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ABSTRAKT: Najczesciej wystepujacym nowotworem zlosliwym u kobiet jest rak piersi, w przypadku ktérego
etiologia w wiekszo$ci przypadkéw jest nieznana. Celem pracy byla identyfikacja epitopéw glikanowych na
powierzchni bialek ognisk tumorowych. Do badan prowadzono hodowle komdrek linii MCF7. Po zakonczeniu
hodowli komdrki inkubowano z biotynylowanymi aptamerami o stezeniu 25nM: A33, A26 oraz A33sc, stanowiaca
probe kontrolng. Nastepnie komorki traktowano nanoczasteczkami magnetycznymi oplaszczonymi bialkiem
streptawidyng SAV-MB. Stezenie protein oznaczono spektrofotometrycznie metoda Bradforda. Dalszy rozdziat
bialek przeprowadzono w warunkach denaturujacych SDS - PAGE na zelach wybarwianych technika Pro-Q 488
Emerald Glycoprotein Gel. Peptydy i glikopeptydy zanalizowano przy uzyciu systemu kapilarnej chromatografii
cieczowej w ukladzie odwréconych faz RP oraz tandemowej spektrometrii mas - nanoLC-MS/MS. Zebrane widma
poddano analizie przy uzyciu oprogramowania Data Analysis w oparciu o bazy danych UniProt/Swiss-Prot oraz
Panther. Zidentyfikowano }acznie 201 bialek. Wyniki analiz MS/MS pozwolity na wyrdznienie dwéch peptyddw,
ktére ze wzgledu na pelnione funkcje oraz zachodzace interakcje wydaja sie by¢ ciekawym i obiecujacym
obiektem badan w diagnostyce i terapii nowotworowej. Do oznaczonych zwigzkéw naleza: KIF 13B (Kinesin- like
protein) i HS90 B (Heat Shock protein).

ABSTRACT: The most commonly occurring tumor in women is breast cancer, which etiology is in most cases
unknown. The aim of this work was identification of glycanic epitopes on the surface of tumor centers. For the
research purposes, the cell culture of MCF lines was carried out. After the culture the cells were incubated with
biotinylated aptamers in concentrations of 25 nM: A33, A26 and A33sc, which was the control sample. Afterwards,
the cells were treated with magnetic nanoparticles coated with the protein streptavidin SAV-MB. The protein
concentration was indentified spectrophotometrically using the Bradford method. The further protein separation
was carried out in SDS-PAGE denaturating conditions on gels stained with the Pro-Q 488 Emerald Glycoprotein
Gel. Peptides and glycopeptides were analyzed with the use of capillary liquid chromatography system in
reversed phase (RP) and nanoLC-MS/MS tandem mass spectrometry. The assembled spectra underwent an
analysis in the Data Analysis software using the UniProt/Swiss-Prot and Panther data. The total of 201 proteins
was indentified. The MS/MS analyses results allowed to distinguish two peptides, which —basing on their functions
and occurring interactions — seem to be an interesting and promising research subject in cancer diagnostics and
treatment. The indentified compounds include KIF 13B (Kinesin-like protein) and HS90 B (Heat Shock Protein).

Slowa kluczowe: rak piersi, aptamer, biomarkery

1. Wprowadzenie

1.1 Problem diagnostyki nowotworowej

W Europie nowotwory zlosliwe zajmujg obecnie drugie miejsce, tuz za chorobami ukladu krazenia,
pod wzgledem czestosci przyczyn zgonow. Istnieje wiele typéw ipodtypéw nowotwordw, ktére
lgcznie stanowia duzy odsetek guzéw ztosliwych rozpoznawanych rokrocznie [1].

W Polsce na choroby nowotworowe zapada corocznie blisko 160 tysiecy 0séb, natomiast 92,5
tysigca pacjentéw umiera (dane prognozowane na rok 2014). W krajach rozwijajacych sie statystyki
przedstawiaja sie jeszcze bardziej dramatycznie, a dynamiczny wzrost liczby zachorowan ma zwigzek
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przede wszystkim z prowadzeniem niezdrowego stylu zycia oraz wystepowaniem zakazen wirusowo-
bakteryjnych [2].

W Polsce najczesciej wystepujacym nowotworem zlosliwym u kobiet jest rak piersi. W wiekszosci
przypadkow etiologia jest nieznana. Najwazniejszym czynnikiem ryzyka jest wiek, nosicielstwo
zmutowanych gendéw — BRCA1, BRCA2, hormonalna terapia zastepcza (HTZ) oraz ekspozycja na
dzialanie promieniowania jonizujacego. Najlepsza metodg wczesnego wykrywania raka piersi u
kobiet, ktdre nie maja objawow sa badania przesiewowe, polegajace na badaniu mammograficznym
kobiet [3]. Wiekszo$¢ zgonow (ok. 90%) z powodu nowotworéw zlosliwych piersi wystepuje po 50 roku
zycia. Ryzyko zgonu z powodu raka piersi systematycznie wzrasta wraz z przechodzeniem do
starszych grup wiekowych. W Polsce umieralno$¢ z powodu nowotworow piersi jest o 20% nizsza niz
przecietnie w Europie [Krajowy Rejestr Nowotwordw]. W diagnostyce raka piersi liczy sie czas. Im
weczesniej choroba zostanie rozpoznana, tym szybciej uda wdrozy¢ sie odpowiednia terapie, a szanse
pacjentki na pelne wyleczenie beda wieksze.
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Rys. 1 Zapadalno$¢ na choroby nowotworowe. Zrédlo: International Agency for Research on Cancer.

Szanse na pokonanie choroby w duzej mierze zaleza od tego jak wczes$nie zostanie wykryty
nowotwdr. W Polsce blisko 80% chorych zglasza sie do lekarza zbyt pdZno, podczas gdy zdecydowana
wiekszo$¢ nowotworéw wykrytych w tzw. przedinwazyjnym (zerowym) stadium rozwoju jest
najczes$ciej calkowicie wyleczalna. Celem diagnostyki onkologicznej jest odpowiedZ na pytanie, czy
pacjent cierpi na chorobe nowotworowa, ajesli tak, to jaki jest typ histologiczny guza i stopien
zaawansowania. Rozpoznawanie choréb nowotworowych sklada sie z trzech etapow:

1) Badania podmiotowego, czyli wywiadu lekarskiego;

2) Badania przedmiotowego, ktére przeprowadza lekarz w celu wykrycia fizycznych oznak
chorobowych;

3) Badan dodatkowych: laboratoryjne, obrazowe, histopatologiczne, ktére daja szczegélowe
informacje o stopniu i rodzaju zaawansowania choroby.

Wspolczesna diagnostyka opiera sie na coraz to dokladniejszych metodach analitycznych
izaawansowanej aparaturze. Pomimo ogromnego postepu podstawa rozpoznania nadal jest
prawidlowa diagnoza specjalisty. Dobra znajomos$¢ objawdéw chorobowych pozwala zdiagnozowac
pacjenta w mozliwie najkrétszym czasie. Nowotwory zlosliwe moga rozwijac¢ sie latami. Rozwdj
nowotworu w formie dostepnej do wykrycia moze trwa¢ nawet dziesie¢ lat. Na przykladzie raka
zoladka wykazano, ze proces ten moze trwaé¢ 10, a nawet i 20 lat. Objawy kliniczne sugerujace
obecno$¢ zmian pojawiajg sie pdézno, najczesciej gdy leczenie radykalne (chirurgiczne) nie jest juz
mozliwe. Niezadowalajgce wyniki leczenia nowotwordéw w Polsce to z jednej strony niska $wiadomos¢
onkologiczna spoteczenstwa i pdzna wizyta u lekarza. Nie sa to jednak jedyne powody, gdyz przypadki

157



K. Mudlaff et al. / Analit 2 (2016) 156-163

wielomiesiecznej obserwacji chorych z,podejrzanymi” objawami bez wdrazania jakiejkolwiek
diagnostyki takze nie naleza do rzadkosci [3].

1.2 Biomarkery nowotworowe

Komdrki ludzkie, w zaleznosci od typu, produkuja od 30 000 do 120 000 rodzajéw bialek w réznych
ilosciach - od kilku, do nawet wielu milionéw kopii w jednej komdrce. Znaczng cze$¢ stanowig biatka
konstytutywne, wystepujace w ponad 10 000 kopii wréznych typach komoérek. Kazda komodrka
zawiera takze od kilkudziesieciu do kilkuset rodzajow bialek swoistych dla danego rodzaju tkanki [4].

Proteomika dostarcza informacji o bialkach znajdujacych sie w komorce, ich strukturach
ifunkcjach oraz wzajemnych relacjach pomiedzy nimi. Wyjasnia mechanizmy przebiegu szlakow
przekazywania sygnaldw, przyczynia si¢ do zrozumienia molekularnych przyczyn chorob, a takze
stuzy do projektowania nowych lekéw [4].

Choroba jest procesem, ktory modyfikuje ekspresje okreslonych genéw prowadzacym do zmian
w produkowanych biatkach [5,6]. Kazda zmiana powoduje prawdopodobienstwo zaburzenia szlakow
metabolicznych. Produkty bialkowe zmienionych genéw modyfikuja mechanizmy podstawowych
procesow zachodzacych w komdrkach takich jak réznicowanie, proliferacja, zmiana wilasciwosci
adhezyjnych czy Smier¢ komdrek. Takie zmiany najczesciej maja charakter iloSciowy, co oznacza, ze
aby odrozni¢ prawidlowy fenotyp od nowotworowego nalezy stosowac normy. Dzieje sie tak z tzw.
markerami nowotworowymi [7].

Markery nowotworowe sa to substancje o roznym pochodzeniu i strukturze biologicznej. W czasie
kancerogenezy dochodzi do zmian funkcji oraz struktury genéw. Wynikiem tego procesu jest
wytwarzanie w komodrkach nowotworowych pewnych substancji, ktére nie sa produkowane
w komodrkach prawidlowych. Mowa wtedy o tzw. neoantygenach. Zainteresowanie wzbudzajg, ze
wzgledu na mozliwosci wykorzystania klinicznego, antygeny towarzyszace nowotworom. Grupe ta
stanowia substancje, ktérych synteza zachodzi wylgcznie na okreslonych etapach onkogenezy i ustaje
badz zmniejsza sie w komdrkach dojrzatych [8]. Biomarkery sa wykorzystywane w prognozowaniu
ryzyka wystepowania choréb, w badaniach przesiewowych, diagnostyce oraz monitorowaniu
przebiegu choroby. Moga stuzy¢ do identyfikacji os6b podatnych na konkretne choroby. Mozliwos$¢
okredlenia prawdopodobienstwa zapadania na dana chorobe pozwala oszacowaé ryzyko jej
wystgpienia w réznych populacjach [9]. Dzieki znajomosci bialek charakterystycznych dla komorek
nowotworowych mozliwe jest dopasowanie leku do unikalnego zestawu cech molekularnych
i genetycznych guza [10].

Biomarkery nowotworowe mozna podzieli¢ na prognostyczne ipredykcyjne [4]. Czynnikami
prognostycznymi w przypadku wielu nowotwordw sg wielko$¢ guza pierwotnego, typ histologiczny
raka, oraz stan wezldw chlonnych okreslony w badaniu mikroskopowym [3]. W wyniku rozwoju
biologii molekularnej, lista czynnikéw prognostycznych ulegla znacznemu rozszerzeniu i znalazly sie
na niej miedzy innymi: poziom ekspresji receptoréw hormondéw, markery angiogenezy czy
proliferacji [4]. Do tej grupy nalezy receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR). Czynnikami
prognostycznymi sa takze markery proliferacji. Do tej grupy zalicza sie odsetek komdrek w fazie S,
oceniany na podstawie zawartoSci DNA w komdrkach - aneuploidalne komorki guza wykazuja
wieksza opornos¢ na leczenie. Na przebieg choroby nowotworowej wplyw maja takze proteazy,
odpowiadajace za tworzenie przerzutéw. Do tej grupy naleza zaréwno aktywator plazminogenu typu
urokinazy (uPAI) oraz jego inhibitor [11,12]. Natomiast czynniki, ktére okreslaja prawdopodobienstwo
uzyskania remisji w przypadku zastosowania okreSlonej metody leczenia s3a czynnikami
predykcyjnymi [4].

Obecnie poszukuje sie biomarkerdw, ktore umozliwilyby okreSlenie grup chorych majacych
mozliwie najwieksze szanse wyleczenia przy zastosowaniu okreslonego sposobu leczenia. Biatkowe
biomarkery moga by¢ produkowane przez komdrki nowotworowe lub prawidlowe w odpowiedzi na
pojawienie sie zmian nowotworowych. Cennym Zrddlem biomarkerdw sga plyny ustrojowe
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szczegolnie w tzw. badaniach przesiewowych [4,9]. Identyfikacja biomarkeréw réznych chorob
pozwala na opracowanie metod szybkiej diagnozy oraz pozwala na zrozumienie mechanizméw danej
choroby [13].

1.3 Proces glikozylacji — rola w kancerogenezie

Jedna z najwiekszych grup zwiazkéw organicznych, wchodzaca w sklad komoérek sa cukry.
Spelniajg one istotng role w przebiegu procesow zyciowych, gtdéwnie stanowigc material energetyczny
ibudulcowy [14]. Oligosacharydy dolgczane potranslacyjnie do biatek ilipidéw spelniajg istotne
funkcje, takie jak udzial w prawidlowym faldowaniu bialek, oddzialywaniach miedzykomdrkowych,
a takze przekazywaniu sygnaléw wewnatrz i zewnatrzkomdrkowych [15]. Glikozylowane bialka sa
wysoce skomplikowane w swojej strukturze poprzez ogromna rozmaito$¢ oligosacharydéw
dolaczanych do tancucha polipeptydowego, a takze ze wzgledu na wielowymiarowa sie¢ zaleznos$ci
laczaca glikoproteiny [14].

Glikany sa zlozonymi biopolimerami, ktére tworza rozgalezione zwigzki. Znajduja sie na
powierzchni wszystkich komdrek i okreslane sa mianem glikomu [16]. Kluczowe bialka blonowe oraz
wydzielnicze ukladu odpornosciowego sa glikozylowane. Ten mechanizm sprawia, ze glikany obecne
sg prawie w kazdym aspekcie nabytej i wrodzonej odpornos$ci immunologicznej [17]. Znaczna czes$¢
bialek wytwarzanych przez rybosomy w szorstkim retikulum endoplazmatycznym (RER) to
glikoproteiny, zawierajgace krotkie lancuchy cukrowcow polaczonych kowalencyjnie z bialkiem
podczas jego przechodzenia przez RER i aparat Golgiego [18]. W glikozylacji biorg udzial enzymy takie
jak glikozylotransferazy, katalizujace przenoszenie cukrow z donora do substratu i tworzace wigzania
glikozydowe, atakze glikozydazy - hydrolizujace wigzania glikozydowe w glikanach [19].
Wyodrebnia sie N- i O- glikozylacje. Elementem determinujacym proces przylaczenia oligosacharydu
do lancucha polipeptydowego jest obecno$¢ miejsc N- i O- glikozylacji wjego sekwencji, a takze
obecnos$¢ badz brak w ER glikotransferaz i glikozydaz [17]. Synteza oligosacharydéw przylaczanych
wigzaniem O-glikozydowym przebiega poprzez dodawanie kolejnych jednostek monosacharydowych
do powstajacego bialka, gdy przechodzi ono przez aparat Golgiego. W etapie pierwszym N —
acetylogalaktozoamina (GaINAc) jest przylaczana do reszt Ser lub Thr bialka poprzez transferaze
GalINAc. W kolejnych etapach zostaja dodane inne monosacharydy, zuzyciem cukréw
zaktywowanych przez nukleotydy. Liczba ityp dodanych monosacharydéw $cisle zaleza od
bialkowego substratu. Z kolei oligosacharydy przylaczane wigzaniem N - glikozydowym
syntetyzowane sa w postaci rozgalezionych struktur prekursorowych, ate przekazywane sa na
akceptorowa reszte Asn modyfikowanego bialka. Oligosacharyd jest syntetyzowany na przenos$niku
lipidowym, jakim jest fosforan dolicholu [18].

Ludzki genom sklada sie z okolo 30 do 50 tysiecy gendéw kodujacych bialka, aliczba bialek
poznanych do tej pory to w przyblizeniu 500 tysiecy. Oznacza to, ze na jeden gen przypada prawie 10
roznych wariantéow bialek [10]. Modyfikacje potranslacyjne ttumaczy sie jako chemiczne zmiany
w strukturach bialek, ktore katalizowane sg przez specyficzne enzymy. Obecnie poznanych jest okoto
300 modyfikacji potranslacyjnych, asukcesywnie odkrywane s3a nowe [20]. Modyfikacje
potranslacyjne w bialkach powoduja zmiany w oddzialywaniach zinnymi biatkami, fakt ze
kierowane sa one do specyficznych miejsc w komdrce, oraz maja wplyw na ich strukture trzecio
iczwartorzedowa [23]. NajczesSciej wystepujacymi modyfikacjami s3: sulfatacja, fosforylacja,
hydroksylacja, metylacja ubikwitynacja, oraz glikozylacja [20].

Glikozylacja spelnia istotng role w mechanizmie wzajemnego rozpoznawania sie komorek, np.
w trakcie tworzenia przerzutdow nowotworowych [14]. W ciggu 35 -letnich badan, stwierdzono, ze
nieprawidlowa glikozylacja wystepuje w niemal wszystkich typach nowotwordéw, a wiele epitopdw
glikanowych stanowi antygeny nowotworowe. Ostatnie badania wskazuja, ze nieprawidlowa
glikozylacja jest rezultatem poczatkowych transformacji onkogennych, a takze odgrywa kluczowa
role windukcji inwazji itworzenia przerzutéw. Pojecie promocji lub hamowania nowotworu
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zaleznego od glikozylacji jest opracowane w zwigzku z badaniami klinicznym [21]. Wysoka ekspresja
niektorych epitopow glikanowych sprzyja inwazji itworzeniu przerzutéw, prowadzac do
zmniejszenia odsetku 5-10 letnich przezy¢ chorych, podczas gdy ekspresja innych epitopéw
glikanowych hamuje progresje nowotworu, co prowadzi do wyzszych wskaznikéw przezycia
pooperacyjnych [21].

1.4 Aptamery

Aptamery (tac. aptus - przyczepiony, dopasowany;, mer - czasteczka) sa jednoniciowymi
oligonukleotydami kwasu rybonukleinowego (RNA) lub deoksyrybonukleinowego (DNA), ktdre
wykazuja wysokie powinowactwo ispecyficzno$¢ wigzania do $cisle okres§lonych biomoleku} lub
czasteczek. Male czasteczki takie jak barwniki organiczne, nukleotydy, aminokwasy, narkotyki,
biopolimery, polisacharydy, peptydy i biatka mogq by¢ wigzane przez aptamery. Reakcje substratow
z aptamerami wystepuja w roztworze jak rowniez na powierzchni cial stalych (takze powierzchni
komorek).

W ostatnich latach wykorzystano nowo odkryte wlasciwosci aptamerdow, ktore umozliwiaja ich
zastosowanie do réznych celéw biomedycznych, a takze uzycie ich jako srodkéw farmaceutycznych
[23]. Powstawanie kompleksdw z aptamerami obejmuje réozne typy interakcji (wigzania wodorowe,
sily Van der Waalsa, oddzialywania elektrostatyczne).

Aptamery wyodrebniono dzieki metodzie SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) [22,24]. Technika SELEX opiera sie na zidentyfikowaniu oraz wybidrczej
amplifikacji  oligonukleotydow, ktére charakteryzuja sie specyficznym i selektywnym
powinowactwem do liganda, sposrdd licznej puli przypadkowych sekwencji, stanowigcych biblioteke
oligonukleotydow. W metodzie tej wyrdznia sie trzy gléwne etapy: utworzenie kombinatoryczne;j
biblioteki DNA badZz RNA, selekcje oligonukleotydéw oraz powielenie wyselekcjonowanych
aptamerow.
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Cykl powtarzany jest wielokrotnie, az do uzyskania pojedynczej sekwencji oligonukleotydu.
Pierwszym etapem jest utworzenie biblioteki kombinatorycznej RNA badz DNA za pomocg syntezy
chemicznej. Tworzg ja czasteczki o réznych formach, ksztaltach, jednak o okreslonej dtugosci. Drugim
etapem jest selekcja oligonukleotyd6w, ktdre za pomoca specyficznego oddzialywania zwiazaty sie
z docelowgq czasteczka. Nastepnie pule oligonukleotyddw inkubuje sie z docelowa czasteczka w $cisle
okreslonych warunkach. Niezwigzane aptamery sa usuwane poprzez przemywanie, natomiast
czasteczki, ktére wigza sie specyficznie sa w dalszym etapie eluowane i powielane sg dzieki reakcji
PCR, badz RT/PCR (PCR z odwrotng transkryptaza).

Aptamery moga by¢ stosowane do celéw terapeutycznych, w taki sam sposéb jak przeciwciala
monoklonalne. Jednakze w przeciwienstwie do tradycyjnych sposobéw wytwarzania przeciwcial
monoklonalnych, moga by¢ syntetyzowane w ,probéwce” w nieograniczonych ilo$ciach. Obecnie
przeciwciala pozyskuje sie ze zwierzat. Po osiagnieciu konkretnego miana przeciwcial od
immunizowanych zwierzat (najczesciej sa to myszy, kozy ikroliki) pobierana jest krew, z ktorej
uzyskuje sie surowice z przeciwcialami. Z uwagi na cierpienie zwierzat oraz problem pojawiania sie
immunizacji w organizmie gospodarza, metoda ta powinna by¢ stosowana wylgcznie
w uzasadnionych przypadkach [25]. Warunki icele terapii moga by¢ dobrane technika in vitro
W sposob, ktéry mogiby by¢ niemozliwy przy wykorzystywaniu zywych organizméw. Aptamery sa
obecnie poddawane ocenie Kklinicznej w przypadku choréb oczu, choréb hematologicznych
inowotwordw [22]. Aptamery stanowig ciekawa grupe lekow, charakteryzujgca sie poréwnywalnym
powinowactwem ispecyficznoscia jak przeciwciala terapeutyczne, jednocze$nie pozwalajac na
unikniecie probleméw immunogennosci lekéw bialkowych imoga by¢ wytwarzane w bardziej
wydajny sposéb [22].

1.5 Identyfikacja glikozylacji - proteomika

Badanie proteomu rozni sie znaczgco od tradycyjnych technik biochemicznych, ktére stosowane
sg w identyfikacji i badaniu funkcji bialek. Proteomika umozliwia jednoczesng analize tysiecy bialek
za pomoca polaczenia wielu technik analitycznych [10]. Cel badan proteomicznych stanowi
wyodrebnienie bialek wytwarzanych przez komoérki inarzady w stanach fizjologicznych
i patologicznych, a takze badanie wzajemnych zalezno$ci miedzy nimi [10; 23]. Badanie proteomiczne
mozna podzieli¢ na trzy etapy:

1) pozyskanie i przygotowanie materiatu do badan,
2) analiza profilu bialek za pomoca technik spektrometrii mas,
3) bioinformatyczna analiza danych.

Wykorzystywane sg coraz to nowocze$niejsze technologie, a zastosowanie metod proteomicznych
w praktyce klinicznej pozwala na identyfikacje biomarkerow, ktére bedzie mozna potencjalnie
wykorzysta¢ w diagnostyce i terapii choréb nowotworowych [9]. Pierwszy etap badania
proteomicznego stanowi izolacja bialek z komorek. Etap drugi polega na rozdziale bialek dzieki
metodom takim jak elektroforeza zelowa [9] lub chromatografia cieczowa. Do analizy modyfikacji
potranslacyjnych bialek wykorzystuje sie rdzne techniki spektrometrii mas w polaczeniu
z bialkowymi bazami danych oraz programami do sekwencjonowania de novo [23, 9; 27]. Analiza ta
$ciSle wigze sie z bioinformatyka i przeszukiwaniem baz danych w celu znalezienia konkretnego
biatka badz peptydu [23].
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Rys. 3 Schemat przebiegu analizy proteomiczne;j.

Bialka stanowig trudny obiekt badan ze wzgledu na ich przestrzenna strukture oraz wystepowanie
w wielkoczgsteczkowych kompleksach [16].

Zaburzenia w procesach regulujacych modyfikacje bialek sa niebezpieczne dla organizmu, moga
powodowac choroby, takie jak Alzheimer czy nowotwory [26]. Przykladem jest N-homocysteinylacja
(czasteczki homocysteiny przylaczane sg do reszty lizyny w bialkach) wynikiem jest zmiana struktury
trzeciorzedowej bialka, ktérej konsekwencjg moze by¢ np. choroba ukladu krwionosnego [23]. Istotne
znaczenie w identyfikacji proceséw prowadzacych do powstania stanéw chorobowych ma analiza
modyfikacji potranslacyjnych. Wiadomo, ze fosforylacja badz glikozylacja bialek przyczynia sie do
powstawania wspomnianych powyzej choréb [23]. Zastosowanie techniki elektroforezy
dwuwymiarowej lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej w polaczeniu ze spektrometriag mas
stwarza mozliwo$¢ precyzyjnej analizy profili bialkowych wréznych stanach patologicznych
ludzkiego organizmu dostarczajac potencjalnych biomarkerow wielu jednostek chorobowych [10].

Analizy proteomiczne sg skomplikowane, ponadto zaplecze tych analiz ma ogromny wplyw na
jako$¢ uzyskiwanych wynikéw, a proces optymalizacji przygotowania prébek wymaga niezwyklej
starannosci na wszystkich etapach pracy [27].
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