosowano 600 pg
TiO, dla wzbogacenia 100 pg mieszaniny peptydow otrzymanych po trawieniu
enzymatycznym ekstraktu biatkowego z trzustki mysie;.

Kolejnym parametrem optymalizowanym w badaniu byta rowniez szybko$¢ wirowania
podczas procesu wzbogacania z zastosowaniem ztoza TiO,. Wypracowano optymalne
warunki wirowania podczas procesu wzbogacania, jak rowniez podczas przemywania probki
pomigdzy poszczegdlnymi etapami wzbogacania (gdy zastosowano program podwojnej elucji
ze ztoza TiO;). Potwierdzono takze, ze mieszanina peptydow powinna mie¢ 20-min kontakt z
matryca do wzbogacania, ale nie powinien on przekroczy¢ 40 min, gdyz wowczas

efektywnos¢ potaczenia fosfopeptydow z matryca zmniejszata sie.
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2.3. Probki biologiczne
Ostatecznie  zoptymalizowang metod¢ zastosowano do iloSciowej analizy

fosfoproteomdéw otrzymanych z trzustki mysiej (Rycina 20).

ol | { =2

Fragment
tkanki

Analiza
LC-MS/MS

Rycina 20. Schemat eksperymentow podczas jakosciowej i ilosciowej analizy fosfoproteomiczne;.

Przeprowadzona analiza LC-MS/MS probek biologicznych pozwolita na identyfikacje
2355 peptydow, sposrod ktorych 657 bylo fosforylowanych (Rycina 21). Wigkszo$¢
zidentyfikowanych fosfopetydow (91%) posiadala jedna reszte fosforanowa (MonoP na
Rycinie 21). Dwa miejsca fosforylacji (DiP na Rycinie 21) zidentyfikowano dla 8%
peptydow, podczas gdy tylko 1% bialek posiadato trzy ufosforylowane aminokwasy (Tri-P na
Rycinie 21) w sekwencji. Ustalono, ze wigkszo$¢ fosforylacji obejmowata seryne (pS) (87%
zidentyfikowanych fosfopeptydéw), podczas gdy tylko 10% fosforylacji zidentyfikowano dla
treoniny (pT) 1 1% dla tyrozyny (pY) (Rycina 21).
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Rycina 21. a) Fosforylacja na serynie (pS), treoninie (pT) lub tyrozynie (pY);
b) Ilo$¢ mono- (mono-P) i wieloufosforylowanych peptydéw (Di-P — dwie reszty kwasu fosforowego,
Tri-P — trzy reszty fosforanowe);
¢) llo$§¢ zidentyfikowanych peptydéw dla probek KO 1 WT po i przed zastosowaniem ceruleiny (3A-
6A) oraz statystyki dotyczace wszystkich peptydow (2A), fosfopeptydow (2B), biatek (1A) i biatek
zawierajacych fosfopeptydy (2B).

Wyniki eksperymentow potwierdzily, ze wykorzystanie reduktywnej aminacji,
potaczonej z zageszczeniem frakcji fosfobiatkowej z udzialem matrycy TiO; 1 ostateczna
analiza probek z uzyciem techniki LC-MS/MS, umozliwia ocen¢ fosfobiatlek w mniej
skomplikowanych mieszaninach biatek (ProtMix) oraz w przypadku bardziej zlozonych
probek (ekstrakty z tkanek mysiej trzustki).

Analiza porownawcza fosfoproteomu w probkach tkanek trzustki myszy, ktore nie byty
traktowane ceruleing z tymi, w ktérych wywotano ostre zapalenie, umozliwita identyfikacje
19 biatek potencjalnie fosforylowanych przez kinaze¢ Mnkl1 (Tabela 5). Wsrod nich wybrano
11 cechujacych si¢ najwigksza intensywno$cig sygnatu rejestrowanego przez detektor
MS/MS. Wybrane biatka nalezaty do r6znych grup, niemniej mozna byto wyr6znié trzy grupy
wiodace: biatka wigzace RNA (6 biatek), biatka zwigzane z cytoszkieletem (3 bialtka) oraz
grup¢ biatek zwigzanych z aparatem Golgiego (2 biatka). Wyniki analizy fosfoproteomiczej

pozwolily na zaproponowanie nowych biatek — mozliwych celéw kinazy Mnk1. Segregacja
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biatek wedlug grup przy uzyciu algorytmu Gene Onthology byla istotna, gdyz udato si¢
ustali¢, ze do pierwszej wyszczegdlnionej grupy bialek wigzacych RNA naleza znane
substraty Mnk1 (jak np. eukariotyczny czynnik inicjujacy translacje, elF4E). Druga grupa
(biatka zwigzane z cytoszkieletem) moze wskazywac¢, ze Mnkl moze mie¢ dodatkowa

funkcj¢ w regulacji cytoszkieletu i transportu enzymow w komorkach trzustki.

Tabela 5. Lista najwazniejszych fosfobialek zidentyfikowanych podczas
fosfoproteomiczne;.
Legenda: klasyfikacja GO — klasyfikacja Gene Onthology

ilosciowej analizy

Nazwa bialka Grupa bialka wedlug Zidentyfikowany fragment
klasyfikacji GO sekwencji aminokwasowej
Sodium-coupled neutral ~ GFLQKSsPSK
amino acid transporter 3
Eukaryotic translation initiation | Biatko wigzagce RNA _TPATKRSFSK

factor 4 gamma 1

Coatomer subunit gamma;
Coatomer subunit gamma-1

Biatko zwigzane z
aparatem Golgiego

_SVPLATtPMAEQRPESTATAAVK

Protein NDRG1 Biatko zwigzane z _SHtSEDARLNITPNSGATGNNAGPK |
cytoszkieletem

Zinc finger Ran-binding domain- | Bialko wigzace RNA _EVEDKESEGEEEDEDEDLSK

containing protein 2

Tumor protein D52 _ NSPTFKSFEEK

DIS3-like exonuclease 2 Biatko wigzace RNA _RPGLEKASDEEPED

Translation initiation factor Biatko wigzagce RNA _TELsPRPGAAGRELTQEEK

elF-2B subunit delta

RalBP1-associated Eps domain-
containing protein 1

_RTSSDHTNPTsPLLVKPSDLSEENK

Formin-like protein 1 Biatko zwiazane z _EAAADTSGREEPPTPKsPPK
cytoszkieletem

Myristoylated alanine-rich Biatko zwigzane z _AEDGAAPsPSSETPKK

C-kinase substrate cytoszkieletem

Low density lipoprotein receptor | Biatko zwigzane z _ ANQEGGDVPGtRRDSTPSLK

adapter protein 1 aparatem Golgiego

Serine/arginine repetitive matrix | Biatko wigzace RNA _RQPsPQPSPR

protein 2

Septin-7 _ILEQQNSSRtLEK

Bcl-2-like protein 13 _SsHTGEAAAVRGAK

40S ribosomal protein S3a Biatko wigzagce RNA _LM(ox)ELHGEGGsSGK

Protein PRRC2A _ GTsPGSELPPPK

Hemoglobin subunit alpha _ VLSGEDKSsNIK

NSFL1 cofactor p47 ~RRHsGQDVHVVLK
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3. Analiza zwiazkéw maloczasteczkowych (amin biogennych) w probkach biologicznych
nowotworow pochodzenia neuroendokrynnego z uzyciem techniki MEKC-UV/VIS

Z uwagi na rozne wilasciwosci fizykochemiczne, wartosci pK, (wartosci pK, amin
biogennych i1 ich metabolitow znaczaco rdznig si¢ od siebie np. pK, 3,6 dla DOPAC oraz pK,
3,9 dla HVA lub pK, 10,0 dla 5-HT, pK, 8,50 dla NA albo pK, 8,8 dla DA) oraz ich niskie
stezenia fizjologiczne w ptynach ustrojowych (np. 1-200 ng/mL moczu w przypadku A, 0,99-
5 pg/mL moczu dla VMA [123]) analiza amin biogennych i ich metabolitow stanowi
wyzwanie analityczne [124,125]. Detekcja ich w materiale pochodzenia biologicznego (mocz,
surowica) wymaga opracowania odpowiednio czutej 1 specyficznej metody analityczne;.

W niniejszym etapie pracy doktorskiej skoncentrowano si¢ na optymalizacji metody
analizy wybranych najwazniejszych zwigzkow z grupy amin biogennych i ich prekursoréw
(Rycina 22), takich jak: tyrozyna, tryptofan, dopamina, lewodopa, serotonina, adrenalina 1i
noradrenalina oraz ich metabolitéw (kwas homowanilinowy, kwas wanilinomigdatowy, kwas

dihydroksyfenylooctowy) w probkach biologicznych z uzyciem techniki MEKC-UV/VIS.

L-Tyrozyna
L-TY
L-Tryptofan ( )
(L-T)
Lewodopa Kwas
(L-DOPA) dihydroksyfenylooctowy
5-Hydroksytryptofan (DOPAC)
(5-HTP)
Dopamina
Serotonina (DA) Kwas homowanilinowy
(5-HT) (HVA)
MNoradrenalina
Kwas (NA)
5-hydroksyindolooctowy Kwas wanilinomigdatowy
(5-HIAA) MA)
Adrenalina v
(A)

Rycina 22. Skrécony szlak przemian amin biogennych w organizmie.

W przebiegu wielu chorob nowotworowych, a w szczegdlnosci tych, ktore wywodzg si¢ z
komorek cewy nerwowej (w tym pochodzenia neuroendokrynnego) [2], moga by¢ wydzielane
nadmierne ilo$ci katecholamin (na przyktad w przypadku nerwiaka zarodkowego
wspotczulnego czy guza chromochtonnego nadnerczy), albo tez indoloaminy (na przyktad
serotonina w zespole rakowiaka) [126-128]. Okreslenie st¢zen poszczegélnych amin w

ptynach ustrojowych moze by¢ uzywane podczas diagnostyki lub monitorowania tych
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rodzajéw nowotworéw. Obecnie dostgpne testy diagnostyczne pozwalajg na analize do 3-4
amin biogennych rownoczesnie [82,129]. Czgsto jednak testy te sa mato specyficzne lub czas
ich wykonywania jest dlugi, a czuto$¢ pojedynczych biomakerow (np. DA czy HVA) jest
niewystarczajaca. Rzadko mozna spotka¢ testy stuzace do okreslania jednocze$nie stezenia
wickszej liczby roznych amin biogennych, a jeszcze rzadziej — wspdlnej analizy amin
biogennych i ich gléwnych metabolitow [130]. Istotne jest rozwazenie wiasnie nie tylko
substancji macierzystych, ale réwniez ich metabolitéw. Przykladowo mozna rozpatrywac
szlak metaboliczny tryptofanu. Ot6z pomiar w moczu kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-
HIAA) jest waznym elementem diagnostycznym guzéw NET, a jego fizjologiczne stezenie
wynosi <70 uM/24-godzinng zbiorke moczu [131]. Jednak, niektérzy pacjenci z zespolem
rakowiaka cechujg si¢ fizjologicznym poziomem 5-HIAA i w ich przypadku pomiar st¢zenia
serotoniny (5-HT) w ptytkach krwi uwaza si¢ za diagnostycznie wazniejszy. Z drugiej strony,
wiele rakowiakow wywodzacych si¢ z przedniej czgsci cewy jelitowej (ang. foregut) nie
wytwarza aromatycznej dekarboksylazy a-aminokwasow 1 w zwigzku z tym z malg
wydajnosciag przeksztalca 5-hydroksytryptofan (5-HTP) do 5-HT. Nie jest mozliwa w tych
przypadkach obserwacja zwigkszonego wydalania 5-HIAA z moczem. Obserwowane jest
natomiast u tych pacjentéw nadmierne wydzielanie 5-HT, poniewaz komorki nerek takze
posiadaja aromatyczng dekarboksylazg a-aminokwasdéw. Diagnostyka moze tu tez obejmowac
pomiary nadmierniej produkcji 5-HTP do krwi [132].

Wecigz brakuje odpowiednio czutego i specyficznego biomarkera uzytego podczas
wczesnego 1 szybkiego wykrywania guzéw NET lub nerwiaka zarodkowego wspodtczulnego.
Dlatego tez, na dzien dzisiejszy rutynowe badania laboratoryjne wspierane sg nowoczesnymi,
zaawansowanymi technikami diagnostycznymi. Do takich technik nalezy pozytronowa
tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography, PET) lub obrazowanie z uzyciem
rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging, MRI) [133,134].

Ponadto, obecnie uzywane biomarkery rozpatrywanych nowotworow nie sg specyficzne.
Przykladowo, st¢zenie kwasu homowanilinowego (HVA) w moczu pozwala na diagnostyke
nerwiaka zarodkowego wspotczulnego [135]. Jednak poziom HVA jest rowniez
wykorzystywany w przypadku monitorowania schizofrenii [136]. Podobng sytuacj¢ mozna
zaobserwowa¢ w przypadku kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA), ktory jest
glownym metabolitem serotoniny. Jego patologiczne st¢zenie w moczu jest obecnie uwazane
za biomarker guzow NET i uzywany jest podczas diagnostyki rakowiakow, ale gtéwnie tych,
ktore wywodza si¢ z jelita sSrodkowego (np. dwunastnicy, jelita kretego, okreznicy) [137].

Obnizony natomiast poziom w plynie moézgowo-rdzeniowym 5-HIAA moze shuzy¢ do
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diagnozowania 0sob ze sktonnosciami samobdjczymi [138]. Ponadto, na st¢zenie 5-HIAA w
moczu wpltywa dieta (pokarmy bogate w L-tryptofan, takie jak awokado, czekolada lub
orzechy), za$ niektore ksenobiotyki moga powodowac obnizenie poziomu 5-HIAA (kwas
acetylosalicylowy, alkohol etylowy, selegilina lub moklobemid) lub jego podwyzszenie
(efedryna, diazepam, kofeina) [139].

Dlatego tez tak wazna jest koncentracja na analizie jako$ciowej 1 ilosciowej wielu amin
biogennych jednoczes$nie z ich zwigzkami macierzystymi i metabolitami w celu uzyskania
wiarygodnej informacji o stanie patofizjologicznym organizmu. Co wigcej, takie podejscie
moze pozwoli¢ na uzyskanie informacji na temat stanu zaawansowania choroby albo
skutecznos$ci zastosowanej terapii.

Trzecia cze$¢ pracy doktorskiej skupita si¢ wigc na optymalizacji nowej, zaawansowanej
metody bioanalitycznej podczas specyficznej i1 czulej analizy jakosciowej 1 iloSciowe]
dziesieciu zwigzkow z grupy amin biogennych i ich metabolitéw w matrycach biologicznych.
Do przeprowadzenia rozdzielenia sktadnikéw 1 detekcji analitow uzyto micelarng
elektrokinetyczng chromatogratie (MEKC) wraz z detekcja UV/VIS z detektorem z matryca
diodowa (DAD). Optymalizacji poddano warunki rozdzielania elektroforetycznego oraz
ekstrakcje analitow z materiatu biologicznego. W pierwszej kolejnosci, zastosowano
zoptymalizowang 1 zwalidowang metode podczas analizy porownawczej wybranych
metabolitow amin biogennych w moczu pochodzacym od zdrowych ochotnikéw badania i
pacjentow ze zdiagnozowanymi, niewydzielajagcymi amin biogennych guzami [nowotwor
podscieliskowy przewodu pokarmowego (GIST)], ktorzy stanowili grupg kontrolng, oraz
moczu pobranego od pacjentdw ze zdiagnozowanymi nowotworami wydzielajacymi aminy
biogenne: zwojakami zarodkowymi wspoOlczulnymi (NB) lub neuroektodermalnym

nowotworem wieku dziecigcego (MNTI) (grupa badana).

3.1. Optymalizacja metody rozdzielania amin biogennych 7 uZyciem micelarnej

elektrokinetycznej chromatografii 7 detekcjqg UV/VIS (MEKC-UV/VIS)

3.1.1. Opracowanie optymalnego skladu buforu separacyjnego

Sktad buforu separacyjnego (ang. background electrolyte, BGE), jest jednym z
najistotniejszych elementéw zapewniajacych odpowiednie rozdzielanie analitow metodami
elektromigracyjnymi. Aby uzyska¢ optymalne rozdzielenie wszystkich analitow sktad buforu

nalezy zoptymalizowa¢ uwzgledniajac pH, jak rowniez dodatek do niego lub brak
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modyfikatorow organicznych oraz zwigzkdéw powierzchniowo czynnych (w przypadku
realizowania rozdzielenia metoda opartg o micelarng elektrokinetyczng chromatografie).

W pierwszej kolejnosci, optymalizacji poddano pH buforu separacyjnego, poniewaz
parametr ten ma znaczacy wpltyw na predkos¢ przeptywu elektroosmotycznego, czyli takze na
czas migracji analitow, a takze na kolejno$¢ migracji amin biogennych podczas rozdzielania
elektroforetycznego [140]. Odpowiednia warto§¢ pH buforu separacyjnego zostata dobrana po
przestudiowaniu warto$ci pK, analizowanych zwigzkéw. Ustalenie optymalnej wartos$ci pH
buforu stanowito duze wyzwanie, poniewaz wartosci pK, amin biogennych 1 ich metabolitow
znaczaco rdznig si¢ od siebie. Dlatego tez, poczatkowo przeanalizowano wpltyw buforu
separacyjnego w szerokim zakresie pH, biorgc pod uwage dotychczas stosowane i opisane w
literaturze elektrolity uzywane podczas analizy amin biogennych [141-143]. Zaobserwowano,
ze w warunkach niskiego pH (bufor fosforanowy o pH 2,5) metabolity o charakterze
kwasnym (HVA, VMA, DOPAC) zostaly dobrze rozdzielone w czasie 8 min, a intensywnosci
ich sygnatow osiggnety wysokie wartosci (Rycina 23a). Z drugiej strony, niskie pH nie
sprzyjalo rozdzieleniu amin biogennych o charakterze zasadowym (DA, A, NA, L-Tryp, L-
Tyr, L-DOPA, 5-HT). Podwyzszenie pH buforu separacyjnego (bufor cytrynianowy pH 6,5)
poprawito rozdzielenie niektorych analitow o charakterze zasadowym (L-Tryp, L-Tyr) obok
analitow o charakterze kwasnym (VMA, HVA), jednak nie pozwolito na rozdzielenie
pozostatych analitow w rozsadnym czasie analizy (kilkanascie minut) (Rycina 23b).
Zaobserwowano, ze bufor ztozony z 10 mM czteroboranu sodowego (bufor boranowy,
boraks) doprowadzony do pH 9,36 dzigki dodatkowi 1 M wodorotlenku sodu pozwolit
uzyska¢ dobra wydajnos¢ rozdzielenia wszystkich 10 analitow w czasie ponizej 20 min
(Rycina 23c¢). Poprawiono wigc rozdzielenie mieszaniny amin biogennych przy pH 9,36, przy
czym dla niektérych z nich (L-DOPA, 5-HT) warunki rozdzielenia wydawaty si¢ wcigz nie w

peini optymalne.
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Rycina 23. Elektroferogramy otrzymane podczas rozdzielania 7 amin biogennych i ich 3 metabolitow
w r6éznych warunkach pH buforu separacyjnego.

a — bufor fosforanowy o pH 2,5 (anality o st¢zeniu 10 ug/mL) ,

b —bufor cytrynianowy pH 6,5 (anality o st¢zeniu 10 pg/mL),

¢ — bufor boranowy o pH 9,36 (anality o st¢zeniu 5 pg/mL),

Warunki rozdzielania: przyktadane napigcie: 25 kV; kapilara: dlugos¢ 60,2 cm, i.d. 75 pm; dtugosc¢
fali: 200 nm; dozowanie probki: 5 s (0,5 psi).

Legenda: DA — dopamina, A — adrenalina, NA — noradrenalina, L-Tryp — L-tryptofan, L-Tyr — L-
tyrozyna, L-DOPA — lewodopa, 5-HT — serotonina, VMA — kwas wanilinomigdatlowy, HVA — kwas
homowanilinowy, DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy.

W nastgpnym etapie, na podstawie danych literaturowych, zaproponowano dodatek
dodecylosiarczanu sodu (SDS) do buforu separacyjnego celem polepszenia rozdzielenia
niektorych amin biogennych poprzez tworzenie fazy pseudostacjonarnej i jednocze$nie
poprawienie ich rozpuszczalnosci [144]. Dodatek SDS miat takze na celu zredukowanie
oddziatywan analitu z kapilarg i poprawe rozdzielenia amin biogennych nie obdarzonych
tadunkiem elektrycznym. Przetestowano zrdznicowane stg¢zenia SDS w buforze separacyjnym
od 10 uM do 80 uM. Uzyskane wyniki wykazaty, ze SDS istotnie wptywa na rozdzielczos¢
metody. Stezenie SDS powyzej 80 uM (Rycina 24a) powodowato wzrost ciepta Joule’a i
pradu i rozdzielanie byto obarczone niestabilno$cig linii podstawowej. Stezenia nizsze (50
uM) (Rycina 24b) pozwolily na satysfakcjonujgce rozdzielenie, chociaz wcigz nie dla
wszystkich analitow. Ostatecznie, dodatek 30 uM SDS do buforu separacyjnego (Rycina 24c)

zostal uznany za najbardziej optymalny chociaz wcigz nie zaobserwowano rozdzielenia 5-HT

1 VMA. Dodatkowo, natezenie pradu utrzymywalo si¢ na statym poziomie 40 pA.
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Rycina 24. Elektroferogramy otrzymane podczas rozdzielania 7 amin biogennych i ich 3 metabolitow
z uwzglednieniem modyfikacji sktadu dodecylosiarczanu sodu (SDS) w buforze separacyjnym:
roztwor dziesigciu analitdw wzorcowych; kazdy o stezeniu 5 pg/mL, przy zachowaniu statego stezenia
boraksu (10 mM) i metanolu [15% (v/v)].

a) 80 mM SDS w buforze separacyjnym;

b) 50 mM SDS w buforze separacyjnym;

¢) 30 mM SDS w buforze separacyjnym.

Warunki rozdzielania: przyktadane napigcie: 25 kV; kapilara: dlugos¢ 50,2 cm, i.d. 75 um; dtugosé
fali: 200 nm; dozowanie probki: 5 s (0,5 psi).

Legenda: DA — dopamina, A — adrenalina, NA — noradrenalina, L-Tryp — L-tryptofan, L-Tyr — L-
tyrozyna, L-DOPA — lewodopa, 5-HT — serotonina, VMA — kwas wanilinomigdatowy, HVA — kwas
homowanilinowy, DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy.

W nastepnej kolejnosci przestudiowano dodatek modyfikatora organicznego — metanolu
(MeOH) — do buforu separacyjnego, w celu poprawienia rozdzielenia amin biogennych.
Proby te podjeto z uwagi na fakt, ze rozpuszczalniki organiczne moga utatwi¢ catkowite
rozdzielenie zwiazkéw o podobnej strukturze chemicznej, podobnych wartosciach pK,, a co
za tym idzie — obdarzonych podobnag ruchliwoscig elektroforetyczng. Metanol pozwala na
catkowite rozpuszczenie czesciowo tylko rozpuszczalnych w buforze separacyjnym analitow,
co wigcej — wydluza ich czasy migracji, przez co czg¢sto dochodzi do poprawienia
rozdzielenia. Kolejng zaleta jest pozytywny wplyw metanolu na interakcje pomiedzy analitem
a micela, co umozliwia polepszenie rozdzielenia zwigzkoéw o charakterze hydrofobowym. Z
drugiej strony, nalezy by¢ ostroznym podczas dodawania modyfikatorow organicznych do
buforu separacyjnego, poniewaz ich zbyt wysokie stezenie moze powodowaé destrukcje
miceli w MEKC. W prezentowanym badaniu przeprowadzono test uzytecznosci dodatku

metanolu do buforu podstawowego w stezeniu od 10 do 25% (v/v). Zaobserwowano, ze
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dodatek MeOH o stezeniu powyzej 20% skutkowal spadkiem rozdzielczosci 1 zaburzat
sygnaty analitow. Najkorzystniejsze rozdzielenie amin biogennych uzyskano po zastosowaniu
15% (v/v) metanolu 1 30 mM dodecylosiarczanu sodu w buforze separacyjnym (Rycina 24c).
W tych warunkach nadal nie bylo mozliwe jednak rozdzielenie serotoniny (5-HT) od VMA.
Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ wpltyw dodatku cyklodekstryn (CDs) do buforu
separacyjnego, gdyz moga one by¢ pomocne w rozdzieleniu zwigzkéw matoczasteczkowych,
ktére albo nie sg catkowicie rozpuszczalne w wodzie, albo nie zostaly inkorporowane do
miceli stworzonej przez SDS.

Cyklodekstryny moga by¢ dodawane do buforéw stosowanych w MEKC gléwnie w celu
redukcji oddziatywan SDS-analit, co mogloby okazaé si¢ przydane szczegdlnie do poprawy
rozdzielenia tych zwiagzkow, dla ktorych sam dodatek SDS i MeOH nie wystarczyt (jak na
przyktad wspomniana serotonina). Przetestowano wiec a-cyklodekstryne (a-CD), poniewaz
jest to najmniejsza sposrdd CDs zdolna do tworzenia wigzan kompleksowych ze zwigzkami o
niskich masach czgsteczkowych — takich jak na przyktad aminy biogenne 1 ich metabolity.

Rycina 25 obrazuje znaczaca poprawg rozdzielenia wszystkich analitow po zastosowaniu
dodatku 25 mM a-CD do buforu separacyjnego. W tych warunkach mozliwe bylto
rozdzielenie takze serotoniny (5-HT), a sygnaty adrenaliny (A) i noradrenaliny (NA) zyskatly
na sile, w porownaniu do warunkéw bez dodatku cyklodekstryny (Rycina 24c¢). W obu
przypadkach — bez i z dodatkiem a-cyklodekstryny — anality poddane rozdzieleniu ulozyty si¢
w trzy gldwne grupy: na poczatku rozdzieleniu ulegly zwiazki o charakterze zasadowym
(dopamina, adrenalina, noradrenalina, L-tryptofan, L-tyrozyna), nast¢pnie lewodopa i
serotonina, a na samym koncu metabolity o charakterze kwasnym (kwas wanilinomigdatowy,
kwas homowanilinowy, kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy).

Podsumowujac, zoptymalizowany bufor separacyjny sktadat si¢ z 10 mM boraksu, 30
mM SDS, 15% MeOH oraz 25 mM a-CD 1 umozliwit uzyskanie wysokiej rozdzielczosci
podczas jednoczesnej analizy MEKC wszystkich badanych neuroprzekaznikéw i ich
metabolitow. Catkowity czas analizy wynosit 20 min, a nat¢zenie pradu utrzymywato si¢ na

stalym poziomie (40 pA).
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Rycina 25. Elektroferogram uzyskany podczas rozdzielania mieszaniny dziesigciu substancji
wzorcowych amin biogennych (kazda o stezeniu 5 pg/mL) z uzyciem optymalnego sktadu buforu
separacyjnego: 30 mM SDS, 10 mM boraks, 15% (v/v) MeOH, 25 mM aCD, pH 9,36.

Warunki rozdzielania: przyktadane napiecie: 25 kV; kapilara: dlugos¢ 60,2 cm, i.d. 75 pm; dtugos¢
fali: 200 nm; dozowanie probki: 5 s (0,5 psi).

Legenda: DA — dopamina, A — adrenalina, NA — noradrenalina, L-Tryp — L-tryptofan, L-Tyr — L-
tyrozyna, L-DOPA — lewodopa, 5-HT — serotonina, VMA — kwas wanilinomigdalowy, HVA — kwas
homowanilinowy, DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy.

3.1.2. Optymalizacja sktadu probki do analizy

Bufor, w ktorym wprowadza si¢ probke do kapilary, ma bardzo duzy wpltyw na
rozdzielczo$¢ metody elektroforetycznej. Poprzez modyfikacje sktadu probki przed jej
wprowadzeniem do uktadu CE mozna uzyska¢ znaczacy wzrost intensywnos$ci sygnatu i
poprawe parametréw analitycznych metody. Przetestowano kilka rodzajow buforéw do
przygotowania probki. Poczatkowo, standardowa mieszanina amin biogennych zostala
rozpuszczona w 2 mM boraksie, 6 mM SDS oraz 3% MeOH (v/). W tych warunkach jednak
rozdzielenie analitow ulegto pogorszeniu. Z drugiej strony, jezeli probka zostata
przygotowana w mieszaninie skladnikéw buforu separacyjnego o nizszym stezeniu, nie
osiggnieto poprawy rozdzielczosci metody MEKC w poréwnaniu do warunkéw, w ktorych
probka zostata rozpuszczona tylko w wodzie. W zwigzku z tym, probka rozpuszczona tylko w
wodzie umozliwita uzyskanie satysfakcjonujacej czutosci dla wszystkich objetych badaniem

analitow.
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3.1.3. Ustalenie parametrow aparaturowych

3.1.3.1. Parametry kapilary

Badano wptyw przylozonego napigcia na kapilar¢ i odpowiedniej temperatury procesu na
rozdzielczos¢ opracowane] metody MEKC. Aby wybra¢ odpowiednie napigcie sprawdzano
rozne jego wartosci (pomiedzy 15 a 30 kV). Przykladajac wyzsze napigcie, czas analizy
ulegat skroceniu, a uzyskane piki analitow posiadaty bardziej symetryczne ksztatty. W tych
warunkach dochodzilo jednak rowniez do niepozadanego wzrostu nat¢zenia pradu oraz
wytwarzania ciepta Joule’a. Ostatecznie zastosowano wig¢c napiecie 25 kV w celu
zmniejszenia ogrzewania wnetrza kapilary z jednoczesnym zachowaniem satysfakcjonujacego
rozdzielenia analitow i relatywnie krotkiego czasu analizy (20 min).

Dodatkowo, temperatura kapilary byta utrzymywana na stalym poziomie 25°C, tak aby
zachowaé stalg lepko$¢, mobilnos¢ elektroforetyczng i czasy migracji analizowanych
Zwi3zkow.

Rozdzielanie elektroforetyczne wybranych amin biogennych zostalo wykonane przy
uzyciu kapilar krzemionkowych ze $rednica wewngtrzng (i.d.) rowng 75 lub 50 um i
catkowita dlugoscia rowna 40,2, 50,2 Iub 60,2 cm (dtugos¢ efektywna wynosita odpowiednio:
30, 40 lub 50 cm). Najdtuzsza kapilara umozliwita rozdzielenie wszystkich analitow, dlatego
tez wlasnie kapilara o dlugosci 60,2 cm zostala wybrana do dalszych analiz.

Na podstawie badan dotyczacych przygotowania probki za najkorzystniejszag wybrano
kapilare o i.d. 75 pm, ktéra umozliwita wprowadzenie wigkszych objgtosci probki, z
jednoczesnym pozytywnym efektem na obnizenie granic wykrywalnosci dla analitow

objetych badaniem.

3.1.3.2. Dtugosé fali UV/VIS

Z uwagi na fakt, ze aminy biogenne posiadajg uktady chromoforowe w swojej strukturze,
mozliwa jest ich analiza spektrofotometryczna. Analiza jakoSciowa amin biogennych
przebiegata z wykorzystaniem wczesniej opisanego, zoptymalizowanego buforu
separacyjnego, optymalnych parametréw aparaturowych oraz dtugosci fali UV/VIS. Dzigki
uzyciu detektora DAD zarejestrowano widma probki w szerokim zakresie fal (od 190 do 300
nm) i zebrano jednocze$nie liczne sygnatly analitow oraz wytypowano optymalng dlugos¢ fal
(200 nm) umozliwiajaca czula detekcje badanych amin biogennych. Dodatkowo uzycie

detektora z matryca diodowa umozliwito przesledzenie czystosci pikow poprzez natozenie na
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siebie sygnalow poszczegdlnych analitow przy roznej dtugosci fal 1 potwierdzenie ich

wzajemnego dopasowania.

3.2. Optymalizacja przygotowania probek do analizy

W nast¢gpnym etapie badan optymalizowano metode przygotowania probek do analizy
MEKC, a wigc ekstrakcje badanych zwigzkéw z materiatu pochodzenia biologicznego.
Pierwszym celem byla analiza probek moczu pacjentow ze zdiagnozowanymi guzami:
neuroblastoma (NB) oraz neuroektodermalnym nowotworem wieku dziecigcego (MNTI),
dlatego tez poczatkowo badania skoncentrowaty si¢ na ekstrakcji metabolitow o charakterze
kwasnym (kwasu homowanilinowego, kwasu wanilinomigdatowego oraz dodatkowo kwasu
3,4-dihydroksyfenylooctowego) z probek moczu (zbidrka 24-godzinna).

W prezentowanym badaniu, zaproponowano przygotowanie probek przed analizg
MEKC, ktore sktadato si¢ wylacznie z ekstrakeji typu ciecz-ciecz (LLE) bez koniecznosci
uprzedniego przeprowadzenia w pochodne analitoéw. Dzigki temu czas przygotowania
pojedynczej probki byt wzglednie krotki.

Podczas optymalizacji procedury LLE do ekstrakcji z moczu kwasu homowanilinowego,
kwasu wanilinomigdalowego oraz kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego przetestowano kilka
rodzajow rozpuszczalnikow organicznych. Najbardziej efektywna, cechujgca si¢ najwyzszymi
odzyskami analitow, okazata si¢ ekstrakcja z zastosowaniem eteru dietylowego. Procedura z
uzyciem tego odczynnika umozliwila znaczne skrocenie catkowitego czasu potrzebnego na
przygotowanie probki w poréwnaniu do czasu eksperymentu wykorzystujacego octanu etylu
(z 1,5 h do 40 min).

Dodatkowo, badano wptyw pH probki moczu na stabilno$¢ analitow. Okazato sie, ze pH
znaczaco wplywa na odzysk analitoéw z matrycy biologicznej i powinno by¢ utrzymywane na
poziomie pH 1-2 w czasie procedury LLE. Praca w bardziej zasadowym $rodowisku (pH
powyzej 4), skutkowala nizszym odzyskiem odnotowywanym dla kwasu homowanilinowego
1 kwasu wanilinomigdatlowego. Wyniki te byly zgodne z danymi literaturowymi
dowodzacymi, ze odpowiednie warunki kwasowo-zasadowe s3 krytyczne dla powodzenia
ekstrakcji LLE w przypadku metabolitéw amin biogennych [144]. Anality te bowiem z
powodzeniem ekstrahujg si¢ przy uzyciu eteru, gdy wystepuja w niezjonizowanej postaci, jak
to ma miejsce w pH < 3.

Koncowym etapem procedury przygotowania probek moczu do analizy MEKC bylo
odparowanie jej do sucha na tazni wodnej w temp 30°C, 1 nastepnie rozpuszczenie w 500 pL

wody. Zrezygnowano z odparowywania probki pod ci$nieniem, z obawy na niskg temperature
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samozaptonu eteru i nizszg kontrole takiego sposobu odparowywania probki w porownaniu z
odparowywaniem rozpuszczalnika na tazni wodnej. Probke rozpuszczano w wodzie, gdyz
takie medium pozwolilo na uzyskanie najbardziej satysfakcjonujacego obrazu tla probki
biologicznej. Zastosowana procedura nie tylko umozliwita zadowalajaca ekstrakcje
wybranych zwigzkow z materiatu biologicznego przy jak najmniejszym zuzyciu toksycznych
rozpuszczalnikdéw, ale rdwniez okazata si¢ tatwa w wykonaniu i powtarzalna w poréwnaniu
do innych opisanych i dotychczas uzywanych metod ekstrakcji tych zwigzkoéw [145,146].

W celu redukcji bledow oznaczen wynikajacych z zastosowanej procedury ekstrakcji
oraz w celu normalizacji wynikdéw, uzyto wzorca wewngtrznego. Z uwagi na podobng
budowe chemiczng, wybrano w tym celu kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy (3,4-DHBA),
ktéry nie wystepuje w moczu zdrowym, jak rowniez patologicznie zmienionym (np. u
pacjentow z neuroblastoma). Dodatkowo, wykonano krzywga kalibracyjng dla kazdego z

analitow.

3.3. Walidacja metody analitycznej

Opracowana metoda elektroforetyczna MEKC zostata oceniona pod wzgledem
selektywnosci, liniowosci, granicy oznaczalnosci 1 wykrywalno$ci, doktadnosci, odzysku 1
niewrazliwosci, zgodnie z wytycznymi Agencji Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) oraz Migdzynarodowej Konferencji ds. Harmonizacji (ang.
International Conference on Harmonization, ICH). Dla kazdego z analitow wyznaczono
krzywe kalibracyjne, na podstawie ktorych porownano stosunki pdl powierzchni analitu do
pola powierzchni wzorca wewnetrznego wzgledem stezenia poszczegdlnych amin biogennych
w pg/mL, za pomoca modelu regresji liniowej. W tym celu probki czystego moczu,
oczyszczane za pomoca wegla aktywowanego, wzbogacano kwasem homowanilinowym w
stezeniu od 0,5 do 100 pg/mL oraz kwasem wanilinomigdalowym 1 kwasem 3.4-
dihydroksyfenylooctowym, kazde w stezeniu od 0,5 do 50 pug/mL. Nastepnie, probki poddano
ekstrakcji opisanej w podrozdziale 3.3.1. Dla kazdej krzywej wykonano po szes¢
niezaleznych prob zawierajacych zmienne ilo$ci analitu mieszczace si¢ w catym zakresie
stezen.

Liniowo$ci metody okreslono na podstawie sze$ciu niezaleznych krzywych kalibracji
sporzadzonych w tym samym dniu analizy. Wspolczynniki korelacji (R) wynosity powyzej
0,9995 dla wszystkich analitéw, co potwierdza, ze metoda jest liniowa w badanym zakresie

stezen (Tabela 6).
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Tabela 6. Podsumowanie parametrow walidacyjnych w zakresie stezen 0,5-100 pg/mL dla HVA, 0,5-
50 pg/mL dla VMA oraz DOPAC uzyskanych po analizie z uzyciem zoptymalizowanej metody
MEKC (n = 6).

Analit Réwnanie regresji liniowej Wspolezynnik LOD LOQ
korelacji (R) [ug/mL] [ng/mL]
Przecigcie z Przecigcie z
osia x (£SD) osia y (£ SD)
VMA 0,0511 0,0452 0,9996 0,10 0,50
(£0,0005) (£0,0125)
HVA 0,1410 0,0906 0,9995 0,10 0,50
(£0,0016) (+0,038)
DOPAC 0,1530 -0,0483 0,9998 0,25 0,50
(£0,0009) (£0,022)
Powtarzalnos¢
Stezenie
Analit Stezenie znalezione Precyzja Dokladnosé
nominalne eksperymentalnie [RSD %] [%]
[ng/mL] [ng/mL]
VMA 5,00 4,82 2,73 96,1
50,00 50,31 4,24 100,63
HVA 5,00 4,87 1,3 95,6
50,00 50,38 0,6 100,8
DOPAC 5,00 4,77 1,97 82,1
50,00 49,83 3,29 103,7

Selektywno$¢ metody zostata zweryfikowana poprzez analizg¢ czystego moczu bez
dodatku analizowanych substancji oraz probek moczu z dodanymi analitami tak, aby ocenic¢,
czy nie zachodza interferencje sygnatow sktadnikow matrycy w czasie migracji
analizowanych substancji. Przyktadowe elektroferogramy czystego (a) i wzbogaconego o
badane zwiagzki moczu (b) (20 pg/mL HVA oraz 10 ug/mL VMA, DOPAC, 3,4-DHBA),
przedstawia Rycina 26. Zaden z endogennych zwigzkéw obecnych w moczu nie interferuje w

czasie migracji z pikami wybranych analitow.
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Rycina 26. Elektroferogram przedstawiajacy probke moczu kontrolng (a) oraz probke moczu (b)
wzbogacong analizowanymi substancjami (HVA o stezeniu 20 pg/mL, VMA, DOPAC, IS o stezeniu
10 pg/mL).

Warunki rozdzielania: przykladane napigcie: 25 kV; kapilara: dlugos¢ 60,2 cm, i.d. 75 pm; dtugosé
fali: 200 nm; dozowanie probki: 5 s (0,5 psi).

Legenda: VMA — kwas wanilinomigdatowy, HVA — kwas homowanilinowy, DOPAC — kwas 3,4-
dihydroksyfenylooctowy, IS — wzorzec wewngtrzny — kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy.

Granica wykrywalnosci (LOD), zostala wyznaczona na postawie sze$ciu niezaleznie
wykonanych prob kalibracyjnych jako najnizsze mierzone stezenie piku, ktorego wysokosé¢
jest co najmniej trzykrotnie wyzsza od szumoéw linii podstawowej. Granice wykrywalnosci
dla HVA, VMA okreslono na poziomie 0,1 pg/mL, podczas gdy dla DOPAC na poziomie
0,25 pg/mL.

Granica oznaczalno$ci (LOQ), precyzja i doktadno$¢ metody zostaly wyznaczone na
podstawie analizy opartej na sze$ciu niezaleznie wykonanych krzywych kalibracyjnych, przy
czym LOQ wyznaczono jako najnizsze stezenie, ktére moze by¢ oznaczone z precyzjg ponizej
15% (wyrazong jako wzgledne odchylenie standardowe: RSD%), doktadnoscia opisang jako
procent stezenia wyjsciowego w granicach 80 — 120% oraz stosunkiem sygnatu do szumu
wyzszego niz 10. LOQ wyniosta 0,5 pg/mL dla HVA, VMA 1 DOPAC, ktére odpowiada
najnizszemu stezeniu krzywej kalibracji badanych zwigzkow.

Jak wspomniano powyzej, precyzja metody, wyrazona w RSD%, zostala wyznaczona
poprzez przeprowadzenie analizy sze$ciu niezaleznych probek moczu zawierajacych anality
w zakresie stezen od 0,5 do 100 ug/mL dla HVA, od 0,5 do 50 pg/mL dla VMA i DOPAC,

odpowiednio w czasie jednego dnia (powtarzalno$¢) oraz trzech probek o stezeniach 0,5, 51
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50 pg/mL, ktore analizowano przez pig¢ kolejnych dni w czasie jednego miesigca
(odtwarzalno$¢ posrednia). Powtarzalno$¢ metody wyniosta 4,24% dla VMA, 1,30% dla
HVA oraz 3,29% dla DOPAC, podczas gdy odtwarzalno$¢ posrednia nie przekroczyta 9,90%.
Doktadno$¢ metody obliczono poprzez poroéwnanie mierzonego 1 znanego stezenia
analizowanych sktadnikow [(znaleziona/dodana ilo$¢) x 100%], przy czym wartos¢ tego
parametru w cyklu jednodniowym wynosita od 96,1-100,6% dla VMA, 95,6-100,8% dla
HVA oraz 82,1-103,7% dla DOPAC. Doktadno$¢ dla wszystkich badanych zwigzkow w
cyklu kilkudniowym miescita si¢ w zakresie 81,2-108,8%.

Odzysk kazdego z analitow z moczu zostal wyznaczony na podstawie analizy probek dla
dwoch poziomow stezen (5 1 50 pg/mL dla HVA, VMA 1 DOPAC). Dla kazdego ze stezen
wykonano po sze§¢ powtorzen. Sredni odzysk dla analizowanych substancji przekraczat
96,1%, podczas gdy odzysk wzorca wewnetrznego (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3.,4-
DHBA) wynosit 88,9 £ 6,5%. Otrzymane dane potwierdzily, ze zaproponowana metoda
ekstrakcji jest odpowiednio czuta dla analizy iloSciowej metabolitow amin biogennych w
probkach moczu. Ponadto, kazdy z analitow zostal oznaczony zgodnie z wytycznymi
rekomendowanymi przez FDA 1 ICH, ktére okreslaja ogdlnie obowigzujace kryteria
walidacyjne metody bioanalityczne;.

Niewrazliwos¢ metody zostata zweryfikowana poprzez badanie wplywu drobnych zmian
parametrow aparaturowych takich jak: pH buforu separacyjnego, wielko$¢ zastosowanego
napigcigecia oraz temperatura, na wydajnos¢ procesu rozdzielania opracowane] metody.
Zbadano wpltyw niewielkich zmian pH buforu separacyjnego w zakresie 9,26, 9,36 1 9,46 na
powtarzalno$¢ czas6w migracji analitow. Zaobserwowano, ze czasy migracji analitow byly
powtarzalne przy niewielkich zmianach pH buforu i w testowanym zakresie ten parametr nie
mial wpltywu na wydajno$¢ rozdzielania. Utrzymanie stalej temperatury podczas procesu
rozdzielenia jest szczego6lnie wazne, poniewaz gwarantuje skuteczng eliminacje wptywu
ciepla Joula na poszerzanie sygnatow i obnizenie rozdzielczosci. Zbadano wptyw niewielkich
zmian temperatur (w obrebie 25°C) podczas procesu rozdzielania i stwierdzono, Ze nie
wplynely na rozdzielczos$¢ i ksztatt pikow. Natomiast zaobserwowano, ze niewielkie zmiany
napigcia (rzedu 1 kV) spowodowaly obnizenie wydajnosci procesu rozdzielania (zlewanie si¢
niektorych sygnatoéw pochodzacych od analitow). Bylo to spowodowane analizg jednoczesng
wielu zwiazkdw z grupy amin biogennych, wérdd ktorych znajdowaty si¢ anality bardzo
podobne do siebie pod wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych (jak kwas
wanilinomigdatowy i kwas homowanilinowy, ktére r6znig si¢ migdzy sobg tylko jedng grupa

hydroksylowa).
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3.4. Zastosowanie opracowanej metody MEKC-UV/VIS podczas analizy probek
biologicznych

Zoptymalizowana metoda MEKC z detekcja UV/VIS, zostata zastosowana do analizy
probek pochodzenia biologicznego — moczu — pobranych od pacjentéw ze zdiagnozowanymi
guzami neuroblastoma (NB) oraz pacjenta z neuroektodermalnym nowotworem wieku
dziecigcego (MNTI) (grupa badana), jak rowniez od zdrowych ochotnikoéw i1 pacjenta z
nowotworem podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST) (probki kontrolne). Wysoka
rozdzielczos¢ 1 czulo$¢ opracowanej metody MEKC umozliwily oznaczenie stezen
fizjologicznych badanych analitéw i ich poroOwnanie ze st¢zeniami w moczu pacjentow.
Rycina 27 przedstawia elektroferogramy zarejestrowane w przypadku probki moczu pacjenta

z neuroblastomg (Rycina 27a) oraz dla probki moczu zdrowego ochotnika (Rycina 27b).
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Rycina 27. Przyktadowe elektroferogramy otrzymane po analizie moczu pacjenta z neuroblastomg (a)
oraz moczu od zdrowego ochotnika (b). Zarejestrowane stezenia HVA, VMA wynosity odpowiednio
19 oraz 15 pg/mL dla pacjentdéw, podczas gdy stgzenia HVA i VMA w moczu zdrowych ochotnikow
wynosity odpowiednio 2 oraz 1 ug/mL. IS o stezeniu 2,5 pg/mL.

Warunki rozdzielania: przyktadane napigcie: 25 kV; kapilara: dtugos¢ 60,2 cm, i.d. 75 um; dtugosé
fali: 200 nm; dozowanie probki: 5 s (0,5 psi).

Legenda: VMA - kwas wanilinomigdalowy, HVA - kwas homowanilinowy, IS — wzorzec
wewnetrzny — kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy.
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Tabela 7. Stezenia (w pg/mL) VMA, HVA 1 DOPAC dla poszczegolnych uczestnikow badania.
Legenda: NB — neuroblastoma, MNTI — neuroektodermalny nowotwoér wieku dziecigcego, GIST —
nowotwor podscieliskowy przewodu pokarmowego, NA — nie oznaczono

Numer Rozpoznanie | VMA HVA [pg/m] VMA/HVA DOPAC

[ng/mL] [ng/mL]
1 NB 22,0 19,0 1,16 NA
2 NB 8,0 25,0 0,32 NA
3 NB 15,0 50,0 0,30 NA
4 NB 7,0 102,0 0,07 20,5
5 NB 23,0 11,5 2,00 NA
6 NB 22,0 45,0 0,49 NA
7 MNTI 23,0 30,0 0,76 NA
8 GIST 6,0 2,0 3,00 NA
9 Zdrowy ochotnik 5,1 2,0 2,55 NA
10 Zdrowy ochotnik 12,0 3.8 3,16 NA
11 Zdrowy ochotnik 19,3 6,0 3,22 NA
12 Zdrowy ochotnik 16,7 5,6 2,98 NA
13 Zdrowy ochotnik 12,5 4,0 3,13 NA
14 Zdrowy ochotnik 23,0 6,0 3,83 NA
15 Zdrowy ochotnik 8,0 2,8 2,86 NA

Otrzymane wyniki wskazuja (Tabela 7), ze stezenie HVA we wszystkich probkach
moczu pacjentdow z neuroblastomg oraz u pacjenta z neuroektodermalnym nowotworem
wieku dziecigcego, byly wyzsze niz stezenia okreslone dla probek kontrolnych (n = 7) i
miescity si¢ w zakresie 19-102 pg/mL ($rednia: 40,36 ug/mL), podczas gdy dla zdrowych
ochotnikéw stezenia HVA byty sie na poziomie 2-6 pg/mL (Srednia: 4,31 pg/mL). Dla jednej
probki moczu pacjenta z nowotworem podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST),
poziom HVA byt bliski poziomowi probek kontrolnych i wynosit 2 ng/mL. Zarejestrowane
wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi, ktore wskazuja, ze w przypadku wiekszosci
pacjentOw z neuroblastomg, poziom HVA w moczu jest znaczaco podwyzszony [9,147].
Analiza statystyczna przeprowadzona za pomoca parametrycznego testu t-Studenta z
oddzielng analizg wariancji potwierdzila, Ze uzyskane rdznice st¢zen mi¢dzy grupa kontrolna
i badang, sg statystycznie istotne (poziom istotnosci p < 0,05) (Rycina 28). Wybor
powyzszego testu wynikat z faktu, iz dla porownywanych zmiennych potwierdzono rozktad
normalny (test Shapiro-Wilka), ale nie wykazano jednorodno$ci wariancji (wynik testu

Lavene’a).
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Rycina 28. Srednie stgzenia HVA [pg/mL] u pacjentéw z neuroblastoma (n = 7) i zdrowych

uczestnikow (n = 7).

Rozwazajac poziomy VMA w moczu wigkszosci pacjentow z neuroblastoma, poziom
tego metabolitu byt porownywalny (7-23 pg/mL, $rednia: 17,14 pg/mL) w stosunku do
probek kontrolnych (5-23 pg/mL, $rednia: 14,94). Analiza statystyczna przeprowadzona za
pomoca parametrycznego testu t-Studenta [potwierdzono rozklad normalny (test Shapiro-
Wilka) oraz wykazano jednorodno$¢ wariancji (wynik testu Lavene’a)] wskazata na brak
statystycznie istotnych réznic dla srednich stezen VMA u pacjentow i1 0sob zdrowych
(poziom istotnosci p < 0,05) (Rycina 29). W przypadku pacjenta z nowotworem
podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST) stezenie VMA w moczu wyniosto 6

pug/mL, co potwierdza fakt, ze nowotwor ten nie posiada zdolno$ci wydzielania VMA.
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Rycina 29. Srednie stgzenia VMA [ug/mL] u pacjentéw z neuroblastomg (n = 7) i zdrowych

uczestnikow (n = 7).

Z uwagi na szeroki zakres stezen HVA oznaczanego w 24-godzinnej zbioérce moczu u
pacjentéw, okreslono takze stosunek VMA do HVA, poniewaz parametr ten odgrywa istotng
role w diagnozie NB oraz podczas okreslania spodziewanego czasu przezycia i prognozy
wyleczenia choroby nowotworowej [7]. Uzyskane dane wskazywaty, ze dla pacjentéw
stosunek stezen (w pg/mL) VMA/HVA wynosil 0,07-2, podczas gdy dla zdrowych
ochotnikow $redni stosunek VMA/HVA wynosit 3,1 (Tabela 7). Powyzsza rdznica byta
statystycznie istotna, co zostalo potwierdzone za pomoca testu parametrycznego t-Studenta
(Rycina 30). Ten niski stosunek VMA/HVA, wedlug danych literaturowych, moze §wiadczy¢

o zlych rokowaniach pacjentéw objetych badaniem [9].
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Rycina 30. Stosunek stgzenia VMA ([ug/mL]) do HVA ([ug/mL]) u pacjentow (n = 7) i zdrowych

uczestnikow (n = 7).

W moczu jednego z pacjentow z neuroblastoma zarejestrowano podwyzszony poziom
DOPAC (Tabela 7). Dotychczasowe doniesienia literaturowe obrazowaly tylko ewentualnie
podwyzszony poziom tego metabolitu mierzony w surowicy pacjentOw z neuroblastomg
[148], jednak do tej pory nie badano stgzenia DOPAC w moczu u pacjentdéw z tym
nowotworem. Nalezaloby wiec przeprowadzi¢ dodatkowe analizy zmierzajace do
zweryfikowania, czy oznaczanie stezenia DOPAC w moczu moze pretendowa¢ do roli

dodatkowego biomarkera w nowotworach takich jak zwojak zarodkowy wspotczulny.
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W czescei pierwszej pracy doktorskiej przedstawiono schemat zoptymalizowanej metody
opartej na technice 1D-PAGE oraz LC-MS/MS stuzacej do analizy probek roztwordéw znad
pierwotnych hodowli komoérkowych pochodzacych od pacjentdow ze zdiagnozowanymi
guzami neuroendokrynnymi (NET). Wykorzystujac opracowang metodologie, dokonano
jakosciowej, proteomicznej oceny badanych biatek pochodzacych z probek stanowigcych
skomplikowane mieszaniny. Optymalizacji poddano wszystkie etapy eksperymentu
proteomicznego — od ekstrakcji i zaggszczania biatek, poprzez uzycie odpowiedniego st¢zenia
poliakrylamidu w Zelu 1 odczynnika do wybarwiania, az do zastosowania sprawnych narzedzi
bioinformatycznych podczas przetwarzania danych otrzymanych z analizy LC-MS/MS, tak
aby otrzymac ostatecznie informacje o proteomie analizowanego materiatu. Przeprowadzone
badania dowiodty, ze analiza proteomu roztworu znad hodowli komoérkowych guzéw NET
przy uzyciu metody opartej] na 1D-PAGE oraz LC-MS/MS jest przydatna do identyfikacji
potencjalnych, nowych biomarkeréw tych guzéw. Wyniki badan doprowadzily do
wytypowania biatek, ktéorych rola w patogenezie guzow NET moze by¢ przedmiotem
dalszych, pogtebionych analiz. Dowiedziono réwniez, ze réznicowanie guzow NET pod
katem wydzielania biatkowych substancji aktywnych poza komoérki guza od tych, ktore tej
zdolnosci nie posiadaja, jest mozliwe dzigki zastosowaniu porownawczej analizy
proteomicznej. Dodatkowe informacje proteomiczne uzyskano dla neuroendokrynnego guza
czynnego trzustki, z tego wzgledu zaproponowano rozszerzenie badan nad szlakami
sygnalizacyjnymi zaburzonymi podczas kancerogenezy w trzustce.

W drugiej czesci pracy doktorskiej skoncentrowano si¢ na uszczegdtowieniu badan
biatkowych. I tak, z uwagi na istotne znaczenie fosforylacji w procesach patofizjologicznych,
w tym w rozwoju nowotworu trzustki, przeprowadzono badania nad réznicami w obrgbie
fosfoproteoméw w probkach pochodzacych ze zdrowych i objgtych ostrym zapaleniem
tkanek mysiej trzustki. Wykazano, ze mozliwa jest detekcja niewlasciwie wydzielanych
fosfobiatek, w tym takze w obrebie biatek zaleznych od kinazy Mnk1, ktora jest uwazana za
istotny czynnik bioracy udziat w szlakach sygnalizacyjnych w obrgbie trzustki. Rozpatrujac
biatka zalezne od Mnkl, wyr6zniono motywy fosfopeptydowe wrazliwe na dziatanie
specyficznych kinaz. Niektore fosfobiatka wystepowaty w wigkszych stezeniach w probkach
pochodzacych z tkanek mysiej trzustki traktowanej ceruleing. Z drugiej strony, niektore z
biatek po potraktowaniu ceruleing w mniejszym stopniu ulegaty fosforylacji. Szczegotowa
analiza fosfoproteomiczna byla mozliwa dzigki zoptymalizowaniu wszystkich etapow
eksperymentu: od ekstrakcji bialek z tkanek mysiej trzustki, poprzez ich znakowanie

stabilnymi izotopami celem przeprowadzenia wzglednej analizy iloSciowej, az po
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wzbogacanie frakcji fosfopeptydowej 1 analize tak przygotowanych probek z uzyciem technik
sprzgzonych LC-MS/MS. Badania przeprowadzone w celu optymalizacji zaawansowanych
metod bioanalitycznych, ktérymi postuguje si¢ fosfoproteomika, przyczynily si¢ do
wykorzystania ~ wypracowanych, optymalnych schematéw  eksperymentalnych do
przeprowadzenia porownawcze] analizy ilosciowej fosfoproteomdéw réwniez innych, nie
bedacych tematem pracy doktorskiej, materialow biologicznych (wycinki tkanek pobrane od
pacjentdw cierpigcych na potrojnie negatywne nowotwory piersi, hodowle komoérkowe
guzdw). Ponadto, stosowanie do znakowania izotopowego zoptymalizowanej metody
reduktywnej aminacji zostalo na stale wprowadzone podczas badan roznicujacych zdrowe
fosfoproteomy od tych patologicznie zmienionych w laboratorium proteomicznym
Hiszpanskiego Narodowego Centrum Badan nad Rakiem (CNIO).

Z uwagi na fakt, ze nowotwory objete badaniem w prezentowanej pracy doktorskiej sa
zdolne nie tylko do wydzielania czasteczek o strukturze biatkowej, ale réwniez zwigzkow o
innej budowie (w tym amin biogennych), w trzeciej czesci zoptymalizowano metod¢ opartg
na technice micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) z detekcja
spektrofotometryczng UV/VIS celem jednoczesnego rozdzielenia amin biogennych 1 ich
prekursoréw (dopaminy, adrenaliany, noradrenaliny, L-tryptofanu, L-tyrozyny, lewodopy,
serotoniny) wraz z ich trzema waznymi metabolitami (kwasem wanilinomigdatlowym,
kwasem homowanilinowym, kwasem 3,4-dihydroksyfenylooctowym). Optymalizacja
rozdzielania analitow byta mozliwa po wyborze odpowiedniego buforu separacyjnego, ktory
ostatecznie sktadat si¢ z 10 mM boraksu, 30 mM SDS, 15% MeOH i 25 mM a-
cyklodekstryny, o pH 9,36. Metoda MEKC pozwolita na rozdzielenie dziesi¢ciu waznych
biologicznie zwiazkdw, ktdre posiadaja rozne wlasciwosci fizykochemiczne i rdzne warto$ci
pK.. Znaczaca poprawe rozdzielenia (szczegélnie w przypadku serotoniny) oraz poprawe
granicy wykrywalno$ci dla niektorych z amin biogennych (adrenaliny i noradrenaliny),
uzyskano poprzez dodatek do buforu separacyjnego a-cyklodekstryny. Zaproponowana,
oryginalna metoda MEKC zostata w pierwszej kolejno$ci zastosowana do oznaczen trzech
metabolitow amin biogennych (HVA, VMA, DOPAC) w probkach moczu pozyskanych od
pacjentow ze zdiagnozowang neuroblastomg lub neuroektodermalnym nowotworem wieku
dzieciecego, ktore sg zdolne do wydzielania nadmiernych ilo§ci amin biogennych na zewnatrz
komorek guza. Wyniki uzyskane dla grupy badanej oraz kontrolnej (zdrowi ochotnicy oraz
pacjenci z nowotworami niewydzielajagcymi nadmiernych ilosci katecholamin) potwierdzity,
7ze wypracowana metoda umozliwia oznaczenie stgzen kwasu wanilinomigdatowego, kwasu

homowanilinowego, kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego w probkach moczu. Metoda jest
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odpowiednio czuta i cechuje si¢ dobrg rozdzielczoscig dla metabolitow o charakterze
kwasnym. Bioragc pod uwage, ze szybka analiza iloSciowa HVA oraz VMA jest istotna w
diagnostyce neuroblastomy, optymalizowana metoda MEKC moze stanowi¢ pomocne
narzedzie w praktyce klinicznej.

Wyniki zebrane w pracy doktorskiej pozwolity na ocen¢ potencjalnych, nowych
biomarkerow wybranych nowotwordw pochodzenia neuroendokrynnego, z uzyciem
zaawansowanych technik bioanalitycznych 1 potwierdzity, Zze pojedyncze czasteczki,
typowane jako biomarkery, czgsto cechujg si¢ niewystarczajaca specyficznos$cig i czutoscia.
Badania wykonane podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej pozwolity na
opracowanie 1 zoptymalizowanie metod bioanalitycznych, ktore zapewnily szybka i
precyzyjng analize zwigzkow mato- i wielkoczasteczkowych z materiatlow biologicznych
(hodowle komdrkowe, ekstrakty tkankowe, mocz). Dodatkowo, mozliwa byta optymalizacja
metod opartych na technikach takich jak: jednokierunkowa elektroforeza zelowa,
chromatografia cieczowa, spektrometria mas i micelarna elektrokinetyczna chromatografia,
podczas badania roznic w wydzielaniu biatek, fosfobialek lub zwigzkdéw matoczasteczkowych

(amin biogennych) w stanie fizjologicznym i patofizjologicznym.
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