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ABSTRACT

This paper presents new methods for determining potential glioma biomarkers
that can support the diagnosis of this tumor. The presented methods of
determination have demonstrated the ability to distinguish advanced glioma grades
(G3 and G4) from the control group (K) and mild grades (G1 and G2) based on the
concentration values of the determined analytes. The blood-brain barrier probably
makes it difficult to quantitatively detect biomarkers in milder grades of the disease,
which limits their use in early diagnosis. However, studies indicate that the
concentrations of the determined potential biomarkers are independent of the IDH
1/2 mutation and show positive correlations with each other, which suggests their
potential synergistic effect. Due to the high sensitivity and specificity of the
proposed methods, confirmed by ROC analysis, they can support imaging
techniques in distinguishing between the grades of glioma advancement, especially
in differentiating between grades G2 and G3.

Keywords: glioma, biomarker, SPRi, clinical chemistry, diagnostic
Stowa kluczowe: glejak, biomarker, SPRi, chemia kliniczna, diagnostyka
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATRX — remodeler chromatyny ATRX

CCD — urzadzenie ze sprz¢zeniem tadunkowym

DTI — obrazowanie tensora dyfuzji

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa

EDC — 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
FDG — fluorodeoksyglukoza

GBM — glejak wielopostaciowy

IDH 1/2 — dehydrogenaza izocytrynianu 112

MGMT — metylacja promotora genu MGMT

MMP-1 — metaloproteinaza 1 macierzy zewnatrzkomorkowe;j
MRI — obrazowanie rezonansu magnetycznego

MRS — spektroskopia rezonansu magnetycznego

NGS — sekwencjonowanie nastgpnej generacji

NHS — N-hydroksysukcynimid

PET — pozytonowa tomografia emisyjna

ROC — ocena jakosci klasyfikatora

SPECT — tomografia emisyjna pojedynczych fotonow
SPRi — powierzchniowy rezonans plazmonow imaging
TP53 —gen TP53

UCH-L1 — C-koncowa hydroksylaza 1 ubikwityny

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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WPROWADZENIE

Glejaki moézgu to grupa nowotwordw, ktére rozwijaja si¢ w obrgbie tkanki
glejowej uktadu nerwowego, ktéra pelni funkcje wspomagajaca i ochronng dla
neurondéw. Naleza do grupy jednych z najczesciej wystepujacych pierwotnych guzow
moézgu u dorostych, a ich patogeneza, objawy oraz leczenie stanowig przedmiot
intensywnych badan. Glejaki wykazuja wysoki stopien zrdéznicowania pod wzgledem
ztosliwosci, od mniej agresywnych guzow (stopien G1 i G2), przez stopien G3, az po
najbardziej ztosliwy glejak IV stopnia (G4), nazywany glejakiem wielopostaciowym ze
wzgledu na jego wysokie zroznicowanie (glioblastoma multiforme, GBM) [1]. Etiologia
glejakéw nie jest do konca poznana. Czynnikami ryzyka sa przede wszystkim wiek,
predyspozycje genetyczne i narazenie na promieniowanie jonizujace. Badania sugeruja
takze role zaburzen genetycznych, takich jak mutacje w genach IDHI i IDH2,
szczegolnie w przypadku glejakow o nizszym stopniu ztosliwosci [2]. Ponadto, czesé
badan wykazuje, ze mikrosrodowisko moézgu, w tym aktywno$¢ komorek uktadu
odpornosciowego i uktadu naczyn krwionosnych, moze mie¢ znaczacy wplyw na
rozwoj i progresje glejakow [3].

Celem artykutu jest przedstawienic nowych metod oznaczania potencjalnych
biomarkeréw glejaka, wykorzystujacych biosensory oraz SPRi jako metode detekcji.
Ponad to w pracy zaprezentowano wyniki badan wilasnych dotyczacych oznaczen
wybranych biomarkerow w osoczu, ktdre przedstawiaja charakter aplikacyjny
opracowanych bioczujnikéw i mozliwosci wykorzystania oznaczany biatek w rutynowej
diagnostyce medyczne;j.

1. Potencjalne biomarkery nowotworowe a glejak
1.1. Znaczenie MMP-1, UCH-L1 i proteasomu 20S w glejaku

Metaloproteinazy macierzy (MMPs) to enzymy proteolityczne, ktoére odgrywaja
kluczowa role w przebudowie tkanek, co ma znaczenie dla procesu wzrostu
inwazyjno§¢  komoérek  nowotworowych. Metaloproteinaza 1 macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP-1) odgrywa szczegdlng rolg w degradacji kolagenu, co
umozliwia komoérkom glejaka przenikanie przez przylegte tkanki i prowadzi do migracji
komoérek nowotworowych do sasiednich struktur mézgu. W agresywnych stopniach
zaawansowania glejaka dowiedziono znaczaco podwyzszong ekspresje MMP-1, co
czyni ten biomarker potencjalnym wskaznikiem zlo§liwosci nowotworu i
przewidywania przebiegu klinicznego choroby [4,5]. Ponadto badania wykazujg, ze
MMP-1 moze wptywaé na mikro $rodowisko nowotworowe, indukujac procesy
odzywcze komodrek nowotworowych 1 dzigki temu przyspiesza¢ wzrost guza
nowotworowego [4].
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C-koficowa hydrolaza 1 ubikwityny (UCH-L1) to enzym z rodziny hydrolaz
ubikwitynowych, ktoéry istotny jest w cyklu ubikwityna-proteasom, regulujacym
degradacje bialek wewnatrzkomoérkowych. Nadekspresje UCH-L1 zauwazono przede
wszystkim w tkankach nerwowych, jak i réwniez w komorkach ludzkiego glejaka
moézgu. Znaczaco podwyzszone stgzenia UCH-L1, w odniesieniu do grupy kontrolne;j,
wskazuja gtéwnie na zaawansowang transformacj¢ nowotworowa, przy czym enzym ten
moze mie¢ wpltyw na adaptacje komorek glejaka do stresu oksydacyjnego, jak rowniez
na ich odpornos¢ na czynniki uszkadzajagce DNA. Zatem, UCH-L1 moze petni¢ funkcje
zarowno diagnostyczna, jak i prognostyczng wskazujac na agresywnos$¢ nowotworu i
stopien jego zawansowania [6].

Proteasom 208, bedacy czescia kompleksu proteasomowego, jest odpowiedzialny
za usuwanie zdegradowanych i nieprawidtowo funkcjonujacych bialek. Wykazano, ze
w glejaku nadekspresja proteasomu 20S koreluje z nasilonymi procesami inwazyjnymi i
zwickszona przezywalnoscia komorek nowotworowych, dzigki czemu komorki
nowotworowe unikaja apoptozy. Proteasom 20S odgrywa zatem istotng role w
modulacji bialek zaangazowanych w cykl komoérkowy oraz w odpowiedzi na stres
komorkowy, co czyni go potencjalnym biomarkerem wspierajacym zar6wno
diagnostyke, jak i monitorowanie odpowiedzi na leczenie w glejakach [7].

1.2. Znaczenie katepsyn B, D i S w glejaku

Katepsyny sg enzymami lizosomalnymi odpowiedzialnymi za rozktad biatek
wewnatrzkomorkowych oraz sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), co
umozliwia nowotworom przenikanie przez tkanki i naciekanie sgsiednich obszarow.
Wykazano, ze w glejaku katepsyny B, D i S pelnig kluczowa role w modulacji
mikro$rodowiska nowotworowego, wspierajac procesy zwigzane z migracja i inwazja
komorek nowotworowych. Katepsyna B bierze udzial w degradacji kolagenu i innych
sktadnikéw ECM, co sprzyja wzrostowi inwazyjno$ci komoérek glejaka. Badania
sugeruja, ze katepsyna B nie tylko wspiera procesy zwigzane z rozprzestrzenianiem si¢
nowotworu, ale moze rowniez wplywaé na przezywalno$¢ komorek glejaka w
warunkach stresu oksydacyjnego i niedotlenienia. Wysoka ekspresja katepsyny B
zostala powigzana z bardziej agresywnym fenotypem glejakow, co czyni ja
obiecujacym biomarkerem do oceny stopnia ztosliwosci [8]. Kolejna z katepsyn -
katepsyna D, bedaca proteaza aspartylowa, uczestniczy w procesach degradacji biatek
wewnatrzkomorkowych oraz moze wptywaé na zdolnos¢ komorek do adaptacji w
niekorzystnych warunkach, takich jak niedobor substancji odzywczych. W glejakach
katepsyna D odgrywa wazng rol¢ w modulacji sygnatow wzrostu i przezycia, a jej
ekspresja wzrasta w zaawansowanych stopniach glejaka [9]. Katepsyna S wykazuje
natomiast unikalne wtasciwosci w degradacji bialek ECM i jest zaangazowana w
procesy immunomodulacyjne, ktére moga wplywaé¢ na zdolno$¢ nowotworu do
unikania odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza. Wysoki poziom
katepsyny S moze ulatwia¢ migracj¢ komorek glejaka oraz ich zdolno§¢ do naciekania
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sasiednich tkanek, co sugeruje jej znaczenie jako biomarkera oceny zto§liwosci glejaka
oraz wspomagania wyboru optymalnych terapii celowanych choroby [10].

1.3. Znaczenie lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV w glejaku

Biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), takie jak laminina-5, fibronektyna i
kolagen IV, odgrywaja wazna role w interakcjach miedzy komoérkami nowotworowymi
a ich mikrosrodowiskiem. W glejakach, biatka ECM wspierajg procesy zwigzane z
adhezja, migracja oraz inwazyjnoscia komoérek nowotworowych, umozliwiajac im
przenikanie do sasiednich struktur moézgu. Laminina-5 jest glikoproteina, ktora utatwia
adhezje komodrek do blon podstawnych, co ma kluczowe znaczenie dla ich zdolnosci do
przenikania przez bariery tkankowe. Wysoka ekspresja lamininy-5 w glejaku zostata
powigzana ze zwigkszong inwazyjnos$cig i zlosliwoscia nowotworu, co czyni ja
przydatnym wskaznikiem dla oceny stopnia zaawansowania choroby. Ponad to,
laminina-5 wspiera takze procesy angiogenezy, ktore dostarczajg tlen i sktadniki
odzywcze do szybko rosnacych guzow [11]. Fibronektyna, bedaca biatkiem wigzacym
integryny, rowniez uczestniczy w procesach adhezji 1 migracji komorek
nowotworowych. Jej obecnos¢ w ECM wspiera tworzenie polaczen miedzy komdrkami
nowotworowymi a macierza zewnatrzkomorkows, co zwigksza zdolno$¢ komorek
glejaka do rozprzestrzeniania si¢. Dowiedziono, ze fibronektyna jest wysoce
eksprymowana w zaawansowanych stopniach glejaka, co sugeruje jej znaczenie jako
biomarkera oceny stopnia zaawansowania nowotworu oraz jako potencjalny cel
terapeutyczny [12]. Ostatnie z omawianych bialek - kolagen IV jest gldéwnym
sktadnikiem bton podstawnych i odgrywa kluczowa role w utrzymaniu integralnosci
strukturalnej ECM. W glejaku nadekspresja kolagenu IV jest zwigzana z wigksza
inwazyjnos$cig nowotworu, umozliwiajac komoérkom nowotworowym degradacje i
penetracje blon podstawnych otaczajacych tkanki. Kolagen IV moze byé zatem
markerem zlosliwosci oraz prognostycznym wskaznikiem wskazujacym na sktonnosé
nowotworu do przerzutowania [13].

2. Diagnostyka glejaka

Diagnostyka glejaka mozgu stanowi wyzwanie ze wzgledu na zréznicowany obraz
kliniczny oraz podobienstwo objawow do innych choréb neurologicznych. Wspotczesna
diagnostyka opiera si¢ na zaawansowanych technikach neuroobrazowania oraz
badaniach molekularnych i histopatologicznych. Podejscie to pozwala na precyzyjne
rozpoznanie rodzaju i stopnia zltosliwosci guza, co jest kluczowe dla doboru
odpowiedniej terapii oraz prognozy dla pacjenta.

2.1. Neuroobrazowanie

Podstawowa metodg diagnostyczng w rozpoznawaniu glejakow mozgu jest
rezonans magnetyczny (MRI), ktéry pozwala na uzyskanie szczegdétowych obrazow
struktur mézgu. W szczegolnosci stosuje si¢ rezonans z kontrastem gadolinowym, ktory
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umozliwia lepsze uwidocznienie obszar6w o wzmozonej przepuszczalnosci bariery
krew-mozg, charakterystycznych dla glejaka w zlosliwych stopniach (G3, G4) [14].
Zaawansowane techniki MRI, takie jak obrazowanie tensora dyfuzji (DTI) oraz
spektroskopia rezonansu magnetycznego (MRS), dostarczaja informacji na temat
struktury, metabolizmu i funkcji komoérek glejowych, co jest pomocne w réoznicowaniu
glejakow od innych zmian nienowotworowych [15]. Tomografia emisyjna
pojedynczych fotonow (SPECT) oraz pozytonowa tomografia emisyjna (PET) sa
technikami pomocniczymi, ktdre pozwalaja na ocen¢ metaboliczng i czynnosciowa
guzéw mozgu. PET z uzyciem znakowanych izotopow, takich jak fluorodeoksyglukoza
(FDG), pozwala oceni¢ aktywno$¢ metaboliczng guza oraz rozr6zni¢ guz od obrzeku
lub zmian zapalnych. PET-CT 2z izotopami specyficznymi dla komorek
nowotworowych, takimi jak aminokwasy znakowane izotopem wegla 11 (np. [11C]-
MET), ma zastosowanie w ocenie stopnia zlosliwosci glejaka oraz monitorowaniu
odpowiedzi na leczenie [16].

2.2. Diagnostyka molekularna

W ostatnich latach na znaczeniu w klasyfikacji glejakow zyskata diagnostyka
molekularna. Analiza mutacji genow, takich jak IDH1, IDH2, ATRX i TP53, pozwala
na precyzyjne okreslenie rodzaju glejaka. Mutacje w genach IDH sa zwiagzane z
lepszym rokowaniem i czg¢$ciej wystepuja w glejakach o nizszym stopniu ztosliwosci
[2]. W diagnostyce molekularnej stosuje si¢ takze techniki immunohistochemiczne oraz
analizy metylacji DNA, np. analiza metylacji promotora genu MGMT, ktdra ma istotne
znaczenie w prognozowaniu odpowiedzi na chemioterapi¢ temozolomidem [17].
Wprowadzenie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oraz metod opartych na
mikro macierzach umozliwia analiz¢ ekspresji gendw oraz profilowanie mutacji na
poziomie genomowym, co pozwala na bardziej precyzyjna diagnostyke oraz
personalizacje terapii [18].

2.3. Biopsja i badanie histopatologiczne

Biopsja stereotaktyczna, polegajaca na pobraniu probki guza w celu badania
mikroskopowego, jest standardowa metoda diagnostyczna stosowang do potwierdzenia
obecnosci glejaka oraz jego klasyfikacji histologicznej. Badanie histopatologiczne
pozwala na ocene stopnia zto§liwosci glejaka, okreslanego wedtug kryteriow Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO). Histopatologicznie glejaki sg klasyfikowane od I do IV
stopnia, gdzie IV stopien odpowiada glejakom wielopostaciowym o najwyzszej
ztosliwosci i1 agresywnosci [18].

3. Bioczujniki SPRi

Bioczujniki oparte na powierzchniowym rezonansie plazmonow (Surface Plasmon
Resonance Imaging, SPRi) stanowig nowoczesne narzedzie analityczne, ktore znajduje
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szerokie zastosowanie w badaniach biomolekularnych i diagnostyce medyczne;.
Technika SPRi umozliwia monitorowanie interakcji biomolekularnych w czasie
rzeczywistym bez potrzeby znakowania czasteczek, co czyni jg bardzo czulg i
specyficzng metoda analizy. Dzigki zdolnosci do réwnoczesnego wykrywania wielu
analitow na tej samej powierzchni, SPRi stato si¢ niezwykle przydatne w badaniach
wymagajacych szybkiej i wysokoprzepustowej analizy [19]. Bioczujniki SPRi opieraja
si¢ na zjawisku rezonansu plazmonéw powierzchniowych, ktoére zachodzi na granicy
migdzy metalem (najczgéciej zlotem) a dielektrykiem (szklana powierzchnia
biosensora). Gdy monochromatyczne $wiatlo p-spolaryzowane pada pod odpowiednim
katem, elektrony w powierzchni metalowej zaczynaja oscylowaé, co powoduje spadek
intensywno$ci $wiatla odbitego. Zatem, SPRi mierzy zmiany odbicia $wiatta w
odpowiedzi na zmiany masy molekularnej na powierzchni bioczujnika, co jest zwiazane
z interakcjami biomolekularnymi. Dzigki zastosowaniu kamer CCD, SPRi umozliwia
wizualizacj¢ tych zmian w postaci obrazu, co pozwala na jednoczesng analiz¢ wielu
interakcji bimolekularnych [20]. Technika SPRi znajduje zastosowanie w diagnostyce
roznych choréb, takich jak nowotwory, choroby autoimmunologiczne i zakazne.
Przyktadowo, SPRi jest wykorzystywane do wykrywania markeréw nowotworowych
we krwi, co moze wspiera¢ wczesne rozpoznanie raka i monitorowanie terapii [21].
Dzigki mozliwo$ci monitorowania interakcji antygen-przeciwciato, SPRi stalo sig¢
rowniez narzgdziem do badan nad infekcjami wirusowymi, w tym w diagnostyce
wirusow takich jak HIV, wirus zapalenia watroby typu B i wirus SARS-CoV-2 [22].

4. Oznaczenia wybranych potencjalnych biomarkerow glejaka
4.1. Material biologiczny

Badania przeprowadzono w osoczu 0s6b ze zdiagnozowanymi glejakami mozgu w
czterech stopniach zaawansowania: G1 (3 probki), G2 (10 probek), G3 (7 probek) oraz
G4 (37 probek), a takze w osoczu palaczy jako grupy kontrolnej K (48 probek) .
Lacznie przebadano 105 probek osocza, w tym 48 z grupy kontrolnej. Materiat
biologiczny uzyskano z Biobanku Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, a na
przeprowadzenie wszystkich badan uzyskano stosowng zgode komisji bioetycznej
(licencja APK.002.171.2021).

4.2. Przygotowanie bioczujnikow oraz materialu biologicznego do oznaczen

Bioczujniki przygotowywano zgodnie z wczesSniej opracowana metodyka
funkcjonalizacji powierzchni kazdego z nich. Procedur¢ rozpoczynano od zanurzenia
czystych ptytek ztotych w 20 mM roztworze chlorowodorku cysteaminy i
pozostawienia ich w nim na co najmniej 12 godzin w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie, ptytki ptukano bezwodnym etanolem oraz woda destylowang i suszono w
strumieniu argonu. Utworzona na powierzchni zlotej ptytki samoorganizujaca sig¢
monowarstwa cysteaminy, umozliwia zwiazanie si¢ przeciwciala z powierzchnia bio-
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czujnika za pomoca wigzania amidowego na drodze reakcji grup -NH» cysteaminy oraz
grup -COOH obecnych na koncach tancuchéw ciezkich przeciwcial, w obecnosci
EDC/NHS i buforu weglanowego (pH = 8.50). Bioczujnik, po zwigzaniu przeciwciala z
powierzchnia zlotg jest zdolny do wychwytywania analitu z probki. Analize iloSciowa
przeprowadzano poprzez nalozenie kropli o objetosci 3 pL na miejsce aktywne

bioczujnika i inkubacj¢ w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Nastgpnie nadmiar
probki odsysano za pomocg aspiratora préozniowego, a miejsce reakcji optukiwano
buforem PBS i dokonywano akwizycji danych. Informacje dotyczace metod oznaczen

poszczegolnych potencjalnych biomarkeréw zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zestawienie warunkoéw funkcjonalizacji powierzchni bioczujnikow.
Table 1. Summary of conditions for functionalization of biosensor surfaces.

Metal Ligand
. (element . o ) . ..
Analit stanowigcy Linker | wychwytujacy Opis regkCJl linker: Qpls reakc_]_l Ref
podstawe . ligand ligand-analit
. . analit z
bioczujnika
roztworu)
Katepsyna B Cystatyna C Dopasowanie [23]
enzym-inhibiotr
zgodnie z [24]
zasada
Katepsyna D Pepstatyna A , dopasowanic
Utworzenie wigzania klucza do
amidowego w wyniku zamka”
Katepsyna S Przeciwciato reakcji migdzy [25]
psy monoklonalne grupami -NH,
. Przeciwcialo | cysteaminy, a grupami [26]
Laminina-3 poliklonalne -COOH przeciwcial w .
— s Reakcja
. Przeciwciato obecnosci buforu . . [27]
Fibronektyna - immunologiczna
monoklonalne weglanowego 1 micd
Przeciwcialo | mieszaniny EDC/NHS uedzy 28]
Kolagen IV epitopem a
g monoklonalne aratopem
UCH-L1 ) ‘g Przeciwcialo P P [29]
,g § monoklonalne
MMP-1 :>, Przeciwciato [30]
monoklonalne
Modyfikacja grupy - [32]
R1-CH,-COO-CH; za Utworzenie
pomoca mieszaniny hemiketalu na
EDC/,N.H Sw drodze reakcji
obecnosci buforu erupy -OH
PSI (Z-1le- wc;glan_owego, a pochodzacej od
Proteasom nastepnie reakcja .
208 Glu(OBu)- migdzy grupami -NH, kinazy
Ala-Leu-H) i homoserynowej
cysteaminy 1 g
: (Thrl), a grupa
powstalymi po =0

weczesniejszej
modyfikacji grupami -
COOH i utworzenie
wigzania amidowego

pochodzacej od
PSI[31]




OZNACZANIE POTENCJALNIE CHARAKTERYSTYCZNYCH BIALEK PROZAPALNYCH 131

5. Wyniki oznaczen
5.1. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne cytowane w niniejszej pracy, przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania PQStat (2022), PQStat v.1.8.4, Poznan, Polska. [33-35].

5.2. Oznaczenia katepsyny B, Di S

W zwigzku z brakiem normalnosci rozkladu danych (test Shapiro-Wilka),
przeprowadzono nieparametryczny test Kruskala-Wallisa oraz test Dunna-
Bonferroniego, ktorych reprezentacj¢ graficzng przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Wykresy pudetkowe stezen (A) katepsyny B; (B) katepsyny D; (C) katepsyny S; (D) test post-hoc
Dunna-Bonferroniego.

Figure 1. Box plots of concentrations of (A) cathepsin B; (B) cathepsin D; (C) cathepsin S; (D) Dunn-
Bonferroni post-hoc test.

Zaobserwowano istotnie statystyczne roznice stezen miedzy grupa kontrolng (K) a
najwyzszym stopniem zaawansowania glejaka (G4) dla wszystkich oznaczanych
katepsyn. Poza tym, oznaczane bialka wykazywaly zblizone poziomy st¢zen dla stopni
G1 1 G2 oraz w grupie kontrolnej, ktore zawieraty si¢ w przedziale 1.62 — 6.95 ng/ml.
Podobng zalezno$¢ zauwazono w przypadku stopni G3 1 G4, gdzie stezenia miescity si¢
w granicach 2.81 — 10.23 ng/ml. W Tabeli 2 podsumowano pozostale parametry
kliniczne w odniesieniu do wzrostu stg¢zen oznaczanych katepsyn i wzrostu ryzyka
zachorowania na glejaka.
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Tabela 2. Charakterystyka czynnikéw potencjalnie wptywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 2. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnosé .
. Korelacja Korelac
nowotwor | Nienowotworo wick ia
Analit oW U we 'chor(.)b.y Status IDH pacjenta — miedzy ROC Ref
czlonkow wspolistniejac 172 stezenic analita
najblizszej e pacjenta N litwe -a
rodziny analitu mi
Katepsy Mozliwe jest
na B Brak 0'<5 O< 1723 jedynie
Katepsy Brak Brak tendencji | oddziatywa | 0.3 <Rg< - odréznienie
na D zalezno$ci | wzrostu stgzen nia na 0.5 Dodatni fagodnych
wzrostu oznaczanych stezenia a stopni choroby [25
stezenia katepsyn i oznaczanyc Dodatnia Korelaci (G1, G2) oraz ]
Kat oznaczany ryzyka h katepsyn korelacja ° z aq grupy
a egsy ch zachorowania | w stopniach | umiarkowa wysoka kontrolnej (K)
na katepsyn na glejaka G3i1G4 na y od stopni
choroby zaawansowan
ych (G3, G4)

*wg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda

Nie zaobserwowano, aby obecno$¢ nowotworéw w najblizszej rodzinie chorego,
lub wystgpowanie chordb wspotistniejacych miato istotny wpltyw na wzrost ryzyka
zachorowania na glejaka. Podobnie, nie odnotowano wplywu mutacji IDH 1/2 na
stezenia oznaczanych katepsyn w zaawansowanych stopniach choroby, co sugeruje, ze
katepsyny B, D oraz S moga by¢ niezaleznymi, potencjalnymi biomarkerami
nowotworu mézgu. Poza tym, stwierdzono umiarkowana dodatnig korelacje stgzenia
oznaczanych katepsyn w odniesieniu do wieku pacjenta, jak réwniez wysoka dodatnig
korelacje miedzy stezeniami poszczegdlnych katepsyn. Analiza ROC potwierdza
natomiast, ze mozliwe jest odréznienie tagodnych stopni choroby i grupy kontrolnej od
stopni zaawansowanych na podstawie jedynie stezen oznaczanych katepsyn B, D i S z
dobrg specyficznoscig i czuloscia.

5.3. Oznaczenia lamininy-5, fibronektyny, kolagenu IV

Podobnie, jak w przypadku poprzednich oznaczen, przeprowadzony test
Shapiro-Wilka wykonany w kierunku sprawdzenia normalnosci rozkladu uzyskanych
danych potwierdzit, iz rozktad stezen oznaczanych biatek btony podstawnej odbiega od
rozktadu normalnego. Zatem kolejne analizy prowadzono z wykorzystaniem testow
nieparametrycznych, takich jak test Kruskala-Wallisa i analiza post-hoc Dunna-
Bonferroniego, ktorych wyniki przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Wykresy pudetkowe stgzen (A) fibronektyny; (B) lamininy-5; (C) kolagenu IV; (D) test post-hoc

Dunna-Bonferroniego.

Figure 2. Box plots of concentrations of (A) fibronectin; (B) laminin-5; (C) collagen IV; (D) Dunn-Bonferroni

post-hoc test.

Z powyzszych danych wynika, iz istniejg statystycznie istotne réznice miedzy
stgzeniami lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV miedzy grupa kontrolng (K), a
najwyzszym stopniem choroby (G4), a takze migdzy stopniami G2 i G4. Istotnie
statystycznie réznig si¢ rOwniez stezenia lamininy-5, fibronektyny oraz kolagenu IV
migdzy stopniami G1 i G2 a stopniami G3 i G4. Tabela 3 zawiera podsumowanie
pozostatych parametréw klinicznych, mogacych mie¢ wplyw na wzrost ryzyka
wystapienia glejaka mozgu.
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Tabela 3. Charakterystyka czynnikow potencjalnie wplywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 3. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnose Korelacja Korela-
nowotworé | Nienowotworo wick ! cja
. wu we choroby Status IDH . . Ref
Analit cztonkow wspotistniejace 12 psatcjze;tl?e_ ?Illz(lllzt?, ROC
najblizszej pacjenta eze a -
rodziny analitu ami
Laminina-5 Brak 0.5 <Rg Mozliwe
Fibronekty oddziatywan 03 <Re < <0.7 jest
na Brak Brak tendencji i n); ’ 05 = odréznien
zaleznosci wzrostu stgzen stezenia ’ Dodatni | ie stopnia
wzrostu oznaczanych oznanzan ch Dodatnia a G1 oraz [33
stezenia biatek i ryzyka biatek v}:/ Korelacia korelacj grupy ]
Kolagen IV | oznaczanyc | zachorowania . retacy a kontrolnej
: . stopniach umiarkowa
h biatek na glejaka . wysoka (K) od
G31G4 na .
choroby stopni G2,
G3iG4

*wg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda

Obecnos¢ nowotworéw w rodzinie pacjenta, jak i jego choroby wspotistniejace nie
zwickszaja ryzyka zachorowania na glejaka mozgu. Rowniez mutacja IDH 1/2 nie ma
wplywu na zmiany stezen lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV, zatem podobnie jak
poprzednio opisywane katepsyny, bialka te, pretenduja do potencjalnych i niezaleznych
biomarkeréow glejaka. Poza tym, zaobserwowano dodatnia umiarkowang korelacje
stezen oznaczanych bialek w odniesieniu do wieku pacjenta oraz wysoka dodatnia
korelacje miedzy stezeniami lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV. Przeprowadzona
analiza ROC wskazuje, ze na podstawie warto$ci stezen lamininy-5, fibronektyny oraz
kolagenu IV mozliwe jest rozréznienie grupy kontrolnej i stopnia G1 od stopni G2, G3 i
G4 z bardzo wysoka skuteczno$cia diagnostyczna.

5.4. Oznaczenia UCH-L1, proteasomu 20S, MMP-1

Analogicznie, jak w przypadku poprzednich oznaczen, pierwszym etapem analizy
statystycznej bylto okreslenie normalnosci rozkladu uzyskanych danych testem Shapiro-
Wilka. Poniewaz test ten zaprzeczyt normalnosci rozktadu danych, przystgpiono do
dalszych analiz wykorzystujac test Kruskala-Wallisa oraz test post-hoc Dunna-
Bonferroniego, ktorych interpretacj¢ graficzna przedstawiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Wykresy pudetkowe stgzen (A) UCH-L1; (B) proteasomu 20S; (C) MMP-1; (D) test post-hoc
Dunna-Bonferroniego.
Figure 3. Box plots of concentrations of (A) UCH-L1; (B) 20S proteasome; (C) MMP-1; (D) Dunn-

Bonferroni post-hoc test.

Przeprowadzona analiza statystyczna dowodzi istotnych statystycznie rdznic

stezen UCH-L1, proteasomu 20S i MMP-1 miedzy grupa kontrolng (K) a stopniami G3
i G4 oraz miedzy stopniem G1 a stopniami G3 i G4. Jedynie stgzenie MMP-1 nie
zmienia si¢ istotnie statystycznie migdzy stopniem G1 a G3. W Tabeli 4 podsumowano
wplyw pozostatych parametrow klinicznych na zmiany stezen UCH-L1, proteasomu
20S i MMP-1 i wzrost ryzyka zachorowania na glejaka.

Tabela 4. Charakterystyka czynnikow potencjalnie wptywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 4. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnosé . Korelacja
. Nienowotworowe X .
NOWotworow chorob Status IDH wiek Korelacja
Analit u cztonkow 1oroby pacjenta — migdzy ROC Ref.
e wspolistniejace 172 - I
najblizszej acicnta stgzenie analitami
rodziny pag analitu®
UCH- Mozliwe jest
Ll Brak 0.5<Rs < jedynie
Protea- Brak Brak tendencji . . 0.7 odroznienie
S o oddziatywania | 0.3 <Rs<0.5 .
som zalezno$ci wzrostu stgzen na stezenia tagodnych stopni
208 wzrostu oznaczanych ¢ . Dodatnia choroby (G1,
L X X oznaczanych Dodatnia . [34]
stezenia biatek i ryzyka . . korelacja G2) oraz grupy
: biatek w korelacja .
oznaczanych zachorowania na . . . wysoka kontrolnej (K) od
X . stopniach G3 i | umiarkowana .
MMP-1 biatek glejaka stopni
G4 choroby
zaawansowanych
(G3, G4)

awg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda
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W wyniku przeprowadzonych badan zaprzeczono, aby wystepowanie chorob
nowotworowych u cztonkéw najblizszej rodziny pacjenta miato realny wplyw na wzrost
ryzyka zachorowania na glejaka. Podobnie, nie odnotowano wplywu wystgpowania
chordb wspolistniejacych u badanego pacjenta. Analogicznie jak w poprzednich
przytoczonych badaniach, mutacja IDH 1/2 nie wplywa w zaden sposéb na zmiany
stezen oznaczanych biatek. Zaobserwowano dodatnia umiarkowang korelacj¢ st¢zenia
UCH-L1, proteasomu 20S i MMP-1 w odniesieniu do wieku pacjenta, natomiast sita
korelacji migdzy oznaczanymi biatkami zostala okreslona jako dodatnia korelacja
wysoka. Przeprowadzona analiza ROC wskazuje, ze bazujac tylko na st¢zeniach UCH-
L1, proteasomu 20S oraz MMP-1 mozliwe jest jedynie odrdznienie grupy kontrolnej
(K) i stopni G1, G2 od zaawansowanych stopni choroby G3 i G4.

6. Podsumowanie i dyskusja

Rozw¢j nowych metod i technik oznaczen biomarkerow jest waznym kierunkiem
rozwoju chemii analitycznej, zwlaszcza w przypadku chordb takich jak glejak, dla
ktérych diagnostyka nie jest jeszcze wystarczajaco rozwinigta. Przedstawione w
artykule metody oznaczen potencjalnych biomarkerow glejaka sa pretendentami do
wykorzystania w przyszlosci w nieinwazyjnej i skutecznej diagnostyce tego nowotworu.
Kazda z przedstawionych metod oznaczen stuzy do ilo§ciowej analizy biatka, ktore jest
istotne w nowotworze moézgu, pod wzgledem zmian ekspresji, mutacji lub zmian stgzen.

Mediany stezen oznaczanych bialek nie wykazuja istotnych statystycznie roznic
miedzy grupa kontrolng (K) a stopniami choroby G1 i G2, co wigcej, w wigkszosci
przypadkow stezenia badanych analitow utrzymuja si¢ na podobnym poziomie. Zatem,
przytoczone metody oznaczen umozliwiajg diagnostyke tylko zto§liwych stopni glejaka
(G3, G4). By¢ moze, glowna przeszkoda jest bariera krew-mozg, ktora zapobiega
swobodnemu przedostawaniu si¢ bialek z moézgu do krwioobiegu oraz odwrotnie.
Jednak, w strukturze tej bariery zachodzg rézne zmiany, w tym zmiany ekspresji bialek,
ktére w nastepstwie prowadza nawet do utraty ciaglosci bariery krew-mozg.
Udowodniono, ze owa utrata spdjnosci nastepuje gtoéwnie w zaawansowanych stopniach
glejaka, dlatego tez, prawdopodobnie nastgpuje znaczny wzrost ste¢zen oznaczanych
biatek w stopniach G3 i G4 [36]. Stad tez zapewne istotny statystycznie wzrost st¢zen
oznaczanych bialek w agresywnych stopniach glejaka w odniesieniu do stopni
fagodnych i grupy kontrolnej. Zmiany w mutacji IDH 1/2 nie wptywaty w zaden sposob
na stezenia analizowanych potencjalnych biomarkerow glejaka, zatem kazdy z nich
moze kandydowac na niezalezny biomarker prognostyczny. Ponad to, wysokie dodatnie
korelacje miedzy stgzeniami oznaczanych bialek sugeruja ich silne dzialanie
synergistyczne. Relacje te wigc mozna uzna¢ za charakterystyczne i przydatne do
okreslania stopnia zaawansowania glejaka. Odnotowano umiarkowane dodatnie
korelacje stezen analizowanych biatek do wieku pacjenta bioracego udziat w projekcie,
natomiast fakt ten wynika prawdopodobnie z najwyzszej liczebno$ci grupy stopnia G4,
ktéra wnosi najwiecej danych oraz charakteryzuje si¢ najwyzsza mediang zaréwno
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stezen oznaczanych analitow, jak i wieku pacjentow. Dlatego tez, zalezno$¢ stezenie
biomarkera — wiek pacjenta nie jest wigzaca dla jednoznacznego okreslenia wptywu
wieku pacjenta na stezenie oznaczanego biatka. Pozostate parametry, takie jak obecnosé
nowotwordéw (innych niz glejak) w najblizszej rodzinie pacjenta, czy wystepowanie
chorob wspotistniejacych u badanego, nie maja realnego wpltywu na ryzyko
zachorowania na glejaka. Ostatecznie, do zbadania skutecznoséci diagnostycznej
omawianych metod oznaczania biatek przeprowadzono analize ROC. Potwierdzono, ze
bazujac jedynie na wartosciach stezen analizowanych potencjalnych biomarkerow
istnieje mozliwo$¢ oddzielenia grupy kontrolnej oraz tagodnych stopni G1 i G2 od
zto§liwych form choroby G3 i G4 z wysoka specyficznos$cia i czuloscig. Przedstawione
metody oznaczen nie umozliwiajg natomiast wczesnej diagnostyki glejaka, ze wzgledu
na brak istotnych réznic st¢zen migdzy grupa kontrolng a stopniami G1 1 G2.

Podsumowujac, korzystajac z przedstawionych metod oznaczen wybranych biatek
nie jest mozliwa wczesna diagnostyka glejaka, jezeli materialem badawczym jest
osocze. By¢é moze najwigksza przeszkoda jest obecnos$¢ bariery krew-moézg, ktora w
tagodnych stopniach choroby jest jeszcze na tyle funkcjonalna, ze uniemozliwia
przejscie oznaczanych analitéw do krwi obwodowej. Przytoczone metody moga by¢
jednak przydatne do wspomagania aktualnie wykorzystywanych metod diagnostyki
glejaka, ktora opiera si¢ glownie na badaniach obrazowych. Badania te takze
charakteryzuja si¢ pewnymi ograniczeniami, do ktoérych nalezy zaliczy¢é przede
wszystkim trudno$ci w rozréznianiu stopni G2 i G3. Proponowane metody oznaczen
moga by¢ na tym polu niezwykle pomocne, ze wzgledu na udowodniong mozliwos¢
rozr6zniania stopni G2 1 G3, G4. Poza tym, opisywane nowe metody bazujg na
bioczujnikach, ktore zapewniajg analiz¢ w krotkim czasie, nie wymagaja duzych ilosci
materiatu badawczego — wystarcza zaledwie 3 pl probki, dajg niemal nieskonczone
mozliwo$ci rozwoju i udoskonalania oraz miniaturyzacji i automatyzacji.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] Q.T. Ostrom, H. Gittleman, J. Fulop, M. Liu, R. Blanda, C. Kromer, Y. Wolinsky, C. Kruchko, J.S.
Barnholtz-Sloan, Neuro. Oncol., 2015, 17, 1.

[2] A. Aibaidula, A.K.Y. Chan, Z. Shi, Y. Li, R. Zhang, R. Yang, K.K.W. Li, N.Y.F. Chung, Y. Yao, L.
Zhou, J. Wu, H. Chen, H.K. Ng, Neuro. Oncol., 2017, 19, 1327.

[3] D.F. Quail, J.A. Joyce, Canc. Cell., 2017, 31, 326.

[4] C.M. Overall, C. Lopez-Otin, Nat. Rev. Canc., 2002, 2, 657.

[5] V. V. Artym, K. Matsumoto, Curr. Protoc. Cell. Biol., 2010, 10, 1.

[6] P.C. Sanchez-Diaz, J.C. Chang, E.S. Moses, T. Dao, Y. Chen, J.Y. Hung, PLoS One., 2017, 12, 1.
[7] D.J. McConkey, K. Zhu, Drug. Resist. Updat., 2008, 11, 164.

[8] J.A. Joyce, A. Baruch, K. Chehade, N. Meyer-Morse, E. Giraudo, F.Y. Tsai, D.C. Greenbaum, J.H.
Hager, M. Bogyo, D. Hanahan, Canc. Cell., 2004, 5, 443.

[9] M.E. Fukuda, Y. Iwadate, T. Machida, T. Hiwasa, Y. Nimura, Y. Nagai, M. Takiguchi, H. Tanzawa,
A. Yamaura, N. Seki, Canc. Res., 2005, 65, 5190.



138 L. OLDAK, E. GORODKIEWICZ

[10] B. Wang, J. Sun, S. Kitamoto, M. Yang, A. Grubb, H.A. Chapman, R. Kalluri, G.P. Shi, J. Biol.
Chem., 2006, 281, 6020.

[11] T. Kawataki, T. Yamane, H. Naganuma, P. Rousselle, I. Andurén, K. Tryggvason, M. Patarroyo,
Exp. Cell. Res., 2017, 313, 3819.

[12] E.E. Torr, C.R. Ngam, K. Bernau, B. Tomasini-Johansson, B. Acton, N. Sandbo, J. Biol. Chem.,
2015, 290, 6951.

[13] A. Naba, K.R. Clauser, H. Ding, C.A. Whittaker, S.A. Carr, R.O. Hynes, Mat. Biol., 2016, 49, 10.
[14] M. Weller, M. van den Bent, M. Preusser, E. Le Rhun, J.C. Tonn, G. Minniti, M. Bendszus, C.
Balana, O. Chinot, L. Dirven, P. French, M.E. Hegi, A.S. Jakola, M. Platten, P. Roth, R. Ruda, S. Short,
M. Smits, M.J.B. Taphoorn, A. von Deimling, M. Westphal, R. Soffietti, G. Reifenberger, W. Wick,
Nat. Rev. Clin. Oncol., 2021, 18, 170.

[15] L.B. Nabors, J. Portnow, M. Ahluwalia, J. Bachring, H. Brem, S. Brem, N. Butowski, J.L.
Campian, S.W. Clark, A.J. Fabiano, P. Forsyth, J. Hattangadi-Gluth, M. Holdhoff, C. Horbinski, L.
Junck, T. Kaley, P. Kumthekar, J.S. Loeffler, M.M. Mrugala, S. Nagpal, M. Pandey, 1. Parney, K.
Peters, V.K. Puduvalli, I. Robins, J. Rockhill, C. Rusthoven, N. Shonka, D.C. Shrieve, L.J. Swinnen, S.
Weiss, P.Y. Wen, N.E. Willmarth, M.A. Bergman, S.D. Darlow, J. Natl. Compr. Canc. Netw., 2020,
18, 1537.

[16] N.L. Albert, M. Weller, B. Suchorska, N. Galldiks, R. Soffietti, M.M. Kim, C. La Fougere, W.
Pope, 1. Law, J. Arbizu, M.C. Chamberlain, M. Vogelbaum, B.M. Ellingson, J.C. Tonn, Neuro. Oncol.,
2016, 18, 1199.

[17] MLE. Hegi, A.-C. Diserens, T. Gorlia, M.-F. Hamou, N. de Tribolet, M. Weller, J.M. Kros, J.A.
Hainfellner, W. Mason, L. Mariani, J.E.C. Bromberg, P. Hau, R.O. Mirimanoff, J.G. Cairncross, R.C.
Janzer, R. Stupp, N. Engl. J. Med., 2005, 352, 997.

[18] D.N. Louis, A. Perry, G. Reifenberger, A. von Deimling, D. Figarella-Branger, W.K. Cavenee, H.
Ohgaki, O.D. Wiestler, P. Kleihues, D.W. Ellison, Acta. Neuropathol., 2016, 131, 803.

[19]J. Homola, Chem. Rev., 2008, 108, 462.

[20] M.A. Cooper, Nat. Rev. Drug. Discov., 2002, 1, 515.

[21] J.F. Masson, ACS Sens., 2017, 2, 16.

[22] Y. Zeng, R. Hu, L. Wang, D. Gu, J. He, S.Y. Wu, H.P. Ho, X. Li, J. Qu, B.Z. Gao, Y. Shao,
Nanophotonics., 2017, 6, 1017.

[23] E. Gorodkiewicz, Prot. Pept. Lett., 2009, 18, 23.

[24] E. Gorodkiewicz, E. Regulska, Prot. Pept. Lett., 2010, 17, 1148.

[25] L. Oldak, A. Sankiewicz, B. Zelazowska-Rutkowska, B. Cylwik, Z. Lukaszewski, M. Skoczylas,
E. Gorodkiewicz, Talanta., 2021, 225, 1.

[26] A. Sankiewicz, L. Romanowicz, P. Laudanski, B. Zelazowska-Rutkowska, B. Puzan, B. Cylwik,
E. Gorodkiewicz, Anal. Bioanal. Chem., 2016, 408, 5269.

[27] A. Sankiewicz, L. Romanowicz, M. Pyc, A. Hermanowicz, E. Gorodkiewicz, J. Pharm. Biomed.
Anal., 2018, 150, 1.

[28] A. Sankiewicz, Z. Lukaszewski, K. Trojanowska, E. Gorodkiewicz, Anal. Biochem., 2016, 515,
40.

[29] A. Sankiewicz, P. Laudanski, L. Romanowicz, A. Hermanowicz, W. Roszkowska-Jakimiec, W.
Debek, E. Gorodkiewicz, Anal. Biochem., 2015, 469, 4.

[30] A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, 1. Sveklo, E. Gorodkiewicz, Anal. Methods., 2016, 8, 6428.
[31] C. Leonardo-Sousa, A.N. Carvalho, R.A. Guedes, P.M.P. Fernandes, N. Aniceto, J.A.R. Salvador,
M.J. Gama, R.C. Guedes, Molecules., 2022, 27, 1.

[32] E. Gorodkiewicz, H. Ostrowska, A. Sankiewicz, Microchim. Acta., 2011, 175, 177.

[33] L. Oldak, S. Chludzinska-Kasperuk, P. Milewska, K. Grubczak, J. Reszec, E. Gorodkiewicz,
Biomedicines., 2022, 10, 2290.



OZNACZANIE POTENCJALNIE CHARAKTERYSTYCZNYCH BIALEK PROZAPALNYCH 139

[34] L. Oldak, S. Chludzinska-Kasperuk, P. Milewska, K. Grubczak, J. Reszec, E. Gorodkiewicz,
Biomolecules., 2022, 12, 1477.

[35] L. Oldak, P. Milewska, S. Chludzinska-Kasperuk, K. Grubczak, J. Reszec, E. Gorodkiewicz, J.
Clin. Med., 2022, 11, 1.

[36] A.S. Silantyev, L. Falzone, M. Libra, O.1. Gurina, K.S. Kardashova, T.K. Nikolouzakis, A.E.
Nosyrev, C.W. Sutton, M. Panayioti, A. Tsatsakis,Cells., 2019, 8, 863.

Praca wplyneta do Redakcji 15 listopada 2024 r.






