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Souhrn

Vychodisko: V¢asna diagnoza a rychlé nasazeni cilené terapie jsou kli¢ovymi faktory uspésnosti 1é¢by nadorovych onemocnéni.
Snaha o nalezeni novych biomarkert pro v€asnéjsi diagnostiku, bliz§i ur€eni subtypu nadoru, vybér optimalniho 1é¢ebného protokolu
a stanoveni progndzy odpovidavosti na Iécbu stale ztstava jednim z hlavnich cilti vyzkumu v této oblasti. V nasi studii jsme se
zaméfili na diferencialni analyzu proteinovych expresnich profili nadorové a normalni tkané 105 pacientek s diagnézou karcinomu
prsu. Metody a vysledky: Lyzaty tkani byly analyzovany metodou SELDI-TOF MS s vyuzitim €ip s povrchem chelatujicim
meédnaté kationty (IMAC 30). Intenzity signalii odpovidajici jednotlivym proteinim vzorku byly statisticky hodnoceny pomoci
Wilcoxonova testu na hladiné vyznamnosti p<0,01. Bylo nalezeno 28 signalii se signifikantné vys$si hodnotou intenzity v nadorové
tkani a 18 signalti o vyssi intenzité v normalni tkani prsu. Metodou peptidového mapovani (PMF) byl identifikovan protein specificky
pro normalni tkan s charakteristickym signalem o molekulové hmotnosti 15841 Da jako B-fetézec hemoglobinu. Zavér: Analyza
metodou SELDI-TOF MS prokézala vyznamné rozdily v hmotnostnich spektrech proteinti exprimovanych v nadorové a normalni
tkani. Na zaklad¢ ziskanych spekter bylo mozno vytipovat charakteristické piky oznacujici proteiny, jenz lze povazovat za potencialni
biomarkery onemocnéni a které by mohly v budoucnosti poskytnout piesnéjsi pohled na klasifikaci nadorti a tim i na jejich diagnostiku
a terapil.

Kli¢ova slova: SELDI-TOF-MS, biologicky marker, karcinom prsu, beta-Globin

Summary

Backgrounds: Early diagnosis and immediate therapeutic interventions are crucial factors for successful cancer treatment. New
biomarkers are needed for timely diagnosis, more precise histopathological classification or for prediction of treatment response.
Our study was aimed at the differential analysis of protein expression profiles of cancer and non-cancer tissue from 105 patients with
breast cancer. Methods and Results: Tissue lysates were analyzed by SELDI-TOF-MS on copper chelating chips IMAC 30. Peak
intensities were statistically evaluated by Wilcoxon test with significance defined as p <0,01. 28 peaks are overexpressed in tumour
tissue and 18 peaks are overexpressed in normal tissue. Protein with molecular weight 15841 Da was identified as the B chain of
haemoglobin by method of peptide mass fingerprint (PMF). Conclusions: Analysis of the protein expression profile by SELDI-TOF-
MS is able to provide a new point of view on diagnostic and tumor classification. Further independent studies of new sets of samples
are essential for verification of specificity and sensitivity of the presented potential biomarkers.
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UvOD
Nadorové onemocnéni prsu je kazdoro¢né diagnostikovano
u miliond Zen na celém svété a svym rozsifenim se tak

prsu zalozena pfedevS§im na zobrazovacich technikach
(mamografie, ultrazvuk), jejichz vyuziti v preventivnich
programech vyrazné zlepSilo zachyt CasnéjSich stadii

fadi k nejcastéji se vyskytujicim formam rakoviny u Zen.
Predstavuje také druhou nejcastéjsi pfic¢inu amrti Zen na
nadorové onemocnéni. Jedno procento nadorl postihuje
také muze. V soucasnosti je diagnostika karcinomu

onemocnéni. Ac¢koli béhem nékolika poslednich desetileti
doslo k vyraznému zvyseni uspésnosti 1écby diky pokroku
screeningovych programi a adjuvantni terapie (hormonalni
terapie a chemoterapie), umird stdle mnoho pacientek na
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nasledky metastatickych komplikaci. Zna¢na heterogenita
nadorli je jen Ccasteéné popsana bézné pouzivanymi
klinickopatologickymi parametry (vék, velikost nadoru,
statut hormonalnich receptort, grade atd.), tato kritéria
vSak neumoziuji dokonale vybrat nejlepsi 1ééebnou
strategii pro jednotlivé konkrétni ptipady.

Znalost kompletni sekvence lidského genomu a rychly
rozvoj molekularné-biologickych metod rozsifuje
pole potencidlnich biomarkeri onemocnéni ¢i jejich
kombinaci a tim umoznuje piesnéjsi diagnostiku,
predikei terapeutické odpovédi a rozvoj studia novych
terapeutickych cilii. Nesmirny pokrok genomické éry
zejména diky cipovym technologiim umoziujicim
analyzuexpresnichprofilibunéknaurovniRNApostupné
odhaluje jednotlivé alterace mechanismu mammarni
onkogeneze a konkrétni geny ucastnici se téchto procest
jako ERBB2, TP53, CCNDI, BRCAl a BRCA2.
Proteomické metody maji naopak potencial odhalit
dalsi podstatnou ¢ast informaci spojenou s lokalizaci
vybranych proteintd v buiice, jejich vzajemnou interakei,
posttranslacnimi modifikacemi (fosforylace, acetylace,
glykosylace aj.), jejich stabilitou a v neposledni fadé
s vyslednou funkci proteinti. Nejbéznéjsi a diive hojné
vyuzivana proteomicka metoda, dvourozmérna gelova
elektroforéza (2D-ELFO), je limitovana zejména
velikosti analyzovanych proteinti (vyhodnoceni je
mozné u proteini >7000 Da) a neumoziuje detekei
proteind s nizkou hladinou exprese [1]. Jako alternativa
2D-ELFO pro analyzu expresniho profilu na urovni
proteintt u komplexnich biologickych vzorkd (sérum,
plazma, mo¢, lyzaty nadorovych tkani atd.) byla poprvé
v roce 1993 popsana metoda SELDI-TOF MS (Surface
Enhanced Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight
Mass Spectrometry) [2]. Pii aplikaci SELDI-TOF MS
jsou nékteré proteiny na zaklad¢é svych fyzikalnich ¢i
chemickych vlastnosti zachyceny na chromatografickém
povrchu ¢ipu, nenavazané proteiny jsou naopak odmyty.
Cipy s navazanymi proteiny jsou nasledné analyzovany
hmotnostni spektrometrii [3].

Pionyrskou praci v oblasti analyzy metodou SELDI-
TOF MS byla detekce ¢asného ovarialniho karcinomu
analyzou proteinového profilu séra [4], kdy na souboru
50 vzorkdl sér pacientek s ovaridlnim karcinomem a
66 vzorkl sér od zdravych Zen bylo dosazeno 100%
sensitivity, 95% specificity a 94% positivni prediktivni
hodnoty. Analyza proteinovych profilti vedouci k odhaleni
maligniho onemocnéni, popfipadé¢ jeho odliseni od
benigni choroby, jiz byla publikovana napt. pro detekci
karcinomu prostaty [5], karcinomu ledvin [6] nebo
adenokarcinomu slinivky [7]. Pro detekci karcinomu
prsu bylo zvefejnéno nékolik praci analyzujicich rozdily
v proteinovém profilu séra zdravych a nemocnych Zen
[8-11] a dale prace identifikujici potencialni biomarkery
predpovidajici metastazy v axilarnich miznich uzlinach
z mikrodisekované tkané [12]. Nez vSak bude mozné
zavést tyto potencialni biomarkery do klinické praxe,
bude nezbytné potvrdit jejich validitu a robustnost na
nezavislych souborech vzorka [13]. Nasledna identifikace
rozdilné exprimovanych proteint a studium jejich funkce
by mohlo pfinést nové poznatky v oblasti karcinogeneze ¢i
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odhalit nové terapeutické cile. Takovymi ptriklady mohou
byt napfiklad ubikvitin a lehky fetézec ferritinu jako
prognostické biomarkery karcinomu prsu bez zasazenych
miznich uzlin [14] ¢i snizend hladina exprese skupiny
kalgranulint pozorovana ve spinocelularnich karcinomech
dutiny Gstni a hrtanu. [15].

Ve vétsiné doposud publikovanych studiich bylo vyuzito
séra jako vychoziho materidlu pro analyzu proteinovych
expresnich profili pomoci SELDI-TOF MS. Jeho
vyhodou je snadna dostupnost s minimalni zatézi pacienta
a mozna nasledna aplikace biomarkerd v klinickych
screeningovych programech. Nevyhodou séra mize byt
metodicka heterogenita v preanalytické fazi [16]. Naproti
tomu zpracovani normalni a nddorové tkan¢ je do urcité
miry omezeno horsi dostupnosti a heterogenitou ziskaného
vzorku, nicméné vyhodou je mozna detekce i velmi nizce
exprimovanych proteinti s naslednou studii jejich funkce.
V ramci nasi studie jsme se zaméfili na zavedeni a
otestovani standardniho postupu zpracovani vzorka tkané
pro jejich naslednou analyzu metodou SELDI-TOF MS a
provedli jsme komplexni proteomickou analyzu vzorkt
nadorové a odpovidajici normalni tkané 105 pacientek
s diagnézou karcinomu prsu. Cilem nasi analyzy bylo
nalezeni specifickych proteinii typicky exprimovanych
v nadorové tkani, z nichz by nékteré bylo mozno nasledné
sledovat i ve vzorcich séra.

MATERIAL A METODY

Pacientky

S vyuzitim SELDI-TOF MS jsme studovali nadorové
a paralelni normalni vzorky mlécné zlazy od 105
pacientek, vybrané z konsekutivni fady operovanych
karcinomt prsu v letech 2004-2005, klinického stadia
I a II, bez neoadjuvantni 1é¢by. Byly vybirany veétsi
nadory umoznujici archivaci vét§iho poctu alikvotl
nadorové tkang, aby nebyl v§echen material spotfebovan
pro danou studii. V sestavé proto pfevazovaly nadory
pT2 — 57 (54 %) nad pT1 — 43 (40 %) relativné
casto s metastatickym postizenim jedné a vice uzlin
(pozorovano u 65, tj. 63 %) pacientek. Rozlozeni grade
bylo v souboru rovnomérné s mirnou prevahou stfedné
a Spatn¢ diferencovanych nadort (G1 26,6 %; G2
33,3 %; G3 37,1 %). Primér i median véku pacientek v
analyzovaném souboru byl v dobé diagnoézy shodny, a
to 59 let. Sestava zahrnovala vzorky 72 duktélnich blize
neuréenych karcinom a 22 lobularnich karcinomui, dale
2 metaplastické, 2 mucindzni, 2 papilarni, 2 pleiomorfni
lobularni a 3 smiSené duktalni a lobuldrni karcinomy.
Exprese estrogennich receptort byla potvrzena u 86 (=
82 %) nadort, progesteronovy receptor byl detekovan
u 81 (78 %) vzorkl. Overexprese Her-2 receptoru byla
imunohistochemicky zjisténa a FISH (Fluorescent In
Situ Hybridisation) validovana u 20 (= 19 %) vzorku.

Zpracovani vzorki

Operacni material byl bezprostiedné po zakroku (do
10 minut) zpracovan standardnim zplisobem, tj. byl
pofizen makroskopicky popis a excidovany vzorky pro
histologické vySetfeni. Soucasné¢ byl proveden odbér
nativni naddorové tkané: vzorky velikosti cca 3x3x8 mm



puvodni prace

byly prudce zamrazeny v tekutém dusiku a dlouhodobé
skladovany pii —80 °C. Reprezentativnost odebrané tkane
(minimalné 50 % materialu tvofeno nadorovymi burikami)
byla ovéfena histologickym vySetfenim bezprostiedné
sousedici tkané (tzv. paralelni fezy).

Lyza tkan¢ byla provedena ve tfech rozdilnych pufrech:
i) NET pufr (150 mM NaCl; 1% NP-40; 50 mM
Tris-Cl, pH 8,0; 50 mM NaF; 5 mM EDTA); ii)
mocovinovy pufr (9 M urea; 2% CHAPS); iii) guanidinovy
pufr (100 mM fosfatovy pufr, pH 6,6; 6 M guanidin-HCI,
1% Triton X-100) tfepanim 1 hod pii pokojové teploté s
naslednou centrifugaci 30 min pfi 14000 x g (dle [15]).
Celkova koncentrace proteini v lyzatu byla stanovena
metodou dle Bradfordové (Bio-Rad Protein Assay, USA)
a lyzaty byly skladovany v alikvotech pii -80 °C. Vzorky
byly analyzovany s vyuzitim ¢ipti IMAC 30 (Ciphergen
Biosystems, USA), pro analyzu byly zpracovany dle
standardniho navodu vyrobce. Vzorek byl na tercik
¢ipu nanaSen v mnozstvi 20 pg celkového proteinu
16x fedéného IMAC vazebnym pufrem (100 mM fosfétovy
pufr pH 7,0; 750 mM NaCl; 0,05% Triton X-100). Cipy
byly analyzovany na ProteinChip Readeru Model PBS
II C (Ciphergen Biosystems, USA) v pozitivnim linearnim
moédu. Kazdy vzorek byl nanesen a zméfen ve dvou
opakovanich, pficemz jednotlivé vzorky byly na Cipy
rozmistény nahodné.

Hodnoceni naméienych spekter

Ziskana spektra byla kalibrovana dle externich
hmotnostnich standardd ,,all-in-one protein I molecular
weight standards mix“ (Ciphergen Biosystems, USA) a
intenzita normalizovana dle celkového iontového proudu
v rozmezi 2 az 100 kDa. Pomoci ,,Biomarker Wizard*
software verze 3.2.1 (Ciphergen Biosystems, USA) byly
automaticky detekovany signaly o poméru S/N (signal/
Sum) > 5 a vyskytujici se alesponn u 12,5 % spekter.
Celkové bylo detekovano 89 signdli reprezentujicich
proteiny s odlisnou molekulovou hmotnosti pfitomné ve
vzorku. Intenzity jednotlivych signalt byly statisticky
hodnoceny pomoci Wilcoxonova testu a proteiny rozdilné
exprimované se statistickou vyznamnosti (p<0,01) byly
rovnéz hodnoceny vizualné.

Piiprava vzorki pro identifikaci metodou PMF

Smésné vzorky s vysokym obsahem vybraného proteinu
byly nafedény v poméru 1:1 2x koncentrovanym IMAC
vazebnym pufrem, naneseny na ,JMAC HyperCel Spin
Column® (Ciphergen Biosystems, USA) a zpracovany
dle navodu vyrobce. Po selektivni vazbé a vymyti
nenavazanych proteinti byla provedena eluce vazebnym
pufrem s imidazolovym gradientem. Ziskané frakce (F1:
30 mM imidazol, F2: 60 mM imidazol, F3: 90 mM imidazol,
F4: 120 mM imidazol, F5: 150 mM imidazol a F6: 250 mM
imidazol) byly analyzovany pomoci SELDI-TOF MS na
¢ipech NP20 ProteinChip Array s hydrofilnim povrchem
(Ciphergen Biosystems, USA). Frakce s vysokym obsahem
vybraného proteinu byly rozdéleny jednorozmérnou
gelovou elektroforézou (1D-ELFO) v 10-20% tricinovém
gelu (Invitrogen Corporation, UK), proteiny obarveny
Coomassie blue a oblasti s piedpokladanym vyskytem

proteini o dané molekulové hmotnosti vyfiznuty pro
naslednou MS analyzu. Kousky gelu byly nejprve
odbarveny a promyty v promyvacim pufru (100 mM
Tris-CL,pH8,5v50%acetonitrilu(AcN)), pakekvilibrovany
v ekvilibra¢nim a $tépicim pufru (50 mM NH,HCO,, pH
7,8 v 5% AcN). Pufr byl odstranén a kousky gelu byly
vysuSeny na Speed Vac SP110 (Savant, Minnesota),
nasledovalo enzymatické §tépeni, kdy ke kazdému vzorku
bylo pfidano 2,5 pl roztoku slozeného z 0,5 pl Stépiciho
enzymu (trypsin, 1 pg/5 upl v rekonstitu¢nim pufru-
50 mM kyselina octova) a 2 pl ekvilibracniho a §tépiciho
pufru. Kousky gelu byly nasledné prevrstveny 20-30 pl
Stépiciho pufru a inkubovany pfes noc v termomixéru
(Eppendorf, Germany) pii 37 °C a rychlosti otaceni
1500 rpm. St&peni bylo zastaveno ptidanim 5 pl 0,5%
trifluoroctové kyseliny (TFA) v 95% AcN. Na desticku
s hydrofobni maskou (Applied Biosystems, USA) byly
naneseny vzdy po 1 pl vzorky obsahujici smési peptida
vzniklych S§tépenim proteinu/proteini extrahovanych
z gelu. Kazdy vzorek byl po ususeni za laboratorni teploty
pfevrstven 1 Ul roztoku matrice 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB, koncentrace 10 mg/ml, rozpusténa
ve 20% AcN, vodé a 5% TFA). Po vykrystalizovani
vzorkli s matrici byla desticka vlozena do MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization)
hmotnostniho spektrometru (Voyager-DE STR, Applied
Biosystems, USA). Po kalibraci piistroje byly vzorky
meéfeny v pozitivnim reflektronovém modu a ziskana
hmotnostni spektra byla hodnocena metodou PMF pomoci
programu PROTEIN PROSPECTOR MS-FIT (http://
prospector.ucsf.edu). Vysledkem identifikaci jednotlivych
vzorki byl seznam proteind, jejichz teoretickému spektru
s ur¢itou pravdépodobnosti odpovida namétené spektrum.
Kazdy nalezeny protein byl charakterizovan parametry:
»mowse score” (pravdépodobnost shody identifikovaného
proteinu se znamym proteinem), ,,masses matched*
(pocet signali spektra zndmého proteinu nalezenych ve
spektru identifikovaného proteinu), teoreticka molekulova
hmotnost a pl proteinu, nazev proteinu.

VYSLEDKY

Pti optimalizaci zpracovani tfi vzorkl paralelné v riznych
lyzaénich pufrech byl ziskany pocet signdlti srovnatelny
pro vzorky lyzované v moc¢ovinovém a guanidinovém pufru
(56 resp. 57 signalti o S/N>5 v rozsahu 3 — 80 kDa), pii
pouziti NET pufru jsme ziskali vyrazné nizsi pocet signalt
(41 signalti). U vzorkt lyzovanych pomoci guanidinového
pufru bylo navic dosazeno 4x vys§i intenzity signalt
naméfenych spekter, a proto byl vybran jako nejvhodnéjsi
a pouzit pro lyzu celého souboru vzorkd.

Softwarem ,,Biomarker Wizard“ (Ciphergen Biosystems,
USA) bylo ve 428 naméfenych spektrech detekovano 89
klastrti (= signalt spliujicich podminku intenzity S/N > 5
a zaroven se vyskytujicich alespori ve 12,5 % naméfenych
spekter) v rozsahu 2 — 100 kDa. U 46 z nich byl rozdil
intenzity (vzajemny pomér intenzit > 2) vyhodnocen
jako statisticky vyznamny na hladin¢ pravdépodobnosti
p<0,01. 28 signalt (pikd) s vyssi intenzitou bylo nalezeno
ve vzorcich nadorové tkané, v normalni tkani prsu pak
18 signald (pikti). K identifikaci konkrétnich proteind,
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jez jednotlivé signaly pfedstavuji, byly vybrany signaly
s nejvetsim rozdilem intenzity v obou typech vzork, a to
signdly s pfedpokladanou molekulovou hmotnosti proteint
7920 Da a 15841 Da (Obr.1, 2) charakteristické pro
normalni tkan a signaly 5175 Da, 5195 Da (Obr. 3),
6263 Da, 8395 Da a 8541 Da typické pro nadorovou
tkan. U signalG charakteristickych pro normalni tkan lze
predpokladat, ze mohou byt odrazem stejného proteinu.
Vysledky hmotnostni spektrometrie graficky znadzornéné
jako spektrum piki jsou vynesenim tzv. efektivni hmotnosti
(pomér hmotnosti a naboje dané molekuly m/z) na ose x a
relativni intenzity signalu na ose y. Pokud nékteré molekuly
o hmotnosti 15841 Da nesou naboj 1+, poskytnou signal
v oblasti 15841, pokud nékteré molekuly nesou naboj
2+, poskytnou signal v oblasti 7920. Tento piedpoklad
nelze s jistotou vylouéit ani potvrdit (ve vzorku se mohou
nachazet proteiny s molekulovou hmotnosti 15841 Da i
7920 Da), proto jsme se pokusili identifikovat oba tyto
signaly nezavisle na sobé.

Pti MALDI-TOF MS byla uspésné ziskana spektra
potencialnich proteinti o molekulové hmotnosti 5195 Da,
8541 Da a 15841 Da. Metodou peptidového mapovani
byl identifikovan pouze protein o molekulové hmotnosti
15841 Da jako B-fetézec hemoglobinu dosahujici ,,mowse
score 1,76.107, ,,masses matched* 9 (ze 14 detekovanych)
s 60% pokrytim aminokyselinové sekvence (experimen-
taln¢ bylo nalezeno 9 peptidd, které ptedstavuji 88
aminokyselin z celkového pocétu 146). Nizka tspésnost
identifikace jednotlivych proteinti v nasi i jinych studiich je
dana navaznosti nékolika technik (afinitni chromatografie,
ID-ELFO, MALDI-TOF MS), které jsou limitovany
kapacitou a sensitivitou (vazba proteinti o nizké koncentraci
na chromatograficky povrch kolony, detekce proteinti na
gelu barvenim apod.). V priubéhu tohoto komplexniho
procesu mize z vySe uvadénych divodi dochazet ke
ztratam identifikovanych proteint.

DISKUZE

Néadory prsu jsou v celosvétovém méfitku jednim
z nejcastéjsich onkologickych onemocnéni, navic spojené
s vysokou umrtnosti. Piestoze se doba piezivani pacientek
za poslednich deset let podstatné prodlouzila diky prevenci
a véasnym screeningovym metodam a taktéz systematické
adjuvantni terapii, zlistava imrtnost stale vysoka zejména
kvili metastatickému relapsu onemocnéni. Komplexni
geneze karcinomil prsu a heterogenita malignich bunék
vytvati molekularné odlisné podskupiny nadori s
rozdilnym fenotypem i klinickym pribéhem onemocnéni
véetn¢ rizné dispozice k metastazovani do kosti,
parenchymatdéznich organd, mozku, kiize, miznich uzlin
atd. Detekce, diagnostika a lécba téchto nadorti zavisi
na integrovanych piistupech zohlednujicich klinickou
historii, vysledky zobrazovacich metod, histopatologii
a molekularné biologické charakteristiky nadoru. Je
tedy zfejmé, ze detekce a validace novych biomarkert
nepochybné pomize klinickym pracovnikim efektivnéji
vyuzivatv§ech doposud dostupnych moznosti. Proteomické
piistupy vyuzivané pro hledani novych biomarkert
kombinuji postupy zaloZzené na separaci, detekci a
identifikaci proteind. Klasickym piikladem je kombinace
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dvourozmérné elektroforézy [17, 18] a MALDI-TOF MS,
kterd umoziuje jak separaci proteintl (na zakladé poméru
hmotnosti a naboje), tak jejich detekei a identifikaci.

V nasi studii jsme vyuzili metodu SELDI-TOF MS,
ktera spojuje separaci protein s jejich pfimou analyzou
hmotnostnim spektrometrem [19]. Zaméfili jsme se na
identifikaci rozdili proteinovych spekter lyzati nadorové
a normalni tkan¢ pacientek s karcinomem prsu. Fakt, Ze ke
statisticky vyznamnym zménam dochazi u vice nez poloviny
hodnocenych klastrii, naznaCuje, Ze analyzované vzorky
normalni a nadorové tkané prsu jsou zasadné a systematicky
rozdilné. Zdrojem téchto rozdild bude zejména rizné
zastoupeni jednotlivych tkani v obou typech vzorki (zejména
tukové tkang, vaziva a epitelu), ptipadné heterogenita souboru
nadorovych vzorkti zptisobena zastoupenim riiznych subtypii
karcinomu prsu. Tyto rozdily expresnich profili mohou
byt dale zpisobeny zvySenou expresi daného proteinu,
abnormalnim rozpadem, fragmentaci ¢i proteolytickym
Stépenim proteind, modifikaci proteinti nebo jejich zvysenou
degradaci. VSechny dosud publikované prace s cilem nalézt
diagnostické ¢i prognostické markery vychazely vyhradné
z analyzy séra, plazmy, pfipadné¢ tekutiny aspirované
z mlékovodu [20, 21], s vyjimkou Ricolleau e al. [14],
ktery pouzil jako vychozi material hluboce zmrazenou
tkan a Nakagawa ef al. [12], ktery vyuzil mikrodisekci
ze zmrazenych fezd. Senzitivita proteomickych aplikaci
hmotnostni spektrometrie pro sérové analyzy neni dostate¢na
pro detekci proteind s nizkou hladinou exprese, které jsou
uvoliiovany do krevniho obéhu relativné malym mnozstvim
nadorovych bunék nebo jejich mikroprostiedim [22]. Lyzaty
tkani se tedy zdaji byt vhodné&jsim vychozim materidlem
pro vytipovani proteinti spojenych s nadorovymi butikami a
pro jejich néasledné cilené vyhledani v sérech. Prace s lyzaty
nadorovych tkani ma rovnéz vyhodu pilotni studie vzhledem
k minimalnimu zifedovacimu efektu. Koncept nasi prace
vychazi ze skutecnosti, ze karcinomy prsu mohou uvoliiovat
proteiny do krevniho ob¢hu, kde je lze nasledné detekovat.
Pouzitelnost novych potencidlnich biomarkert v diagnostice
a prognostice onemocnéni je vSak limitovana nejen jejich
sensitivitou a specificitou, ale také dostupnosti vychoziho
materialu a komplexnosti jeho pfipravy pro analyzu. Jelikoz
sérum v soucasnosti predstavuje nejb&éznéjsi a relativné
snadno dostupny vychozi material pro laboratorni analyzy,
bude cilem navazujicich studii snaha o nalezeni v tkani
detekovanych rozdilnych signalti i ve vzorcich sér s vyuzitim
stejného metodického piistupu. Pfi danych studiich bude
nutné brat zfetel i na skute¢nost, Ze proteiny uvoliiované do
séra mohou byt degradovany prosttednictvim proteolytickych
systému. Nase studie jednoznacné potvrdila nutnost analyzy
proteinovych expresnich profild (,,fingerprint*) vzorkd lyzati
nadorové tkdné a jejich srovnani s klinicko-patologickymi
charakteristikami pouZitého souboru nadortu prsu. Vysledky
nasi analyzy rovnéz ukazaly, ze piky 5175 Da a 5195 Da jsou
pozitivné korelovany s amplifikaci genu Her-2 a pik 8395 Da
s vyskytem estrogennich receptorti o a . Identifikace téchto
pikd a jejich nasledna analyza v sérech pacientek prokazou
jejich mozné vyuziti jako biomarkera.

Identifikace p-fetézce hemoglobinu v souvislosti se zménami
expresniho profilu karcinomu prsu jiz byla publikovana [23]
v praci analyzujici tekutinu aspirovanou z mlékovodu 18 zen
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s invazivnim karcinomem prsu stadia I ¢i II a 4 zdravych
dobrovolnic metodou ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag)
MS umoziujici kvalitativni a kvantitativni komparativni
analyzu parovych vzorkd proteint [24]. Prace poukazala na
rozdilnou expresi 39 proteintl, z nichz o2HS-glykoprotein
byl identifikovan jako protein se snizenou hladinou exprese,
lipophilin B, B-fetézec hemoglobinu, hemopexin a prekurzor
proteinu vazajiciho vitamin D naopak jako proteiny se
zvysenou hladinou exprese ve vzorcich nadorové tkané. Dalsi
prace identifikujici B-fetézec hemoglobinu jako potencidlni
biomarker byly publikovany ve vztahu ke karcinomu
vajeéniku. Kozak er al. [25] identifikovali B-fetézec
hemoglobinu spolu s transthyretinem, apolipoproteinem
Al a transferrinem metodou SELDI-TOF MS v kombinaci
s micro-LC-MS/MS jako potencialni biomarkery casného
stadia karcinomu vaje¢niku. ZvySena hladina P-fetézce
hemoglobinu byla jako jedina zjisténa ve vzorcich séra
pacientek s nadorovym onemocnénim, hladiny ostatnich
proteind byly naopak zvySeny v kontrolnich sérech. Pokud
jsou tyto markery pouzity v kombinaci s jedinym bé&zné
uzivanym markerem karcinomu vajeéniku CA 125, je dosazeno
0 8 % vyssi sensitivity v porovnani se samotnym CA125 pro
vSechny histologické podskupiny, pro mucindzni tumory je
sensitivita zvySena dokonce o 31 %. Také Woong-Shick ef al.
[26] popsali oba fetézce hemoglobinu (o a B) jako markery
karcinomu vaje¢niku ve studii 35 sér pacientek v porovnani
s 10 kontrolnimi séry. V kombinaci s CA125 dosahli témét
99% sensitivity pii detekci progrese onemocnéni.

o a B fetézec hemoglobinu formuji tetramer (o,3,) priméarné
zodpovédny za transport kysliku krvi. Koncentraci hemoglobinu
v séru jiz lze vyuzit jako ddlezity prediktivni faktor odpovédi
na radioterapii ¢i chemoterapii karcinomu prsu [27], dutiny ustni

a orofaryngu [28, 29]. Na druhou stranu hladina hemoglobinu
v séru pacienta nesouvisi s anoxii nadoru [27].

Nase vysledky ukazuji na vyznamné snizeni hladiny
B fetézce hemoglobinu v nadorové tkani v porovnani
s normalni tkani, coz je v§ak zdanlive v rozporu s analyzou
vzorkli tekutiny z mlékovodu. U pacientek s nadory
vaje¢nikubylo pozorovano zvyseni sérové hladiny B fetézce
hemoglobinu. Moznym vysvétlenim téchto rozporl je
rozdilny podil sérovych slozek na celkové extrahovatelné
bilkoviné v nami vysetfenych nadorovych a normalnich
vzorcich. Stejny mechanismus (rozdilny podil séra) se
teoreticky mohl uplatnit i ve studii provedené na tekuting
z mlékovodu, ktera byla ziskdna po manualni masazi.
Vyuziti hemoglobinu jako prediktivniho ¢i prognostického
markeru karcinomu prsu bude tedy nutné ovétit dalSimi
nezavislymi studiemi. Vzhledem k pomérné nizké citlivosti
metody SELDI-TOF MS se ukazuje jako nezbytné nalézt
a vyuzivat kombinace zmén exprese n¢kolika proteint
u nddorovych vzorkd nebo sér pacienti s nadorovym
onemocnénim, charakterizujici odlisné podskupiny
onemocnéni. Vysledky analyzy daného ,.fingerprintu® u
popisovaného souboru 105 karcinomi prsu jsou v souc¢asné
dobé evaluovany na rozsifeném souboru karcinomu prsu
ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikam
a k potencidlnimu vyuziti jako biomarkerd nadorového
onemocnéni. Takto charakterizované proteinové expresni
profily budou cennym dopliiujicim zdrojem informaci pii
histopatologické klasifikaci nadoru.

Podékovani
Tento projekt byl podporovan z finan¢nich zdroji IGA
MZ CR NR 8338-3/2005.
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Obr.1.: Intenzity signalu o m/z 15841 (vyjadiené jako plocha pod kiivkou) pro normalni a nadorovou tkan
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Obr.2.: Spektra jednotlivych frakei v rozsahu 2 — 20 kDa po rozdéleni smésného vzorku normalni tkan¢ na IMAC koloné
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Obr.3.: Piekryv signald vzorkd normalni a nadorové tkané v oblasti 5175 a 5195 Da
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