Zastosowanie analitycznych mikromacierzy biatkowych

w diagnostyce i terapii raka pluc

STRESZCZENIE

Rak pluc jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw i gléwna przyczyna
zgonow onkologicznych. Analityczne mikromacierze bialkowe stanowia obiecujace na-
rzedzie diagnostyczne, szczeg6lnie we wczesnym wykrywaniu choroby. Umozliwiaja szyb-
ka i czula analize wielu biomarkeréw, przewyzszajac tradycyjne metody, oraz pozwalaja na
réznicowanie typow nowotworu i wspieraja medycyne spersonalizowana. Dodatkowa zaleta
jest mozliwoé¢ badania prébek nieinwazyjnych, np. surowicy. Mimo pewnych ograniczen
technologia ta dynamicznie sie rozwija. Celem pracy jest przedstawienie sposobu dzialania,
budowy i zastosowan analitycznych mikromacierzy bialkowych jako zaawansowanych na-
rzedzi diagnostycznych w biologii molekularnej oraz w badaniach interakcji biatkowych.
W pracy réwniez zostaly oméwione korzysci wynikajace z zastosowania tej technologii, jej
przewagi nad metodami tradycyjnymi, jak i ograniczenia majace wplyw na praktyczne wy-
korzystanie w diagnostyce i terapii nowotworowej.

NOWOTWOR PEUC

Jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw na Swiecie jest rak ptuc.
Jest on réwniez gléwna przyczyng zgonéw wsréd pacjentéw onkologicznych. W
2018 roku na $wiecie odnotowano 1,8 miliona zgonéw oséb chorujacych na raka
pluc. Naukowcy szacujg, ze do roku 2040 liczba zgonéw pacjentéw z rakiem
pluc moze wzrosnaé o 67% [1]. Z kolei wedlug najnowszych danych, w roku
2022 odnotowano 2,48 miliona nowych przypadkéw zachorowar na nowotwor
pluc, a liczba zgondéw na $wiecie stale wynosi 1,8 miliona [2].

Woczesne wykrycie raka pluc ma istotne znaczenie ze wzgledu na czeste wy-
stepowanie przerzutéw do osrodkowego ukladu nerwowego, obserwowanych
u 54% pacjentow. Wczesna diagnostyka nowotworu pluc czesto nastepuje przy-
padkowo z powodu wystapienia niespecyficznych objawéw, jak na przykiad
kaszel, bol w klatce piersiowej i dusznosci. Standardowe metody diagnostyczne
raka pluc obejmujg badania obrazowe, takie jak tomografia komputerowa czy
radiografia, jednak moga by¢ niewystarczajace do doktadnej analizy zmian no-
wotworowych [3]. W ostatnich latach nastgpit rozw¢j diagnostyki molekularnej,
ktéra odgrywa coraz wieksza role w dziedzinie nowotworéw. Umozliwia ona
miedzy innymi wykrywanie specyficznych mutacji i zmian ekspresji biomarke-
réw nowotworowych [4]. Dlatego prowadzone sg poszukiwania nowoczesnych
narzedzi diagnostycznych, takich jak analityczne mikromacierze bialkowe, w
celu wczesnego wykrywania raka pluc.

Uwaza sig, ze gtéwnym czynnikiem ryzyka wystapienia raka ptuc jest pale-
nie tytoniu. Rozw6j choroby jest réwniez zwiazany z zanieczyszczeniem powie-
trza, zla dietg oraz ryzykiem zawodowym, ktére moga oddzialywac¢ z paleniem
tytoniu i tym samym wplywac na epidemiologie nowotworu ptuc. W badaniu
przeprowadzonym przez Fan i in. (2023) celem bylo zrozumienie, w jaki spo-
s6b czynniki demograficzne wplywaja na wskaznik umieralnosci raka ptuc [1].
Zostalo wykonane badanie GBD (ang. Global Burden of Disease) w 2019 roku na
poziomie krajowym, regionalnym oraz globalnym. Wyniki badania dowodza,
ze do wzrostu liczby zgonéw z powodu raka ptuc na $wiecie w latach 1990-
2019 miaty wplyw wzrost liczby ludnosci oraz starzenie sie populacji. Liczba
zgonéw na catym $wiecie wzrosta z 1,07 miliona w 1990 roku do 2,04 miliona
w 2019 roku. Dodatkowo wyniki badania wskazujg, Zze na poziomie globalnym,
jak i rejonowym w latach 1990-2019 skala wzrostu liczby zgonéw raka ptuc byta
wyzsza u kobiet niz u mezczyzn na calym $wiecie. Odnotowano réwniez taki
sam wplyw czynnikéw epidemiologicznych i demograficznych u kobiet, jak i u
mezczyzn [1].

W 131 krajach zaobserwowano spadek standaryzowanych wzgledem wieku
wskaznikéw $miertelnosci z powodu raka pluca, co wskazuje na zmniejszenie
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Wykaz skré6tow: BRE (ang. Biomimetic Recogni-
tion Elements) - syntetyczne czasteczki, ktorych
zadaniem jest nasladowac¢ naturalnie wystepu-
jacy mechanizm rozpoznawania biologiczne-
g0, jak i selektywne wigzanie sie z docelowy-
mi czasteczkami. Stosowane w biosensorach,
dzieki wysokiej stabilnosci oraz odpornosci na
zmieniajace sie warunki Srodowiska reakcji,
EGFR (ang. Epidermal Growth Factor Receptor)
- biatko na powierzchni komérek odpowiada-
jace za regulacje przezycia, wzrostu i podziatu
komoérek nabtonkowych. Nalezy do recep-
toréw z rodziny tyrozynokinaz, GBD (ang.
Global Burden of Disease) - badanie majace na
celu sprecyzowanie wplywu choréb, czynni-
kow ryzyka czy urazéw na zdrowie ludnosci
na calym $wiecie, IP (ang. Immunoprecipitation)
- metoda selektywnej izolacji bialek z lizatéw
tkankowych lub komérkowych. Metoda wy-
korzystuje unieruchomione na statym nosniku
(np. czasteczki magnetyczne) przeciwciato,
ktore po zwigzaniu z docelowym biatkiem
ulega wytraceniu (precypitacji), a nastepnie
zostaje oddzielone od pozostatych komponen-
tow prébki, LCNEC (ang. Large Cell Neuroendo-
crine Carcinoma) - rzadki typ nowotworu ptuc
charakteryzujacy sie posiadaniem cech SCLC,
jak i NSCLC, MIP (ang. Molecularly Imprinted
Polymers) - syntetyczne polimery, ktére po
przeprowadzeniu procesu polimeryzacji w
swojej strukturze zawieraja specyficzne miej-
sca wigzania. Dzigki tym miejscom MIP zdol-
ne s3 do selektywnego rozpoznawania oraz
wigzania z docelowymi czasteczkami, ktérym
odpowiada konkretne miejsce na syntetycz-
nym polimerze, NSCLC (ang. Non-Small Cell
Lung Cancer) - najpowszechniejszy nowotwor
pluc, ktéry w poréwnaniu z SCLC cechuje sie
wolniejszg progresja, SCLC (ang. Small Cell
Lung Cancer) - ztosliwy i szybko proliferujacy
nowotwor pluc, ktéry charakteryzuje sie ztym
rokowaniem oraz wczesnym rozsiewem, jak i
przerzutowaniem.

Podziekowania: Serdecznie dzigkuje Panu
Profesorowi Jerzemu Lisowi za opieke meryto-
ryczng, wsparcie oraz cenne wskazoéwki. Dzie-
kuje rowniez mojej Rodzinie i Najblizszym za
wsparcie, cierpliwos¢ oraz motywacje, ktére
byly dla mnie nieoceniong pomoca w trakcie
realizacji niniejszej pracy.
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ryzyka zgonu niezaleznie od zmian struktury demograficz-
nej populacji. Najwiekszy spadek w liczbie zgonéw os6b
chorujacych na nowotwoér pluc obserwowano w Wielkiej
Brytanii oraz w Szwajcarii [1]. W Azji oraz Europie Wschod-
niej liczba zgonéw z powodu raka ptuc nadal wskazuje ten-
dencje wzrostowa [2]. Obserwowane réznice regionalne
moga odzwierciedla¢ zréznicowane trendy w ekspozycji
na dym tytoniowy, a takze odmienny poziom wdrozenia
programow profilaktyki, diagnostyki i leczenia onkologicz-
nego.

W 2015 roku opublikowana zostata klasyfikacja raka ptuc
przez Swiatowa Organizacje Zdrowia - WHO (ang. World
Health Organization), wyrézniajaca dwa gtéwne typy: drob-
nokomoérkowy rak pluc, SCLC (ang. Small Cell Lung Cancer)
i niedrobnokomérkowy rak ptuc, NSCLC (ang. Non-Small
Cell Lung Cancer) [3]. Podzial ten opiera si¢ na réznicach
histologicznych, obejmujacych morfologie komoérek no-
wotworowych, tempo wzrostu oraz odmienny przebieg
kliniczny choroby. NSCLC stanowi grupe bardziej hetero-
genna i obejmuje kilka podtypéw histologicznych, podczas
gdy SCLC charakteryzuje sie bardziej jednolitym obrazem
mikroskopowym i znacznie wieksza agresywnoscia klinicz-
na.[3]

Rak ptuc nalezy do nowotworéw ztosliwych o zréznico-
wanym pochodzeniu, histologii i tempie progresji zaleznie
od typu nowotworu. Moze on pochodzi¢ z pecherzykéw
plucnych, oskrzelikéw czy gruczolow Sluzowych oskrze-
li. Najczesciej wystepujacym typem raka ptuc jest NSCLC,
ktory odnotowuje si¢ u okoto 80% przypadkéw. Jego domi-
nacja moze wynikaé z duzej ré6znorodnosci podtypow oraz
cech molekularno-biologicznych nowotworu, np. mutacji
receptora naskérkowego czynnika wzrostu, EGFR (ang.
Epidermal Growth Factor Receptor) [3].

W 2021 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) do-
konata aktualizacji powyzszej klasyfikacji nowotworu ptuc.
W najnowszej klasyfikacji nowotwory neuroendokrynne
zostaly wyodrebnione na nowotwory o niskiej ztosliwosci
oraz te o agresywnych postaciach np. SCLC czy rak neuro-
endokrynny wielkokomoérkowy. W obrebie NSCLC wpro-
wadzono zmiany, w ramach ktérych rak neuroendokrynny
wielkokomoérkowy LCNEC (ang. Large Cell Neuroendocrine
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Rycina 1. Obraz mikromacierzy biatkowej przedstawiajacy immobilizowane
sondy na powierzchni noénika stuzace do analizy profilu biatek. Mikromacierz
sklada sie z 6566 prébek biatkowych. Unieruchomione bialka fuzyjne z transfera-
za S-glutationowa (GST) identyfikowano za pomocg znakowanego przeciwciala
anty-GST [5].
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Carcinoma) uznano za odrebny podtyp. Dodatkowo do sys-
tematyki zostaly wprowadzone rzadsze nowotwory ptuc
jak gruczolak oskrzelikowy i guz rzeskowo-$luzowy bro-
dawkowaty. Zostaly réwniez doprecyzowane podtypy do-
tyczace gruczolakoraka ptuc wedtug cech molekularnych i
ekspresji genéw [4].

MIKROMACIERZE BIALKOWE

CHARAKTERYSTYKA I KLASYFIKACJA

Mikromacierze biatkowe stanowia bezposrednig techni-
ke proteomiczng stosowang jako wysokoprzepustowe na-
rzedzia w celu jednoczesnej analizy wielu bialek. Umozli-
wiajq analize interakgji bialek z innymi czasteczkami biolo-
gicznymi oraz ich aktywnosci, jak i funkcje [5]. Ze wzgledu
na zastosowanie i wytwarzanie mikromacierzy biatkowych
mozna podzieli¢ je na trzy grupy: analityczne, funkcjonalne
oraz RPPAs (ang. Reverse-phase protein arrays) [6].

Analityczne macierze bialkowe stosowane sa do wykry-
cia bialek badz ich oznaczenia ilosciowego w probkach.
Dzieki temu znalazly zastosowanie jako wychwytujace mi-
kromacierze w badaniu zmian pozioméw ekspresji biatek,
wykrywaniu biomarkeréw nowotworowych, identyfikacji
tkanek chorobowych oraz w diagnostyce klinicznej, szcze-
gblnie obejmujacej choroby nowotworowe. Funkcjonalne
macierze biatkowe wykorzystywane sa w badaniu aktyw-
nosci biochemicznych i enzymatycznych catych proteoméw
w celu diagnostyki choréb autoimmunologicznych, czy
infekcji. Moga one bada¢ m.in. interakcje takie jak: biatko-
-biatko, bialko-lek, biatko-lipid czy nawet bialko-DNA. Z
kolei RPPA znalazlo zastosowanie w monitorowaniu sieci
sygnalizacyjnych w szlakach wewnatrzkomérkowych, co
pozwala na ich wykorzystanie w analizie biomarkeréw no-
wotworowych [6].

BUDOWA MIKROMACIERZY BIALKOWYCH

Mikromacierz bialkowa jest zminiaturowanym syste-
mem analitycznym skladajacym sie z licznych réwnole-
glych stanowisk testowych, dzieki ktérym mozliwe jest
jednoczesne wykonanie wielu analiz, przy zastosowaniu
minimalnej liczby prébek. Mikromacierz bialkowa, zwana
réwniez chipem biatkowym, zawiera w kazdym réwnole-
glym stanowisku minimalng iloé¢ biatek oczyszczonych
o duzej gestosci. Znane sa dwa formaty mikromacierzy:
dwuwymiarowy i tréjwymiarowy. Najczesciej stosowany
jest format dwuwymiarowy, w ktérym miejsca testowe z
unieruchomionym biatkiem znajduja sie¢ na mikroskopij-
nym szkietku podstawowym, co pozwala na tatwa detekcje
optyczna np. przez fluorescencje. Format tréjwymiarowy to
tzw. multiplexed bead-based assays, ktéry umozliwia bardziej
efektywna analize niewielkiej liczby probek, dostarczajac
wieksza iloé¢ informacji w krotszym czasie [7], [8]. Obraz
mikromacierzy bialtkowej przedstawiony zostal na rysunku
uzupelniajgcym Ryec. 1.

Zwykle przygotowanie mikromacierzy biatkowej opie-
ra sie na immobilizacji biatka na mikroskopowym szkietku
podstawowym. Powierzchnia z reguly jest ptaska i poddana
modyfikacji chemicznej poprzez wprowadzenie reaktyw-
nych grup funkcyjnych (m.in. aldehydowych, aminowych i
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epoksydowych), ktére umozliwiaja tworzenie licznych, jak
i ré6znorodnych wigzan z czasteczkami biologicznymi [9].

Istotnym etapem immobilizacji jest unieruchomienie
interesujacego nas biatka/czastki wychwytujacej do odpo-
wiedniej powierzchni. Ma to kluczowe znaczenie w utrzy-
maniu stabilnoséci unieruchomionych biatek/czastek wy-
chwytujacych i uzyskania najbardziej wiarygodnych wyni-
kow. Najczesciej taka powierzchnia jest szklo, plastik, ztoto,
hydrozele, nitroceluloza [9]. W diagnostyce wykorzystuje
sie¢ rowniez polimery takie jak PET (ang. Polyethylene tere-
phthalate) lub poliweglan, PC (ang. Polycarbonate) [5]. Wybor
takiej powierzchni opiera si¢ na szczegélnych wymogach
zwigzanymi z niskim tlem (odczyt fluorescencji), niskim
niespecyficznym wigzaniem oraz odpowiednia stabilnoscia
i dostepnoscia sond [9].

Najwiekszym wyzwaniem w immobilizacji analitycz-
nych mikromacierzy biatkowych jest zapewnienie wila-
sciwych czastek wychwytujacych, ktére bylyby w stanie
wychwyci¢ odpowiedni typ biatka nawet przy jego niskim
poziomie ekspresji, gdyz w badanej prébce moga sie znaj-
dowac setki tysiecy réznych bialek o innych stezeniach. Ta
trudnoéé¢ odréznia mikromacierze biatkowe od mikroma-
cierzy DNA, w ktérych caly przebieg polega na prostym
procesie parowania zasad [8].

Waznym komponentem analitycznych mikromacierzy
biatkowych sa elementy biorozpoznania, BRE (ang. Biomi-
metic Recognition Elements) odpowiadajace miedzy innymi
za specyficzne wiagzanie analitow, umozliwiajac tym samym
skuteczne wykrywanie biomarkeréw chorobowych. Do naj-
czesciej stosowanych elementéw biorozpoznawania naleza:
przeciwciala, peptydy, aptamery i polimery z nadrukiem
molekularnym, MIP (ang. Molecularly Imprinted Polymers).
Elementy r6znia sie swoistoscig, powinowactwem, stabilno-
Scia, okresem trwalosci oraz kosztem produkcji, co wptywa
na ich zastosowanie. Wczesniej BRE izolowano z ukladéw
biologicznych np. przeciwciala, natomiast obecnie stosuje
sie takze elementy syntetycznego biorozpoznawania, takich
jak polimery z nadrukiem molekularnym [9].

Przeciwciala sa istotnymi receptorami ukfadu odporno-
Sciowego organizmu, poniewaz biora udzial w rozpozna-
waniu i neutralizacji patogenu. W analityce znalazty swoje
zastosowanie jako wysoko swoiste i czule narzedzia do roz-
poznawania analitu, np. przy formacie testu kanapkowego.
Stosowane sg przeciwciala poliklonalne oraz monoklonal-
ne, ale réwniez znana jest nowa technologia przeciwciat re-
kombinowanych, ktére sa bardziej stabilne. Minusem tych
elementéw przede wszystkim sa wrazliwos¢ na substancje
toksyczne, reaktywnos¢ krzyzowa oraz wysokie koszty pro-
dukcji [9].

Peptydy sa krétkimi polimerami aminokwaséw zdolny-
mi do rozpoznawania bialek, jonéw metali, przeciwcial oraz
DNA. Produkgcja takich peptydéw odbywa sie przez synte-
ze w fazie stalej, a nastepnie wystepuje unieruchamianie i
znakowanie. Najwiecej stosowane sa w momencie polacze-
nia z fluoroforami wrazliwymi na srodowisko [9].

Aptamery to sztuczne i zmodyfikowane ligandy kwaséw
nukleinowych o wysokim powinowactwie do docelowego
analitu. Sa specyficzne do biatek, peptydéw, komoérek oraz
czgsteczek organicznych i nieorganicznych. W przeciwien-
stwie do przeciwcial nie wymagaja uprzedniej aktywacji
odpowiedzi immunologicznej, ale tak samo moze dojs¢ do
wystapienia reaktywnosci krzyzowej. Aptamery dodatko-
wo moga funkcjonowaé w srodowisku, w ktérym nie dzia-
taja przeciwciata, takie jak np. rozpuszczalniki organiczne.
Moga réwniez podlega¢ modyfikacji potranslacyjnej, dzieki
ktorej osiggane sg zamierzone efekty, jednakze czesto moze
dojs¢ do utrudnienia wigzania aptameru. Najczesciej stoso-
wane sg aptamery w testach bezposérednich, kanapkowych
oraz konkurencyjnych [9].

Polimery z nadrukiem molekularnym sa specjalnie zapro-
jektowanymi polimerami, ktére maja szczegélng specyficz-
noéc¢ do analitu docelowego. Sg bardziej stabilne od natural-
nych BRE i zdolne do pracy w ekstremalnych warunkach,
takich jak wysoka temperatura, obecnoé¢ rozpuszczalnika
organicznego, zasady lub kwasu. Podstawowym ograni-
czeniem MIP jest wystepowanie reaktywnosci krzyzowej,
staba wydajnos¢ w roztworach wodnych oraz wymywanie
pozostatoséci matrycowych. MIP znalazly swoje zastosowa-
nie takze w procedurze dostarczania lekéw, odnajdywania
molekut catych komérek oraz w testach hamowania w mo-
mencie wykrywania niskoczasteczkowej toksyny [9].

ZASTOSOWANIE ANALITYCZNYCH
MIKROMACIERZY BIALKOWYCH

BIOMARKERY

Biomarkery sa biologicznymi czasteczkami wykrywa-
nymi w plynach ustrojowych, we krwi oraz w tkankach.
Odgrywaja kluczowa role w diagnostyce, poniewaz umoz-
liwiaja identyfikacje obecnosci lub braku choroby. Co wie-
cej, biomarkery stosowane s3 w celu monitorowania prze-
biegu choroby oraz w ocenie skutecznosci terapii. Mozna
wyréznié kilka typoéw biomarkeréw, m.in. markery meta-
boliczne, genetyczne, epigenetyczne, jak i biatkowe. W kon-
tekscie nowotworu pluc kluczowymi markerami sa biatka
[10]. Zwigzane jest to gtéwnie z ich udzialem w procesach
komoérkowych. W diagnostyce raka ptuc stosuje sie wiele
biomarkeréw biatkowych o okreslonej czulosci i swoistosci
[3]. Odpowiedni biomarker nowotworowy powinien by¢
specyficzny, tatwy do wykrycia oraz obecny we wczesnym
stadium choroby nowotworowej [11].

Do gtéwnych biomarkeréw raka pluc zalicza sie¢ HP
(haptoglobina), EGFR (receptor naskérkowego czynnika
wzrostu), SAA (amyloid A w surowicy), oraz APOA1 (apo-
liproteina A-1). Znane sa réwniez markery wskaznikowe
umozliwiajace ocene stadium choroby oraz monitorowanie
skutecznosci terapii: VIM (vimentina), CALM (calmodu-
lina), czy ANXA (annexina). Niektére biomarkery nowo-
tworowe wystepuja w niskich stezeniach w surowicy, co
utrudnia precyzyjna diagnoze. Dlatego czesto stosuje sie
kombinacje biomarkeréw, co pozwala na dokladniejsze r6z-
nicowanie typéw nowotworu. Najczesciej wykorzystywang
kombinacja biomarkeréw jest potaczenie CEACAM oraz
CYFRA 21-1 [3]. W Tabeli 1 zestawiono najczesciej wyko-
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Tabela 1. Biatkowe biomarkery raka ptuc [3].

Typ nowotworu pluc Reprezentatywne biomarkery bialkowe

NSCLC, SCLC AGER, C100rf116, ADD2,
(niedrobnokomorkowy PRX, LAMB3,
rak ptuc, SYNM, SPTA1, ANK1, CAV1, SDPR,

drobnokomérkowy rak phuc) IGFBP3, HGF, SAA, HP

CALCA, CPS1, CHGB, AGR2, PCSK1,
DSG2, CRABP2, CKMT1B, AKR1B10,
PCNA

Gruczolakorak ptuc

SERPINB5, PKP1, AKR1C, AKR1C3,

Plaskonablonkowy rak ptuc o) 002> SEN, MMP14, THEBS1, PLAU

rzystywane biomarkery biatkowe stosowane w diagnostyce
raka pluc.

Najnowsze badania wskazuja na potencjalny nowy bio-
marker prognostyczny niedrobnokomoérkowego raka ptuc
(NSCLC). Badanie zostalo opublikowane 1 stycznia 2025
roku przez Zhang i in. (2025). Przeprowadzono analize cy-
kliny A2 (CCNA2) w celu okreslenia jej roli w procesie no-
wotworzenia. Wyniki badania potwierdzajg korelacje mie-
dzy wzrostem ekspresji biomarkera biatkowego a progresja
i przerzutowaniem NSCLC. Ponadto wykazano wysoka
dokladnosé diagnostyczna tego biomarkera [12].

WYKRYWANIE BIOMARKEROW NOWOTWOROWYCH
PRZEZ ANALITYCZNE MIKROMACIERZE BIALKOWE
Najczesciej wykorzystywanym materialem biologicznym
w diagnostyce raka ptuc jest surowica krwi. W surowicy
mozna wykryé charakterystyczne markery nowotworowe
[3]. Ponadto w surowicy mozliwe jest wykrywanie biatek
zwigzanych z przerzutowaniem metoda mikromacierzy

biatkowych [11].

Jedno z najwazniejszych zastosowari mikromacierzy
przeciwcial jest wykrywanie biomarkeréw nowotworo-
wych i moga by¢ wykorzystywane réwniez do monitoro-
wania progresji choroby. Technika ta umozliwia jedno-
czesng analize wielu biomarkeréw w prébce, co stanowi
istotng przewage nad wczesniej dominujaca spektrometrig
mas oparta na mapowaniu bialek. Ponadto zastosowanie
mikromacierzy przeciwcial pozwala na analize i poréwna-
nie profilu proteomicznego oséb zdrowych oraz pacjentéw
z chorobg nowotworowa. W tej technice immobilizowane
przeciwciala sa najczesciej biotynylowane, natomiast do
fluorescencyjnej detekgji i iloéciowej oceny poziomu anali-
tu wykorzystywana jest streptawidyna-fikoerytryna. Préb-
ka zawierajaca biatka bedace potencjalnymi biomarkerami
nowotworowymi jest inkubowana razem z mikromacierza.
Analizowane biatka bedace potencjalnymi biomarkerami
nowotworowymi sa wychwytywane przez immobilizowa-
ne przeciwciala dzigki specyficznemu wigzaniu antygen-
-przeciwcialo. W wyniku reakcji generowany jest sygnat
fluorescencyjny. Sygnat fluorescencyjny jest nastepnie od-
czytywany przez detektor i analizowany przez program
bioinformatyczny, umozliwiajac poréwnanie poziomoéw
ekspresji biatek pomiedzy osobami zdrowymi a chorymi na
nowotwor [13].
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Inna nowoczesna metoda wykrywania biomarkeréw no-
wotworowych jest zastosowanie lektynowej mikromacierzy
biatkowej. Wykrywa ona nieprawidfowosci w resztach cu-
krowych bialek biomarkeréw, szczegoélnie tych stanowig-
cych glikoproteiny. Dzigki temu stosowana jest m.in. w mo-
nitorowaniu prawidtowych i nieprawidlowych komoérek
oraz we wczesnej diagnostyce nowotworowej. W metodzie
tej immobilizowane lektyny oddzialuja z r6znymi czastecz-
kami rozpoznajacymi, w tym np. znakowane glikoproteiny,
biotynylowane glikoproteiny czy znakowana streptawidy-
na. Na mikromacierz nanoszona jest probka zawierajaca
analizowane biatka, a nastepnie inkubowana jest z unieru-
chomionymi lektynami. Po zwigzaniu lektyn z biomarkera-
mi nowotworowymi generowany jest sygnat fluorescencyj-
ny, ktéry odzwierciedla specyfike oddziatywan oraz wzér
glikozylacji. Uzyskany sygnat jest nastepnie analizowany
przez dedykowany program bioinformatyczny [13].

Woczesdniej szeroko stosowang metoda analizy profilu
proteomicznego byla spektrometria masowa. Pozwala ona
na mapowanie, analize i identyfikacje bialek w prébkach
biologicznych. Dostarcza informacji o réznicach profili bial-
kowych miedzy komoérkami prawidiowymi, a komérkami
nowotworowymi. Dzieki zastosowaniu tej metody Kang i
wsp. odkryli gtéwny biomarker nowotworu pluc, jakim
jest haptoglobina (HP) [3]. Dodatkowo, spektrometria mas
umozliwita réznicowanie profili biatkowych pomiedzy
réznymi typami raka ptuc [3]. Wraz z rozwojem techno-
logii mikromacierze staly sie nowoczesng alternatywa dla
spektrometrii masowej i testow immunoenzymatycznych
(np. ELISA, Western blot). W przeciwienstwie do mikro-
macierzy bialkowych testy immunoenzymatyczne umoz-
liwiaja analize jedynie pojedynczych analitow. Ponadto
analiza z wykorzystaniem mikromacierzy trwa krécej niz
24 godziny od przygotowania prébki do analizy danych
[14]. Przeprowadzono badanie w celu dokladnego poréw-
nania metody spektrometrii mas oraz mikromacierzy bial-
kowych. Naukowcy odkryli, ze te metody moga wzajemnie
sie uzupelniaé. Zastosowanie mikromacierzy biatkowych w
polaczeniu ze spektrometria masowa w przysztosci moze
zwiegkszy¢ skutecznosé i dokladnosé analizy bialek, szcze-
gblnie w wykrywaniu biomarkeréw nowotworowych. Jest
to kluczowe dla wczesnej diagnostyki nowotworowej [13].

Na Rycinie 2 poréwnano rézne metody wykrywania
bialek/biomarkeréw biorac pod uwage: multipleksowanie,
przepustowosé, swoistosé, czutosé, rozdzielczosé, rézno-
rodnoé¢ probek oraz zakres zastosowan. Najwyzsza moz-
liwa ocena dla kazdego parametru wynosita cztery. Anali-
za poréwnawcza wskazuje, Zze mikromacierze biatkowe w
tym mikromacierze przeciwciatl wyrézniaja sie szczegélnie
wysoka przepustowoscig oraz mozliwoscia jednoczesnej
analizy wielu biomarkeréw. W poréwnaniu z metodami ta-
kimi jak ELISA czy Western blot pozwalaja one na bardziej
kompleksowa analize prébek, natomiast w zestawieniu ze
spektrometrig masowa oferuja wiekszy potencjat do wyso-
koprzepustowych badari przesiewowych. Przedstawione
poréwnanie podkresla zalety mikromacierzy biatkowych w
zastosowaniach zwigzanych z identyfikacja biomarkeréw
nowotworowych [14].
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Rycina 2. Por6wnanie r6znych metod wykrywania bialek/biomarkeréw [14].

Jedna z metod profilowania

surowicy jest bezposrednie wykorzystanie mikromacierzy
przeciwcial do identyfikacji biomarkeréw. Analiza auto-
przeciwcial obecnych w surowicy z wykorzystaniem mi-
kromacierzy biatkowych moze by¢ przydatna w diagnosty-
ce raka pluc. Taka metode zastosowali Gao i wsp. uzywajac
mikromacierzy biatkowej z 84 przeciwciatami przy badaniu
surowicy pacjentéw chorych na raka ptuc [11].

Gaoiin. (2005) w swoim badaniu wykorzystali mikroma-
cierz pokryta nitroceluloza do zbadania prébek surowicy 24
zdrowych osob, 24 pacjentéw chorych na raka ptuc oraz 32
pacjentéw z przewlekla obturacyjng choroba ptuc, COPD
(ang. Chronic obstructive pulmonary disease). Wykorzystali
2-kolorowa amplifikacje toczacego sie kota (RCA) w celu
oznaczenia ilosciowego bialek (Ryc. 3). Odkryli, Ze siedem
bialek wykazalo réznice w ekspresji miedzy pacjentami z
nowotworem, a pacjentami z COPD. Do tych biatek nale-
zy m.in. biatko C-reaktywne, CRP (ang. Creactive protein)
oraz amyloid A w surowicy, SAA (ang. Serum Amyloid A)
potwierdzone technika Western blot. U pacjentéw choruja-
cych na nowotwoér pluc odnotowano réwniez obnizenie po-
ziomu transferyny i gelsoliny. Wyniki badania sugeruja, ze
dziedzina profilowania biatek przy uzyciu mikromacierzy
przeciwcial jest skutecznym narzedziem w diagnostyce no-
wotworowej pluc. Co wiecej, metoda ta umozliwia identyfi-
kacje bialek pozwalajacych na ré6znicowanie oséb zdrowych
i chorych na raka ptuc. Wedlug autoréw badania analiza
charakterystycznych profili biatkowych moze réwniez in-
formowac o odpowiedzi organizmu na nowotwor [16].

Podobne wnioski uzyskali Brezina i in. (2015), ktérzy
przeprowadzili badanie majace na celu identyfikacje sygna-
tur immunologicznych specyficznych dla raka ptuc przez
analize autoprzeciwciat w surowicy [17]. W badaniu zostaty
uzyte analityczne mikromacierze bialkowe pokryte unie-
ruchomionymi antygenami nowotworowymi TAA (ang.
Tumor Associates Antigens). Probki surowicy pobrano od
pacjentéw chorych na nowotwor pluc oraz zdrowych oséb
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stanowiacych prébe kontrolng. Autorzy postawili hipoteze,
ze specyficzne wzory wychwyconych autoprzeciwciat IgG
z probek surowicy przez antygeny TAA moga wspomagac
wczesna diagnostyke raka ptuc. Wyniki potwierdzity posta-
wiong hipoteze. Co wiecej, autorzy badania dostrzegli r6z-
nice miedzy poziomem autoprzeciwcial IgG w proébkach,
co mogto korelowa¢ z progresja nowotworu. Przykltadowo,
stezenie IgG w osoczu byto znaczaco wyzsze u pacjentéw
chorujacych na nowotwor ptuc w poréwnaniu z grupa kon-
trolna (test t, p < 0,0001), co przedstawiono na Ryc. 4. Od-
notowano réwniez réznice w profilu autoprzeciwciat, ktére
moga by¢ pomocne w réznicowaniu typéw raka ptuc. Bada-
nie potwierdzilo skutecznos¢ stosowania analitycznych mi-
kromacierzy biatkowych w profilowaniu autoprzeciwcial
jako narzedzie wykorzystywane we wczesnej diagnostyce
raka ptuc ze wzgledu na wysoka czuloé¢ i swoistosé. Wy-
niki sugeruja, Ze charakterystyczne wzory autoprzeciwciat

L 0 @@
e00cecse00

Kontrola {

Rycina 3. Obraz mikromacierzy przeciwcial uzyskany przez 2-kolorowa detekcje
RCA w badaniu surowicy pacjentéw z rakiem ptuca i grupy kontrolnej [16]. Stra-
tegia polega na znakowaniu prébek biotyna lub digoksygening i hybrydyzacji
z ukladem przeciwcial. RCA wzmacnia sygnat fluorescencyjny pochodzacy od
znakowanych biatek biotyng (Cy3) lub digoksygening (Cy5). Intensywnos¢ sy-
gnalu odczytywana jest przez skaner umozliwiajacy wykrywanie biomarkeréw
biatkowych z wysoka czutoscia.
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grupa kontrolna pacjenci z nowotworem

Rycina 4. Poréwnanie stezenia IgG w osoczu grupy kontrolnej (10,9 mg/ml +
0,33) i pacjentéw z rakiem ptuca (14,1 mg/ml + 0,47) w badaniu proteomicznym
[17].

moga postuzy¢ jako wskazniki do monitorowania odpowie-
dzi organizmu na leczenie [17]. Na Ryc. 5 przedstawiono
schemat badania.

Kolejne badanie zostalo przeprowadzone w 2021 roku
przez Liu i in. (2021), ktérzy wykorzystali mikromacierz
lektynowa w celu analizy zmian glikozylacji biatek w po-
branych ptynach z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego,
BAL (ang. Bronchoalveolar lavage) [15]. Autorzy badania
chcieli okreslié, czy okreslone wzorce glikozylacji moga
pelni¢ funkcje biomarkeréw nowotworowych we wczesnej
diagnostyce raka pluc. Prébki BALF pobrano od pacjentow
z gruczolakorakiem, ADC (ang. Adenocarcinoma), rakiem
plaskonabtonkowym, SCC (ang. Squamous Cell Carcinoma),
drobnokomoérkowym rakiem ptuca (SCLC) oraz pacjentéw
z fagodnymi chorobami ptuc, BPD (ang. Bronchopulmonary
Dysplasia) w celu poréwnania réznic w ekspresji glikopro-
tein. Badanie obejmowato okoto 401 prébek podzielonych
na kohorte treningowa, walidacyjna i podwdjna Slepa ko-
horte. Wykorzystano mikromacierz lektynowa, w ktoérej 15
(PHA-E, BPL, EEL) i 14 (LCA, SJA, PTL-II) lektyn wykazaly
istotne réznice w ekspresjach miedzy poszczegélnymi typa-
mi raka a grupa pacjentéw z BPD. Czuloé¢ diagnostyczna
modeli wynosita 91,7%, a dokltadnos¢ réznicowania pacjen-
tow z rakiem ptuc od os6b zdrowych do 86,4%. Najnizsza
skutecznos¢ odnotowano przy drobnokomérkowym raku
pluc (71,2%) oraz plaskonablonkowym raku ptuc (67,1%).
Wyniki badania wskazuja, ze wykryte wzorce glikozylacji
biatlek w BALF moga stuzy¢ jako nowe biomarkery w dia-
gnostyce raka pluc réwniez we wczesnych stadiach raka
ptuc. Dodatkowo przeprowadzono analize blottingu lek-
tynowego, aby potwierdzi¢ réznice w glikozylacji miedzy
badanymi grupami pacjentéw uzyskanych z analizy mikro-
macierzy. Przeprowadzone badanie potwierdza efektyw-
nos¢ stosowania mikromacierzy lektynowej jako narzedzia
diagnostycznego w réznicowaniu typéw nowotworu pluc,
mimo réznic w skutecznosci zaleznych od podtypu nowo-
tworu [15].

Mikromacierz lektynowa zostala réwniez zastosowana

przez Maiin. (2019) u pacjentéw z plaskonablonkowym ra-
kiem ptuc, LUSC (ang. Lung Squamous Cell Carcinoma) [18].
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Jednak materialami do badania byly tkanki plucne pobrane
w trakcie resekcji chirurgicznej od pacjentéw z plaskona-
blonkowym rakiem ptuc oraz oséb zdrowych. Zastosowana
mikromacierz skladala si¢ z 37 unieruchomionych lektyn,
ktore charakteryzowaly sie réznym powinowactwem wig-
zania. Prébki inkubowano z biatkami znakowanymi fluore-
scencyjnie Cy3. Dzieki uzyciu w badaniu mikromacierzy
wykryto wzorce glikozylacji w pobranych tkankach. Dodat-
kowo w celu zweryfikowania wynikéw i znormalizowania
réznic miedzy prébkami zdrowych i chorych pacjentéw
zastosowano blotting lektynowy, ilodciowy PCR w czasie
rzeczywistych oraz histochemie lektynowa opartg na flu-
orescencji. Glikozylacja bierze udziat w istotnych procesach,
takich jak komunikacja miedzykomoérkowa, interakcje biat-
ko-biatko, czy przerzutowaniu nowotwordéw. Stad niepra-
widlowa glikozylacja moze by¢ skutecznym wskaznikiem
nowotworzenia, a analiza nieprawidtowych wzorcéw w po-
branych tkankach moze takze postuzy¢ w zrozumieniu me-
chanizméw rokowania. Wyniki uzyskane w badaniu przy
uzyciu mikromacierzy lektynowej wskazuja istotne zmiany
w ekspresji wzorcow glikozylacji tkanek nowotworowych
i prébek kontrolnych (p < 0,05). Przeprowadzone badanie
potwierdza skuteczno$¢ mikromacierzy lektynowych jako
narzedzia diagnostycznego umozliwiajacego réznicowanie
tkanek nowotworowych i zdrowych [18].

WYKORZYSTANIE ANALITYCZNYCH MIKROMACIERZY
BIALKOWYCH W TERAPII NOWOTWOROWE]

Nowotwory, w tym rak ptuc, maja niejednorodny cha-
rakter, dlatego zastosowane leki czesto moga prowadzi¢ do
odmiennych efektéw terapeutycznych. W konsekwencji dla
niektérych pacjentéw chorujacych na nowotwor standardo-
we leczenie moze by¢ nieskuteczne. Specyficzne biomarke-
ry nowotworowe odgrywaja kluczowa role w diagnostyce
w okresleniu stopnia zlosliwosci nowotworu oraz w pro-
gnozowaniu przebiegu choroby. W terapii kluczowe jest
poszukiwanie biomarkeréw, ktére pozwolityby na ocene
skutecznosci leczenia farmakologicznego, ale réwniez do
monitorowania odpowiedzi organizmu na terapie [13].

W opracowywaniu lekéw i skutecznych terapii raka ptuc
kluczowy jest receptor naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR). Stat sie istotnym celem w poszukiwaniu aktywnych
Klinicznie inhibitoréw, ktére celuja w EGFR oraz blokuja
szlak sygnatowy [19]. Analityczne mikromacierze biatkowe
umozliwiaja wykrywanie prognostycznych biomarkeréw
nowotworowych, umozliwiajacych monitorowanie odpo-
wiedzi pacjenta na zastosowana terapie np. inhibitorami
kinazy tyrozynowej EGFR [20].

Shang i in. (2019) zastosowali mikromacierz przeciwciat
skladajaca sie z 41472 unieruchomionych przeciwcial (Ryc.
6). Celem badania byla identyfikacja biomarkeréw do oce-
ny skutecznosci terapii celowanej w gruczolakoraku pluc
z mutacjg EGFR. Przeciwciala umozliwialy ilosciowe pro-
filowanie bialek w surowicach pobranych od pacjentéw
poddanych terapii inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR
(EGFR-TKI). Surowice zostaly pobrane przed i w trakcie te-
rapii oraz w momencie nabycia opornosci na terapie przez
organizm. Wyniki uzyskane w badaniu potwierdzity kore-
lacje miedzy zmianami stezenia izoformy drugiego tanicu-
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Rycina 5. Schemat przebiegu badania opartego na mikromacierzach biatkowych
oraz metodach normalizacji danych w diagnostyce raka ptuca [17].

cha alfa fibrynogenu (FGA2), a reakcja na EGFR-TKI (p <
0,05). Przed terapia FGA2 utrzymywal sie na okreslonym
poziomie, ale w momencie wprowadzenia terapii EGFR-
-TKI poziom FGA2 znaczgco spadal. Po nabyciu oporno-
§ci na terapie poziom FGA2 ponownie wzrastal. Przepro-
wadzono analize danych z mikromacierzy przeciwcial.
Nastepnie zweryfikowane przeciwciala wykorzystano do
identyfikacji biatka przez immunoprecypitacje, IP (ang. Im-
munoprecipitation) i spektrometrie mas. Wyniki badania wy-
kazaly, ze FGA2 moze by¢ potencjalnym biomarkerem do
monitorowania skutecznosci terapii EGFR-TKI u pacjentéw
z nowotworem pluc. Badanie potwierdzito réwniez sku-
tecznosé¢ zastosowania mikromacierzy przeciwcial w celu
profilowania biatek i identyfikacji biomarkeréw. Co wie-
cej, badanie podkresla potencjalne zastosowanie mikroma-
cierzy przeciwcial w badaniach klinicznych, umozliwiajac
skuteczniejsze leczenie spersonalizowane oraz monitoro-
wanie odpowiedzi pacjenta [21].

Zastosowanie mikromacierzy biatkowych w terapii wy-
nika z ich zdolnosci do wykrywania réznic na poziomie ko-
morkowym, modyfikacji potranslacyjnych, zmian ekspresji
biatek, nowotworzenia oraz przerzutowania. Dzieki temu
mikromacierze bialkowe moga znalez¢ zastosowanie takze
w medycynie spersonalizowanej, jak réwniez w rokowaniu.
We wspélczesnej onkologii coraz czesciej lekarze skupiaja
si¢ na terapii personalizowanej, ktéra opiera sie na anali-
zie specyficznych biomarkeréw w celu doboru odpowied-
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Rycina 6. Schemat przebiegu badania, ktérego celem bylo wykrycie biomarkera
terapeutycznego terapii celowanej gruczolakoraka ptuc z mutacja EGFR [12]. PR
- odpowiedz cze$ciowa, PD - progresja nowotworu.

niej strategii leczenia. W terapii analityczne mikromacierze
biatkowe umozliwiaja poréwnanie profili biatkowych, co
pozwala na dostosowanie leczenia pod konkretne cechy
biologiczne guza [20].

W Stanach Zjednoczonych rak pluc jest jedng z gtéow-
nych przyczyn zgonéw nowotworowych. Tym samym ze
wzgledu na niski wskaznik przezywalnosci poszukiwane
sga nowatorskie srodki, ktére pozwola na efektywna terapie
celowang oraz medycyne spersonalizowang. W artykule au-
torstwa Cohen i in. (2017) zostaly przedstawione markery
komorek nowotworowych ptuc, ktére charakteryzowaly sie
wysoka ekspresja mRNA mierzong przy uzyciu mikroma-
cierzy biatkowych (Tab. 2) [22]. Wyniki badania wskazuja,
Ze wspomniane biomarkery nowotworowe zwiazane sa ze
zlym rokowaniem u pacjentéw chorujacych na nowotwoér
pluc. Wykorzystanie mikromacierzy biatkowych do walida-
qji prognostycznych biomarkeréw nowotworowych pozwa-
la na wdrozenie spersonalizowanej terapii. Co wiecej, przed
rozpoczeciem terapii przeanalizowano punkty kontrolne
ukladu odpornosciowego przy uzyciu mikromacierzy tkan-
kowych i immunofluorescencji multipleksowej. Polaczenie
analizy ekspresji biomarkeréw z badaniem odpowiedzi im-
munologicznej organizmu pacjenta moze przyczynic sie do
lepszego dostosowania terapii oraz zwigekszenia skuteczno-
Sci leczenia nowotworu ptuc [22].

Tabela 2. Biomarkery komoérek nowotworowych raka ptuc, u ktérych zanotowa-
no wysoka ekspresjg mRNA w badaniu markeréw powierzchniowych komoérek
nowotworowych. Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie [22].

CA9 Anhydraza weglanowa 9
CA12 Anhydraza weglanowa 12

CT83 (Cxorf61) Antygen raka/jadra 83

GPR87 Receptor sprzezony z biatkiem G
LYPD3 Bialko zawierajace domene LY6/PLAUR
SLC7A11 Transporter substancji rozpuszczonych
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W 2020 roku zostat opublikowany artykul, ktéry przed-
stawia badanie zwigzane z terapig raka ptuc. Tan i in. (2020)
badali profil autoprzeciwciat (AAb) z prébek osocza pacjen-
tow otrzymujacych terapie oparta na inhibitorach biatka
programowalnej $émierci komoérki 1 - PD1 [23]. Pacjentéw
podzielono na cztery kohorty: dwie odkrywcze, weryfika-
cyjna i walidacyjna. Osoby biorace udziat w badaniu cho-
rowaly miedzy innymi na niedrobnokomoérkowego raka
ptuc (NSCLC), chloniaka oraz miesaka pecherzykéw ptuc-
nych. W badaniu zastosowano programowalng mikroma-
cierz bialkowa otrzymana metoda NAPPA (ang. Nucleic
Acid Programmable Protein Array). Uzycie mikromacierzy
biatkowej pozwolito na wysokoprzepustowa analize bada-
nych autoprzeciwcial zwigzanych z terapia anty-PD1. W
momencie przeprowadzenia analizy wynikéw otrzyma-
nych z mikromacierzy biatkowej wykryto 23 autoprzeciw-
ciata, ktére potencjalnie mogtyby petnié¢ role biomarkeréw
przewidujacych odpowiedz na terapie. Dodatkowo zostat
przeprowadzony test immunoenzymatyczny ELISA, aby
zweryfikowaé skuteczno$é wykrytych biomarkeréw. Spo-
§ro6d analizowanych biomarkeréw zwrécono uwage na pieé
kluczowych autoprzeciwcial przedstawionych w Tabeli 3.
Skutecznosc¢ predykcyjna dla pacjentéw z NSCLC wykazat
biomarker SIX2 AAB (wartosé¢ AUC 0,85-0,90), a biomarker
EIF4E2 AAD byt silnie zwigzany z odpowiedzig pacjentéw
z chioniakiem. Wyniki badania wskazuja, Ze wykorzysta-
nie mikromacierzy bialkowej otrzymanej metoda NAPPA
moze dostarczy¢ informacji o nowych predykcyjnych bio-
markerach w odpowiedzi na terapie anty-PD1. Metoda ta
stanowi cenne narzedzie identyfikacyjne, ktére moze zastg-
pi¢ inwazyjna biopsje tkankowa w ocenie skutecznosci tera-
pii. Uzyskane wyniki potwierdzaja efektywnosc¢ stosowania
mikromacierzy biatkowych w terapii raka pluc oraz moni-
torowaniu odpowiedzi organizmu na leczenie [23].

OGRANICZENIA ZASTOSOWANIA ANALITYCZNYCH
MIKROMACIERZY BIALKOWYCH

Na przestrzeni lat w wielu pracach naukowych zostaty
przedstawione ograniczenia dotyczace technologii mikro-
macierzy biatkowych. Poczatkowo najwiekszym wyzwa-
niem bylo opracowanie odpowiednich czgsteczek wychwy-
tujacych, ktére bylyby zdolne do wiazania okreslonego typu
biatka, nawet w niskim stezeniu. Dodatkowo, ze wzgledu na
ztozonos¢ biatek powinowactwo tych czasteczek jest trud-
niejsze do przewidzenia niz w przypadku parowania zasad
DNA. Kolejnymi utrudnieniami byt brak metod amplifikacji
sygnatu oraz trudnosci z automatyzacja zwigzane z obnizo-
na czuloscig i stabilnoscia biatek [8]. Ograniczenia zwigzane
ze stabilnoscia biatek wynikaja z wplywu niekorzystnych
warunkéw Srodowiskowych na utrate ich aktywnosci bio-
logicznej bialek oraz ich podatnosci na proces denatura-
¢ji. Ma to znaczenie gtéwnie przy doborze odpowiednich
technik immobilizacji czasteczek i przechowywania. Nizsza
czutos¢ detekcji mikromacierzy biatkowych byta réwniez
zwigzana z powolnym procesem dyfuzji bialek w kierun-
ku powierzchni mikromacierzy. Istotnym ograniczeniem w
technologii mikromacierzy bialkowych jest wystepowanie
reaktywnosci krzyzowej przeciwcial. Niektére przeciwcia-
ta wykazuja powinowactwo do kilku réznych biatek, co
wiaze sie z powstawaniem falszywie dodatnich wynikéw
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[24]. Wystapienie reaktywnosci krzyzowej jest trudnoscia
szczegoblnie dla mikromacierzy przeciwcial o wysokiej ge-
stoéci, gdyz wraz z wieksza liczbg przeciwcial zjawisko
te jest trudniejsze do kontrolowania. Kolejnym ogranicze-
niem analitycznych mikromacierzy biatkowych opartych na
przeciwciatach jest trudnoé¢ w uzyskaniu trwatych i wyso-
kiej jakosci sond [11]. Kolejnymi barierami dla mikromacie-
rzy biatkowych sa wysokie koszty produkcji, wynikajace z
koniecznosci stosowania zaawansowanych technik immo-
bilizacji oraz specjalistycznego sprzetu [25].

Obecnie ograniczenia takie jak dostepnosé¢ odpowied-
nich bioreagentéw, reaktywnosc¢ krzyzowa przeciwcial, sta-
bilnos¢ biatek, transport masy czasteczek, zakresy detekgji i
czuloéci oraz wysokie koszty nadal stanowia istotne ogra-
niczenia w technologii mikromacierzy biatkowych [13, 20].
Do gléwnych probleméw nalezy réwniez brak standaryza-
qji oraz trudnosci zwiazane z kontrolg jakosci. W zwiazku z
réznicami w protokotach eksperymentalnych dotyczacych
odczynnikéw czy zastosowanego sprzetu utrudnione jest
poréwnywanie wynikéw miedzy laboratoriami [20]. Co
wiecej, uzyskane wyniki z mikromacierzy biatkowych sa
skomplikowane i obszerne, stad koniecznos¢ zastosowania
zaawansowanych metod analitycznych, takich jak analiza
bioinformatyczna. Dodatkowo wyniki musza by¢ poddane
weryfikacji przy uzyciu testow ELISA czy Western blottin-
gu. Kolejne przeszkody dotycza zastosowania mikromacie-
rzy biatkowych w badaniach klinicznych i wykrywaniu bio-
markeréw. Mimo znanych biomarkeréw nowotworowych
ich skutecznos¢ kliniczna jest ograniczona w zwigzku z he-
terogenicznoscig nowotworéw i ograniczona liczba analizo-
wanych prébek. Dodatkowo przeszkode stanowi brak od-
powiednich systeméw detekcji w przypadku metod, ktére
sa oparte na tescie ELISA. Ponadto pojawiaja sie trudnosci
z iloéciowa analizg danych wynikajace z utrudnionej precy-
zyjnej kwantyfikacji wynikéw uzyskanych z mikromacierzy
biatkowych [13].

PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA ANALITYCZNYCH
MIKROMACIERZY BIALKOWYCH

Proteomika jest dziedzing, ktéra dynamicznie rozwija sie
w diagnostyce i terapii nowotworowej. Jednak, aby tech-
nologia mikromacierzy biatkowych mogta by¢ szerzej sto-
sowana w badaniach, powinna by¢ udoskonalana, zwtasz-
cza pod katem jej ograniczen [11]. Nalezy skoncentrowac
si¢ na najistotniejszych aspektach, takich jak ujednolicenie

Tabela 3. Kluczowe biomarkery odpowiedzi na terapie anty-PD1 w badaniu pro-
filowania autoprzeciwciat. Zrédlo: opracowanie wilasne na podstawie [23].

Skrot biomarkera Pelna nazwa biomarkera

PD1 AAb Autoprzeciwciata przeciwko receptorowi PD1
PD-L1 AAb Autoprzeciwciata przeciwko ligandowi PD-L1
P53 AADb Autoprzeciwciata przeciwko biatku P53
Autoprzeciwciata przeciwko
SIX2 AADb czynnikowi transkrypcyjnemu
SIX2
Autoprzeciwciata przeciwko biatku
EIF4E2 AAb zwigzanym z translacja

EIF4E2

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



standardéw, obnizenie kosztow badan, walidacja wynikéw
oraz opracowanie trwalych sond. Obnizenie kosztéw ko-
mercyjnych mikromacierzy biatkowych poprzez opracowa-
nie taniszych metod wytwarzania oraz ujednolicenie stan-
dardéw badan z ich wykorzystaniem mogtoby zwiekszy¢
dostepnosé i funkcjonalnosé tych narzedzi. [13].

Mimo szerokiego zastosowania mikromacierzy biatko-
wych nie sg one jedynym narzedziem stosowanym w dia-
gnostyce i terapii nowotworowej. Dostepne s3 inne narze-
dzia eksperymentalne, ktére po potaczeniu z technologia
mikromacierzy biatkowych pozwalaja uzyskaé bardziej
efektywne wyniki badan. W 2017 roku opublikowano pra-
ce, w ktorej badacze zauwazyli, ze mikromacierze biatkowe
moga by¢ skutecznie taczone ze spektrometria masowa. To
odkrycie moze przyczynié¢ sie¢ do rozwoju tej technologii i
zastosowania jej w terapii nowotworowej miedzy innymi
poprzez monitorowanie odpowiedzi pacjentéw na leczenie

[26].

Glownym celem naukowcow jest takze opracowanie od-
twarzalnych i wysoce czulych mikromacierzy biatkowych.
W tak opracowanych narzedziach poprawilaby sie powta-
rzalnos¢ wynikéw. Proponowanych jest wiele rozwigzan,
takich jak zaproponowane przez Brittain i in. (2019) sieci
hydrozelowe przyczepione do powierzchni mikromacierzy
[27]. Autorzy wskazuja, ze brak odpowiednich materiatow
chemicznych do osadzania mikromacierzy hamuje postep
tych narzedzi [27].

Czesto wyniki uzyskane z mikromacierzy biatkowych sa
trudne do ilosciowej analizy, zwlaszcza w przypadku bio-
markeréw biatkowych np. w diagnostyce nowotworowe;j.
Przelomowym rozwiazaniem tego ograniczenia byla stra-
tegia liczenia kanapek wspomagana sonda nanoczasteczek
ztota, GNPs (ang. Gold nanoparticles). Zastosowanie tej kon-
cepcji wykazato wysoka korelacje sondy GNP z testem ELI-
SA. Wyniki wskazuja réwniez na duzy potencjat opracowa-
nej strategii w analizie iloSciowej biomarkeréw biatkowych
i wykrywaniu bialek docelowych w ultraniskich stezeniach
probek. Sonda GNP wedtug autoréw moze znalez¢ réwniez
zastosowanie w analizie prébek wczesnych stadiéw nowo-
tworu [28].

Dzi$§ mikromacierze biatkowe sa coraz szerzej wykorzy-
stywane w onkologii. Szczeg6lnie znalazly zastosowanie w
identyfikacji nowych biomarkeréw czy identyfikacji czaste-
czek zwiazanych z wezesnym wykrywaniem nowotwordw.
Co wiecej, polaczenie technologii mikromacierzy biatko-
wych z bioinformatyka daje nowe mozliwosci dla rozwoju
diagnostyki i terapii nowotworowej. Mozliwe jest zaréwno
monitorowanie przebiegu choroby, jak i dobér odpowied-
niego leczenia. Dodatkowo wzrasta znaczenie i zastosowa-
nie mikromacierzy biatkowych w medycynie spersonalizo-
wanej. Dzieki tym postepom uzyskiwane sa dokladniejsze
wyniki diagnostyczne oraz mozliwe jest precyzyjne dopa-
sowanie terapii do indywidualnych potrzeb pacjenta [20].

PODSUMOWANIE

Rak ptuc pozostaje jednym z najczesciej diagnozowanych
nowotworéw na $wiecie oraz gtéwna przyczyng zgonéw
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zwigzanych z chorobami nowotworowymi. Przedstawione
w pracy badania wskazuja, ze analityczne mikromacierze
biatkowe maja duzy potencjal jako narzedzie diagnostycz-
ne, szczegblnie w wykrywaniu wczesnych stadiéw cho-
roby. Technologia ta umozliwia jednoczesng identyfikacje
wielu biomarkeréw przy wysokiej wydajnosci i w krétszym
czasie, co ma istotne znaczenie dla postawienia precyzyjnej
diagnozy.

W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami analizy, takimi
jak spektrometria masowa czy testy immunoenzymatyczne,
mikromacierze biatkowe charakteryzuja sie wysoka czu-
toscig, swoistoscia oraz mozliwoscia prowadzenia badan
przesiewowych na wieksza skale. Badania dowodza réw-
niez, ze technologia ta pozwala na skuteczne réznicowa-
nie typow raka pluc oraz analize autoprzeciwciatl i profili
biatkowych, ktére moga mie¢ znaczenie w doborze terapii
dostosowanej do indywidualnych cech pacjenta. Wskazuje
to na rosnaca role mikromacierzy biatkowych w rozwoju
medycyny spersonalizowanej w onkologii.

Dodatkowa zaleta mikromacierzy biatkowych jest moz-
liwosé¢ analizy materialéw biologicznych pobieranych w
spos6b mato inwazyjny, takich jak surowica krwi, co moze
ograniczy¢ koniecznoé¢ wykonywania biopsji. Pomimo
obiecujacych wynikéw technologia ta nadal posiada pewne
ograniczenia zwigzane miedzy innymi z kosztami badan,
standaryzacja metod oraz analizg i interpretacja danych.
Jednak dynamiczny rozw¢j proteomiki oraz postep tech-
nologiczny wskazuja, ze mikromacierze biatkowe moga w
przyszlodci odegrac istotna role w diagnostyce molekular-
nej, monitorowaniu terapii oraz rozwoju nowych strategii
leczenia raka ptuc.

W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke ana-
litycznych mikromacierzy biatkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich budowy, mechanizmu dziatania oraz
zastosowania w diagnostyce molekularnej i terapii nowo-
tworéw ptuc. Omoéwiono réwniez potencjal tej technologii
jako nowoczesnego narzedzia badawczego oraz najwazniej-
sze ograniczenia utrudniajace jej szersze wykorzystanie w
praktyce klinicznej.
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Lung cancer is one of the most commonly diagnosed cancers and a leading cause of cancer-related deaths. Analytical protein microarrays are
a promising diagnostic tool, particularly for early disease detection. They enable rapid and sensitive analysis of multiple biomarkers, outper-
forming traditional methods, and allow for differentiation of lung cancer types, supporting personalized medicine. An additional advantage
is the ability to analyze non-invasive samples, such as serum. Despite certain limitations, this technology is developing dynamically. The aim
of this thesis is to present the principles of operation, structure, and analytical applications of protein microarrays as advanced diagnostic tools
in molecular biology and in the study of protein interactions. The thesis also discusses the benefits resulting from the use of this technology,
its advantages over traditional methods, as well as the limitations affecting its practical application in diagnostics and cancer therapy.
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