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Panel białkowy do sposobu diagnozowania płynów opłucnowych i sposób analizy 

płynów opłucnowych do diagnozowani etiologii płynu opłucnowego 

Wynalazek dotyczy panelu białkowego do sposobu diagnozowania płynów 

opłucnowych z zastosowaniem opartej na spektrometrii mas (MS) multipleksowanej 

celowanej proteomiki z wykorzystaniem metod MS selektywnego, wielokrotnego lub 

równoległego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM). Wynalazek również dotyczy 

sposobu analizy płynów opłucnowych do diagnozowani etiologii płynu opłucnowego. 

Płyn opłucnowy powstaje wskutek nieprawidłowego (nadmiernego) gromadzenia 

się płynu w jamie opłucnowej. Jego powstawanie najczęściej towarzyszy nowotworom 

płuca, w tym gruczolakoraka płuc (ADC), raka płaskonabłonkowego (SCC), 

drobnokomórkowego raka płuc (SCLC), oraz innym nowotworom złośliwym, zapaleniu 

płuc, gruźliczemu zapaleniu opłucnej, a także niewydolności serca i nerek, jednak znacznie 

rzadziej występuje również w przebiegu 30 innych jednostek chorobowych (Feller­

Kopman i Light, 2018; Mercer i in„ 2019). Płyny opłucnowe są skutecznie rozróżniane na 

podstawie parametrów biochemicznych surowicy krwi i płynu opłucnowego oraz 

kryteriów Lighta. na płvnv przesiękowe zwykle powodowane chorobami układowymi 

(takimi jak niewydolność serca, nerek, wątroby), i wysiękowe. zwykle powodowane 

chorobami płuc lub opłucnej (np rak płuca, grnźlica opłucnej, zapalenie płuc) (Fellcr­

Kopman i Light, 2018). 

Istotne wyzwanie diagnostyczne stanowi dalsze różnicowanie ,vysi<;:ków, np. 

spowodowanych novvotworem od wysięków gruźliczych lub spowodowanych zapaleniem 

płuc od wysięków gruźliczych, co wynika z podobie11stwa ich profili biochemicznych i 

komórkowych. Na przykład nowotworom i chorobom związanym z przewlekłym stanem 

zapalnym, takim jak gruźlica, na ogół towarzyszy wysięk limfocytarny, podczas gdy 

wysięki wywołane zapaleniem płuc i niektóre wysięki gruźlicze, charakteryzują się 

wysokim poziomem neutrofili (Mercer i in., 2019). 

Ustalenie etiologii płynu jest kluczowe dla wdrożenia odpowiedniego leczenia, 

jednak obecnie stosowana diagnostyka jest procesem czasochłonnym często 

prowadzącym do inwazyjnych procedur, takich jak torakoskopia, których w wielu 

przypadkach można było uniknąć. Płyn opłucnowy jest rutynowo usuwany podczas 

PL 440401 A1

2/71



małoinwazyjnej procedury torakocentezy. w celach terapeutycznych (złagodzenia 

duszności) i diagnostycznych oraz, ze względu na jego umiejscowienie w pobliżu stanu 

patologicznego, jest idealnym źródłem potencjalnych markerów nowotworu płuca oraz 

innych chorób płuc i opłucnej o podłożu zapalnym (Mercer i in .. 2019). 

Należy podkreślić, że obecnie stosowane testy kliniczne pozwalają na diagnostykę 

bardzo nielicznych stanów patologicznych na podstawie analizy wysięków. Stosowane 

testy diagnostyczne wysięków. cechują się wvsoką specyficznością, lecz ich istotnym 

ograniczeniem jest niska czułosć (Mercer i in .. 2019). np. badanie cytologiczne osadu do 

diagnostyki wysięków nowotworowych ma czułość poniżej 60 %. W przypadku gmźlicy 

opłucnej na wyniki testów opatiych na metodach mikrobiologicznych, będących „złotym 

standardem". czeka się aż dwa tygodnie. a ich czułość wynosi poniżej 63 %, podczas gdy 

czułość szybkiego lcslu genetycznego w kierunku Mycohaclerium luhcrculosis w płynie 

opłucnowym (Xpert l'vITB/RIF) wynosi poniżej 23 % (Jose M. Porcel, 2016, 2018). 

Choroby infekcyjne płuc i opłucnej odznaczają się wysoką śmiertelnością, a metoda 

będąca „złotym standardem" w ich diagnostyce, czyli hodowla patogenów w wysięku. ma 

czułość poniżej 60 o/c i wymaga dużo czasu (Mercer i in., 2019). Ponadto testy 

biochemic,me wysięków nowotworowych i infekcyjnych mogą dawać podobne wyniki. 

Zostało to doskonale przedstawione obecnie w prospektywnym badaniu. w którym 

testowano na dużej gmpie płynów opłucnowych poziom biomarkerów oraz innych 

parametrów laboratoryjnych stosowanych w praktyce klinicznej. Na podstawie analizy 

statystycznej otrzymanych wyników wyłoniono sześć klastrów płynów opłucnowych -

nowotworowych. gmźliczych. ropnych. związanych z niewydolnością serca. zapaleniem 

płuc o różnym stopniu zac1wansowania ornz wieloma innymi chorobami (Fcrrciro i in., 

2020) Jednak ,vykazano, że płyny o tej samej etiologii często były przydzielane do 

osobnych grup, podczas gdy wyst9powało grupowanie razem płynów o różnych 

etiologiach. Powyższe wyniki podkreślają. jak wielkim wyzwaniem jest klasyfikacja 

płynów opłucnowych i wskazują na ogromne znaczenie w zastosowaniu do tego celu 

multipleksowanych paneli markerów. W ostatnich latach zaproponowano wiele markerów 

białkowych stosowanych w praktyce klinicznej oraz potencjalnych markerów, 

wyłonionych eksperymentalnie, aby wspomóc rozróżnianie etiologii płynów, a tym samym 

wdrażanie odpowiedniego leczenia (Chen i in., 2014; Liu i in., 2015; Jose M. Parcel, 

2018). 

Przykładowo w zgłoszeniu CN107064524A opublikowanym 18 sierpnia 2017 r. 

opisano układ do wykrywania poziomów IGKC, C9, AHSG i KNGl do różnicowania 

płynów opłucnowych gruźliczych i nowotworowych. Jednak w opisie tym testy 
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immunoenzymatyczne stosuje się zamiennie z oznaczeniem spektrometrią mas. Podobnie 

w zgłoszeniu CN109490556A opublikowanym 19 marca2019 r. opisano rozróżnianie 

płynów opłucnowych gruźliczych i nowotworowych na podstawie poziomów markerów: 

AGPl. ORM2 i C9. 

W opisie patenLowym opublikowanym w dn. 2 mą1a 2013 r. pod nr 

WO/2013/062515 opisano panel biomarkerów do testów diagnostycznych pod kątem 

nowotworu płuc obejmujacv CA6 jako główny marker nowotworowy we krwi w 

kombinacji z co najmniej jednym z 22 markerów nowotworowych w tym m. in. YWHAG. 

MMP12. MMP7. KLK3-SERPINA3. CRP. C9 i inne. 

Celowana proteomika oparta na metodach spektrometrii mas znajduje się u progu 

wejścia do praktyki klinicznej i niezaprzeczalnie jest przyszłością diagnostyki opartej na 

markerach białkowych (Sabhagh i in .. 2016; Zhang i in .. 2019). Spektrometrię mas (MS) 

stosuje się rutynowo w praktyce klinicznej do ilościowego oznaczania małych cząsteczek, 

a od niedawna pomiar peptydów/białek przy użyciu ukierunkowanych technologii 

opartych na spektrometrii mas. zastępuje lub uzupełnia przestarzałe techniki oparte na 

reakcjach z przeciwciałami (Hoofnagle i Roth, 2013; Jannetto i Fitzgerald. 2016; Neuberl i 

in., 2020). Zastosowanie podejść celowanej proteomiki opartej na metodach spektrometrii 

mas (trybu monitorowania wielu/wybranych. reakcji, MRM/SRM, ang. Multiplc/Sclcctcd 

Reaction Monitoring lub trybu równoczesnego monitorowania reakcji. PRM. ang. Parallel 

Reaction Monitoring) może pomóc w przezwyciężeniu wielu kwestii (reakcje krzyżowe, 

zmienna specyficzność przeciwciał, autoprzeciwciała wytwarzane w organizmie pacjenta, 

brak możliwości multipleksowania analiz. wysokie koszty opracowywania metody) 

towarzyszących stosowaniu testów immunologicznych, które przez wiele lat pozostawały 

„złotym standardem" do ilościowego oznaczania białek (Hoofnaglc i Roth, 2013; Zhang i 

in., 2019). 

Panele MRM/SRM/PRM z zastosowaniem standardów będących peptydami 

znakowanymi izotopowa, dostarczają specyficznych infomrncji biologicznych, są tańsze i 

szybsze w opracowywaniu, zapewniają wysoką specyficzność i precyzję analiz, a także 

charakteryzują się szerszym zakresem dynamicznym oraz możliwością jednoczesnego 

pomiaru wielu białek podczas pojedynczej, szybkiej analizy (Sabhagh i in., 2016; Zhang i 

in., 2019). W pełni zautomatyzowany i certyfikowany analizator kliniczny oparty na 

MRM-MS (Thermo Scientific™ Cascadion™) został niedawno wprowadzony do analizy 

związków małocząsteczkowych (Horber i in., 2020) i następnym krokiem mogłoby być 

wprowadzenie analizatora klinicznego opartego na MRM-MS do ilościowego oznaczania 

markerów białkowych w ludzkim materiale biologicznym (Addona i in., 2020; Wright i 
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Van Eyk, 2017). Stąd ,v poprzedniej pracy twórcy opracowali lesl oparły na MRM-MS, do 

ilościowego oznaczania wielu cytokeratyn nabłonkowych (CK), obecnie stosowany do 

określania nowotworowych stanów patologicznych, aby pomóc w ustalaniu etiologii 

płynów opłucnowych. 

W retrospektywnym badaniu płynów opłucnowych pobranych od pacjentów 

podczas torakocentezy. twórcy wykazali, że test według wynalazku skutecznie różnicuje 

płvny nowotworowe od płynów nienowotworowych (Domanski i in .. 2016). Opracowany 

przez twórców test, stanowi małoinwazyjną analizę płynów opłucnowych. opartą na 

„płynnej biopsji", w przeciwieństwie do inwazyjnej procedury wycięcia guza lub hiop-;ji 

tkanki opłucnej. Umożliwia również klasyfikację różnych podtypów nowotwom płuca i 

potencjalnie skraca czas potrzebny do postawienia diagnozy i wdrożenia ukienmkowanej 

terapii, co jest szczególnie ważne dla pacjentów, którzy nie mogą zostać poddani 

zabiegowi chirurgicznemu (Domansk.i i in., 2016; Perzanowska i in .. 2018). 

Obecnie panel MRM został rozszerzony do 53 białek, z wprowadzeniem 

dodatkowych opracowanych markerów nowotworowych, gruźlicy stanu 

zapalnego/infekcji, będące markerami stosowanymi pojedynczo w praktyce klinicznej oraz 

potencjalnymi markerami, opracowanymi w wyniku doświadczeń, a także 

opublikowanymi w literaturze naukowej. do klasyfikacji płynów opłucnowych. Celem 

opracowania testu było zapewnienie optymalnego zestawu markerów (białek i uzyskanych 

z nich peptydów), które umożliwiają uzyskanie najbardziej wiarygodnych oznaczeń przy 

użyciu celowanej spektrometrii mas do diagnostyki etiologii płynu opłucnego, a także 

łatwego przeniesienia testu do standardowego analizatora klinicznego (MRM-MS). 

nieskomplikowanego protokołu przygotowani a próbki do analizy (bez etapów 

wzbogacania ani deplccji), a będące celem białka zostały wyselekcjonowane ze względu 

na ich poziom st9żenia w płynach opłucnowych (> 1 ng/ml), tak aby pomiar ich st9żeń nic 

wymagał stosowania metod wzbogacania. 

Istotnym, spośród analizowanych białek w panelu białek jest k.adheryna-1 (CDHl) 

(E-kadheryna) będąca składnikiem połączeń przylegających, odgrywająca ważną rolę w 

adhezji międzykomórkow~ tkanek nabłonka. Jest ona potencjalnym biomarkerem do 

diagnostyki zaawansowanego raka jelita grubego, w surowicy krwi (Weif3 i in., 2011). 

Odnotowano, że jej poziom jest podwyższony w płynach nowotworowych i została 

wybrana jako jeden z sześciu najlepszych, potencjalnych biomarkerów oprócz inhibitora 

proteazy typu Kunitz 1 (SPINTl), mucyny-1 (MUCl/CA 15-3), trombospondyny-4 

(THBS4), antygen CD166 (ALCAM) i domeny sushi, czynnika von Willebranda typu A 

EGF i białka 1 zawierającego domenę pentraksyny (SVEPl) (C.-D. Chen i in., 2014). 

PL 440401 A1

5/71



Chen i in. przeprowadzili analizę MR1I na 82 płynach opłucnowych i zastosowali etap 

wzbogacenia próbki. Odnotowali SPINTl (AUC: 0,916), CDHl (AUC: 0,815) i MUCl 

(AUC: 0,807) jako główne markery pozwalające na rozróżnienie płynów nowotworowych, 

spowodowanych wyłącznie przez gruczolakoraka. Ponadto, jako kontrolę w tym badaniu 

zastosowali płyny gruźlicze, płyny parapneumoniczne i paranowotworowe (płyny 

opłucnowe związane z nowotworem płuca, ale bez stwierdzonych przerzutów). co 

zapewne podwyższyło uzyskane wartości AUC. Na podstawie modelu regresji logistycznej 

wybrali najlepszy panel 3-markerowy, składający się z SPINTI, SVEPl i THBS4 (AlJC: 

0,951 ). 

SVEPl jest ważną cząsteczką adhezyjną komórek, regulującą adhezję 

międzykomórkową, uczestniczącą w progresji raka (L. Chen i in., 2020; Shur i in , 2007). 

THBS4 jest zewnątrzkomórkowym białkiem wiążącym wapń, biorącym udział w 

interakcjach komórka-komórka i komórka-macierz, i stwierdzono jego nadekspresję w 

zrębie nowotworowym gruczolakoraka żołądka typu rozlanego wydzielanym przez 

fibroblasty związane z rakiem oraz w podścielisko inwazyjnego raka sutka (Forster i in., 

2011; McCart Reed i in., 2013). 

MUCl, znany również jako antygen nowotworowy 15-3 (CA 15-3), jest duzą 

glikoproteiną przezbłonową, ulegającą ekspresji na powierzchni wierzchołkowej 

najprostszych komórek wydzielniczych nabłonka, która ulega autoodszczepieniu na dwie 

podjednostki (MUCl-N i MLCl-Cl (Hattrup i Gendler. 2008). a jego nadekspresja 

wvstępuje w różnych nowotworach, w tym nowotworze płuca (Nath i Mukherjee, 2014). 

Krążący MUCl-N stosuje się jako serologiczny marker (CA 15-3) w praktyce klinicznej 

cło monitorowania rab sutka (Kufo, 2009). CA 15-3 stosowany w praktyce klinicznej, 

oceniano w panelu wraz z trzema innymi markerami nmvotworowymi (CEA, CA 125 i 

CYFRA 21-1 (CK-19)) pod kątem użyteczności do diagnostyki płynów nowotworowych, a 

CA 15-3 analizowany samodzielnie, miał najlepszą spośród nich czułość na poziomie 

30 % (przy 100 % swoistości). Połączenie wszystkich czterech markerów razem dało 

czułość 54 % (Jose Manuel Parcel i in., 2004). 

Hemopeksyna (HPX) jest powszechnie występującą glikoproteiną osocza wiążącą 

hem, z tą ważną fizjologiczną rolą wymaganą do zapobiegania uszkodzeniom 

oksydacyjnym podczas hemolizy (Tolosano i Altruda, 2002). Stwierdzono, że poziom 

HPX był wyższy w płynach nowotworowych (gruczolakorak/ niedrobnokomórkowy rak 

płuca) w porównaniu z płynami gruźliczymi/ parapneumonicznymi (Rodńguez-Pifieiro i 

in., 2010; Z. Wang i in., 2012), ale jest to także białko reagujące w ostrej fazie, 

indukowane po zapaleniu (Tolosano i Altruda, 2002). 

PL 440401 A1

6/71



Mezolclina (MSLN) jest normalnie produkowany głównie przez komórki 

mezotelialne, lecz także jest antygenem związanym z nowotworem, ulegającym 

nadeksprcsji na różnych złośliwych komórkach nowotworowych, w tym złośliwym 

międzybłoniaku opłucnej (ereaney i Robinson, 2017). Jest to marker surowicy stosowany 

do monitorowania międzybłoniaka opłucnej. Badania wykazują także jego wyższe 

poziomy w płynach opłucnowych u pacjentów z złośliwym międzybłoniakiem opłucnej, 

natomiast odnotowano także wiele fałszywie dodatnich wynikow w innych płynach 

nowotworowych (Hooper i in .. 2013; Miettinen i Sarlomo-Rikala, 2003) Analiza guzów 

płuca wykazała, że MSLJ\ ulegał nadekspresji w połowie gmczolakoraków, w rakach 

wielkokomórkowych i raku płaskonabłonkowym, ale nadekspresja nie występowała w 

raku drobnokomórkowym (\1ettinen i Sarlomo-Rikala, 2003). 

W ARS jest indukowaną inte1feronem-'Y, cytoplazmatyczną formą syntetazy 

tryptofanylo-tRNA. W ARS była podwyższona w ludzkich makrofagach zakażonych 

Mycobacterium tuberculosis oraz w surowicy krwi pacjentów z aktywną gruźlicą płuc, 

będąc jednym z trzech najlepszych, potencjalnych biomarkerów gruźlicy (De Groote i in., 

2017; Diaz i in., 2016). 

Chemokina CXCLlO (CXCLlO), znana również jako białko indukowane 

interferonem-')' 10 kDa (IP-10), jest cytokiną należącą do rodziny chemokin exe (M Liu i 

in, 20 I I). Przyciąga do miejsc objętych stanem zapalnym monocyty aktywowane 

limfocyty T. i sprzyja selektywnemu wzmocnieniu odpowiedzi Th I zwiększonej 

produkcji IFN-y. Podwyższony poziom CXCL l O w płynach gruźliczych, podobnie jak 

eeaminaza adenozynowa ADA i TFN-y, wskazuje na ostrą chorobę i sugeruje się jej użycie 

jako cloclatkowcgo markera cliagnostycznego (K.-Y. Chen i in., 2016; Dhecla i in., 2009; 

Roofchayee i in, 2021) Siedem wcześniej szych badań, w których stężenie CXCLl O 

mierzono metodą ELISA, vYykazało średnią czułość 84 o/c i swoistość 90 % w identyfikacji 

płynu gruźliczego (Jose l\I. Porcel, 2016). 

ADA reprezentowana przez dwa izoenzymy (ADAl i ADA2), bierze udział w 

metabolizmie puryn i katalizuje dearninację adenozyny do inozyny, cząsteczki sygnałowej, 

która ma kluczowe znaczenie dla rozwoju układu limfatycznego (Cristalli i in., 2001). 

ADA 1 stanowi większość wewnątrzkomórkowej aktywności ADA, podczas gdy ADA2 

jest wydzielana specyficznie przez układ komórek monocytów-makrofagów oraz limfocyty 

Ti jest dominującym izoenzymem w płynach gruźliczych (Bielsa i in., 2013; Cristalli i in., 

2001; Zemlin i in., 2009). Przydatność pomiaru całkowitej aktywności ADA w 

diagnostyce gruźlicy opłucnej została po raz pierwszy opisana w 1978 roku i do dziś 

pozostaje najbardziej wyspecjalizowanym biomarkerem płynu gruźliczego (Jose M. 
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Parcel, 2016). Z p1ęcw metaanaliz wynika, że pon11ar aktywności ADA w płynie 

opłucnowym ma czułość 92 % i swoistość 90 % (Jose M. Porcel, 2016). Wykazano, że 

pomiar aktywności ADA2 jest lepszy niż pomiar całkowitej aktywności (Zemlin i in., 

2009), jednak w testach stosowanych w praktyce klinicznej nadal mierzy się całkowitą 

aktywność ADA. 

Białko S100A9 (S100A9) jest białkiem wiążącym wapń., które występuje głównie 

jako heterodimer S 1 O0A8/ A9 (kalprotektyna) i jest wydzielane przez neutrofile i monocyty 

modulując procesy zapalne poprzez stvmulowanie rekrntacji leukocytów i indukowanie 

wydzielania cytokin, mające potencjał jako marker diagnostyczny dla chorób związanych 

ze stanem zapalnym (S. Wang i in., 2018). 

Surowicze białko amyloidu P (APCS) (składnik surowiczy amyloidu P lub SAP) 

jest białkiem osocza, które podobnie jak białko C-rcaktywnc (CRP) należy do rodziny 

pentraksyn białek wiążących ligandy zależne od vvapnia i jest związane z kilkoma 

patogennymi stanami amyloidu (Pcpys, 2018). Hamuje on przemieszczanie się neutrofili 

do tkanek, sprzyja rozwiązywaniu stanów zapalnych i zwłóknienia, promuje fagocytozę i 

reguluje różnicowanie makrofagów (Pilling i Gorner, 2018). Wyższe poziomy Sl00A9 i 

APCS wykryto w płynach parapneumonicznych (a także w płynach gruźliczych w 

przypadku APCS) w porównaniu z płvnami nowotworowymi (gruczolakoraka) (Z. Wang i 

in., 2012). 

CRP jest białkiem ostrej fazy zapalenia, wykorzystywanym w praktyce klinicznej 

jako marker infekcji i incydentów sercowo-naczyniowych (Sproston i Ashworth, 2018). 

Był on podwyższony w płynach infekcyjnych, w tym gruźliczych, parapneumonicznych i 

ropniakach, w porównaniu do płynów nowotworowych i przesięków (Tzhakian i in, 2016; 

J.M. Parcel i in., 2009; Watanabe i in, 2018). Metaanaliza 18 publikacji wykazała 

rozsądną zdolność diagnostyczną CRP dla płynów parapncumonicznych (AUC: 0,88, 

czułość 80 ~o, swoistość 82 o/c) (Li i in., 2019). 

Wimentyna (VIM) to pośrednie białko filamentowe typu III zaangażowane w 

utrzymywanie integralności komórkowej i inne procesy, takie jak przyłączanie, migracja i 

sygnalizacja komórek (Ramos i in., 2020; Satelli i Li, 2011). Klasycznie, jest markerem 

przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego (EMT), wiąże się ze złym rokowaniem i 

stwierdzono jego nadekspresję w różnych nowotworach nabłonkowych, w tym raku płuca 

(Satelli i Li, 2011). VIM był podwyższony na powierzchni ludzkich monocytów 

zakażonych M. tuberculosis i jako ligand pośredniczył w ich lizie przez komórki NK (Diaz 

i in., 2016; Garg i in., 2006). 
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Galek.tyna 1 (LGALSl) to lek.tyna o funkcjach przeciwzapalnych (Camby i in., 

2006; Sundblad i in., 2017). Jej nadekspresja została zaobserwowana w ostrym i 

przewlekłym zapaleniu, ale także w kilku typach nowotworów, w tym raku płuca, gdzie 

może wpływać na progresję nowotworu (Astorgues-Xcrri i in., 2014; Sundblad i in., 2017). 

Mundt i in. wykazali nadekspresj ę LGALS l w płynach związanych z gruczolakorakiem w 

porównaniu z płynami związanymi z międzybłoniakiem, podczas gdy Javadi i in. 

stwierdzili cos wprost przeciwnego, przv czym obaj twierdzili, że LGALS I jest 

potencjalnym markerem międzyhłoniaka (.Javadi i in, 2020: Mundt i in, 2014) 

Metaloproteinaza 9 iMMP9. żelatynaza B) stymuluje lub hamuje proces degradacji 

macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM), a jej nadekspresja jest związana z różnymi 

nowotworami, a także z ostrymi i przewlekłymi chorobami zapalnymi oraz infekcjami 

(l\Jondal i in, 2020). MMP9 było podwyższone w płynach gruźliczych w porównaniu z 

przesiękami i płynami nowotworowymi, i było wytwarzane przez komórki nabłonkowe w 

ziarniniakach (Park i in., 2005; Jose M. Parcel i in .. 2016; Sheen i in., 2009). 

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest niezbędnym enzymem cytozolowym, 

odwracalnie przekształcającym pirogronian w mleczan. Jest to homo- lub heterotelramer, 

tworzący pięć izoenzymów, różniących się udziałem podjednostek LDHA i LDHB oraz 

rozmieszczeniem tkankowym (Urbańska i Orzechowski, 2019). LDH jest uwalniany przez 

uszkodzone komórki, a całkowity LDH w surowicy jest bardzo czułym, ale 

niespecyficznym markerem wielu stanów chorobowych (Erez i in, 2014). Aktywnosć 

LlJH stosuje się do różnicowania przesięku i wysięku opłucnowego, przy czym wvsięki, 

zwłaszcza skomplikowane wysięki parapneumoniczne i grnźlicze, charakteryzują się 

wyższym LDH (Feller-Kopman i Light, 2018; Jose M Parcel i Light, 2006) 

Ostatecznie opracowany test MR\1 obejmujący panel 34 markerów białkovvych 

zastosowano do analizy 209 płynów opłucnowych o znanej etiologii, w celu oceny 

użyteczności zastosowania tego sposobu do klasyfikacji płynów nowotworowych, 

gruźliczych, infekcyjnych oraz spowodowanych niewydolnością narządów (innych niż 

płuca). Stosując model klasyfikacji wieloklasowej, test według wynalazku wykazuje 

wysoką zdolność do rozróżniania wyżej wymienionych typów płynów opłucnowych, a 

szczególnie płynów nowotworowych i gruźliczych, których różnicowanie jest bardzo 

istotne z medycznego punktu widzenia. Co więcej test umożliwia odróżnienie płynów 

nowotworowych i infekcyjnych od płynów spowodowanych niewydolnością narządów, 

stanowiących głównie przesięki, i obejmujących szeroką gamę etiologii, które dotychczas 

były pomijane przez wiele grup badawczych i często obniżały swoistość proponowanych 

testów lub biomarkerów (Pan i in., 2020; Jose M. Parcel i in., 2016). 
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S treszczcnie , v ynalazku 

Przedmiotem wynalazku jest panel białkowy składający się z markerów 

białkowych i odpowiadających im peptydów wymienionych w poniższej tabeli 1. 

Panel białkowy według wynalazku jest przeznaczony do sposobu 111 vitro 

diagnozowania płynów opłucnowych z zastosowaniem opartej na spektrometrii mas (MS) 

multipleksowanej proteomiki celowanej z wykorzystaniem metod MS selektywnego, 

wielokrotnego lub równoległego monitorowania reakcji (SRM, MRM. PRM ). 

W panelu według wynalazku wykryty i oznaczony ilościowo. zwiększony poziom 

w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

kadheryna-1 (CD Hl), tromhospondyna-4 (THBS4 ). mezotelina (MSLN). mucyna-1 

(MUCl/CA 1 S-3). domena sushi, czynnik von Willehranda typu A EGF i białko 1 

zawierające domenę pentraksyny (SVEPl), inhibitor protea.r,y typu KuniL1_ 1 (SPINTl), 

hemopeksyna (HPX). antygen CD166 (ALCAM). kallistatyna (SERPINA4). keratyna 8 

typu Il cyloszkielctu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkieletu (CK-18), keratyna 19 typu I 

cytoszkicletu (CK-19), wskazuje na płyn nowotworowy, czyli płyn związany z 

nowol worem. 

W panelu według wynalazku wykryty i oznaczony ilościowo. zwiększony poziom 

następujących białek lub odpowiadających im peptydów w płynie opłucnowym: CDHl, 

MUCL THBS4. MSLN. HPX wskazuje na płyn nowotworowy. Korzystnie w panelu 

według wynalazku wykryty określony ilościowo, zwiększony poz10m luh 

odpowiadających 1111 peptydów CDH 1 w płynie opłucnowym wskazuje na płyn 

nowotworowy. 

W panelu według wynalazku wrykryty i określony ilościowo. zwiększony poziom w 

płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: dcaminazy 

adenozyny 2 (ADA2), chcmokiny CXCLlO (CXCLlO) i syntetazy tryptofanylo-tRNA, 

cytoplazmatycznej (WARS) wskazuje na płyn gruźliczy, czyli płyn opłucnowy 

spowodowany zapaleniem opłucnej w wyniku infekcji Mycobacterium tuberculosis. 

Korzystnie w panelu według wynalazku wykryty i określony ilościowo, zwiększony 

poziom ADA2 i jej peptydów w płynie opłucnowym wskazuje na płyn gruźliczy. 

W panelu według wynalazku wykryty i określony ilościowo, zwiększony poziom w 

płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: wimentyny 

(VIM), galektyny 1 (LGALSl), osoczowego białka amyloidu P (APCS), białka SlOOA9, 

metaloproteinazy 9 (MMP9), dehydrogenazy mleczanowej A (LDHA) i białka C­

reaktywnego (CRP), wskazuje na płyn parapneumoniczny, inaczej inny płyn infekcyjny. 
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Korzystnie, w panelu według wynalazku wykryty i określony ilościowo, zwiększony 

poziom w płynie opłucnov\ym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

CRP, S100A9, VIM, a korzystniej CRP i S100A9, wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

W panelu według wynalazku wykryty i określony ilościowo, zmieniony poziom w 

płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: HPX, 

LDHA dehydrogenazy mleczanowej B (LDHB). składowych dopełniacza C3. C9. SYEPl 

wskazuje na płyn łagodny, wynikają.cy z chorób innych niż nowotworv i infekcje 

Korzystnie w panelu według wynalazku wykryty i określony ilościowo, obniżony 

poziom w płynie opłucnmvym następujących białek lub odpowiadąjących im peptydów: 

LDHA, LDHB, C3, C9, HPX wskazuje na płyn łagodny. Korzystniej w panelu według 

wynalazku wykryty i określony ilościowo, obniżony poziom w płynie opłucnowym 

następujących białek lub odpowiadających im peptydów: LDHA i C9, wskazuje na płyn 

łagodny. 

Przedmiotem wynalazku jest panel białkowy i sposób, w którym wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo markery białkowe o sekwencjach wskazanych jako 

sekwencjach o numerach: 1 i 2. 4. 5 i 7, 8. 10 i 11. 14, 16 i 17, 18-20, 23. 24-26, 29, 30, 

33-35, 36 i 37. 40 i 42. 44 i 45, 48, 50 i 51, 54 i 57, 58, 60 i 61, 63, 67-70. 71. 72 i 75. 

79, 80-83. 84-86, 87-89. 90 i 91, 92-94. 95 i 97. 98-102 oraz 104-108 

Przedmiotem wynalazku jest również sposób in vitro analizy płynu opłucnowego 

do diagnozowania jego etiologii, w którym to sposobie wykrywa się i oznacza ilościowo 

panel białek składający się z markerów białkowych i odpowiadających im peptydów 

wymienionych w tabeli 1 w płynie opłucnowym pobranym od pacjenta, oraz w którym 

wykrywanie i oznaczenie ilościowe przeprowadza się przy użyciu opartej na spektrometrii 

mas multipleksowej ukierunkowanej proteomiki, w której obecność lub zmiana poziomu 

białka lub jego odpowiedniej kombinacji peptydowej, vYskazuje na etiologi9 płynu 

opłucnowego. 

W sposobie według wynalazku analizę płynu opłucnowego przeprowadza się przy 

użyciu opartej na spektrometńi mas (MS) multipleksowanej celowanej proteomiki z 

zastosowaniem metod MS selektywnego, wielokrotnego lub równoległego monitorowania 

reakcji (SRM, MRM, PRM). 

W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym markerów białkowych i odpowiadających im peptydów w 

porównaniu z poziomem stężenia białek lub peptydów odniesienia oznaczonym w grupie 

odniesienia. 

PL 440401 A1

11/71



W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

CDHl, THBS4, MSLK, MUCl/CA 15-3. SVEPl. SPINTl, HPX, ALCAM, SERPINA4, 

CK-8, CK-18, CK-19, przy czym ich obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn 

nowolworowy. Korzystnie w sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydow: CDH L MUCI. THBS4. MSLN. HPX. przy czym ich 

obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn nowotworowy 

W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym CDHl i jej odpowiednich peptydów, przy czym obecność 

i zwiększony poziom CDHl wskazuje na płyn nowotworowy. 

W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

ADA2, CXCLlO i WARS, przy czym ich obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn 

gruźliczy, czyli płyn opłucnowy spowodowany zapaleniem opłucnej w wyniku infekcji 

Mycobaclerium luberculosis. Korzystnie w sposobie według wynalazku wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu ADA2 w płynie opłucnowym, prLy cLym 

jej obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn gruźliczy. 

W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

VIM. LGALS I. APCS. S 1 OOA9, MI\IP9, LDHA i CRP, przy czym ich obecność i 

zwiększony poziom wskazuje na płyn parapneumoniczny, inaczej inny płyn infekcyjny. 

Korzystnie w sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościmvo 

zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im 

peptydów: CRP, S100A9, VIM, przy czym ich obecność i z,yi9k:szony poziom wskazuje 

na inny płyn infekcyjny. Korzystniej obecność i zwiększony poziom CRP, S 100A9 i 

odpowiadających im peptydów wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

W sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo zmianę 

poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im peptydów: 

HPX, LDHA, LDHB, C3, C9, SVEPl, przy czym ich obecność i obniżony poziom 

wskazuje na płyn łagodny, wynikający z chorób innych niż nowotwory i infekcje. 

Korzystnie w sposobie według wynalazku wykrywa się obecność i oznacza ilościowo 

zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im 

peptydów: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX, przy czym ich obecność i obniżony poziom 
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wskazuje na płyn łagodny. Korzystniej obecność i obniżony poZiom LDHA 1 C9. 1 

odpowiadających im peptydów wskazuje na płyn łagodny. 

Przedmiot wynalazku został przedstawiony jako panel markerów białkowych 

odpowiadających im peptydów wymienionych w tabeli 1. 

Tabela 1: Markery białkowe wykryte i zmierzone ilościowo w płynie 

opłucnowym spośród 53 białek testowanych w tym badaniu. Obejmują one biomarkery 

stosowane w praktyce klinicznej oraz potencjalne biomarkery opublikowane w literaturze 

naukowej o potencjale diagnostycznym do określania etiologii płynów opłucnowych, 

wykrywania nowotworów lub chorób infekcyjnych w badaniach osocza knvi, przy użyciu 

biochemicznych lub opartymi na przeciwciałach testach diagnostycznych, lub przy użyciu 

technik badawczych, takich jak globalna i ukierunkowana spektrometria mas lub metody 

jedno- i multi-pleksowe oparte na przeciwciałach. Dwadzieścia dziewięć białek (ADA 1 i 

ADA.2 (reprezentujące ADA). C3, C9, CEA/CEAC.Ałv15, CK-6, CK-7, CK-8, CK-14, CK-

17, CK-18, CK-19, CRP, GRP, IFNG, LDHA, LDHB i LDHC (reprezentujące LDH), 

MSLN, MUC-1/CA 15-3. MUC-16/CA-125, NSE, CDHl. MMP9, EPCAM, VIM, 

WFDC2/HE4, SPB3 /SCCA-1 i SPB4/SCCA-2 (reprezentujące SCCA)) reprezentuje 

markery stosowane w praktyce klinie.mej. Trzydzieści dwa, trzynaście i osiem białek to 

odpowiednio potencjalne lub powszechnie stosowane markery nowotworowe, gruźlicze i 

infekcji lub stanu zapalnego. Pogrubienie peptydu wskazuje na najlepsze peptydy użyte w 

teście MWU i indywidulanych krzywych ROC (fig. 4 ). 
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Wynalazek został przedstawiony na rysunku, na którym: 

Figura 1 przedstawia białka istotnie podwyższone w płynach nowotworowvch. 

Względne ilości białka w próbkach płynów opłucnowych pochodzących od 209 pacjentów. 

Istotność statystyczna ( wartość p w teście U Manna-Whitneya (MWU)) jest przedstawiona 

dla porównania płynów nowotworowych (RAK) z płynami gruźliczymi (PG), ,,innymi 

płynami infekcyjnymi" (IPI), ,,wszystkimi płynami infekcyjnymi" (WPI: łącznie płyny 

gruźlicze i ,,inne płyny infekcyjne") lub płynami związanymi z niewydolnością narządów 

(PŁ: ,.płyny łagodne") (czarne linie) oraz w porównaniu ze wszystkimi innymi płynami 

opłucnowymi łącznie (wartość p pokazana między „WPI" i ,.PŁ"). Wyniki nieistotne 

statystycznie (p>0,05) są oznaczone jako N.I Pozostałe v,ryniki testu MWU można znaleźć 

w tabeli na fig. 4. Wykresy pudełkowe przedstawiają medianę 

międzykwartylowy Q3-Ql. 

przedział 

Figura 2 przedstawia białka istotnie podwyższone w płynach gruźliczych i 

infekcyjnych. Względne ilości białka w próbkach płynów opłucnowych pochodzących od 

209 pacjentów. Istotność statystyczna (wartość p testu U Manna-Whitneya (MWU)) jest 

przedstawiona nad wykresami w celu porównania płynów gruźliczych (PG), ,,innych 

płynów infekcyjnych'' (IPI) lub „wszystkich płynów infekcyjnych" (łącznie płyny 

gruźlicze i ,,inne płyny infekcyjne": WPI) w porównaniu z płynami nowotworowymi 

(RAK), ,,innymi płynami infekcyjnymi" lub płynami związanymi z niewydolnością 

narządów (PŁ: .,płyny łagodne") (wartość powyżej każdej grupy). Poniżej wykresów 

podano wartości p dla porównania płynów grnźliczych, ,,innych płynów infekcyjnych" lub 

.,wszystkich płynów infekcyjnych" z wszystkimi innymi płynami opłucnowymi łącznie. 

Wyniki nieistotne statystycznie (p>0,0::;) są oznaczone jako N.L Pozostałe ,vyniki testu 

MWU można znaleźć w tabeli na fig. 4. Wykresy pudełkowe przedstawiają medianę i 

przedział mi<;:dzykwartylowy Q3-Ql. 

Figura 3 przedstawia wydajność klasyfikatora w rozróżnianiu płynów opłucnowych 

na pięć klas etiologicznych. (a) Krzywe ROC przedstawiające skuteczność diagnostyczną 

klasyfikatora rozróżniającego płyny opłucnowe do jednej z pięciu klas etiologicznych. 

Średnia wartość AUC (linia) jest przedstawiona z zacienionym ± odchyleniem 

standardowym. Optymalny punkt odcięcia %-czułości/ %-swoistości jest sugerowany 

przez maksymalną wartość wskaźnika Youdena (linia pionowa: Max J-index). Dla każdej 

klasyfikacji wskazano 15 najbardziej istotnych cech (pomiary poszczególnych peptydów 

białkowych lub średnie geometryczne z pomiarów wielu peptydów dla danego białka) 

stosowanych przez klasyfikator (wykres wstawkowy), ze wskazaniem, czy miały one 

wzrost Gasnoszary) lub spadek ( ciemnoszary) w danej grupie płynów opłucnowych. (b) 
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Wykres przedstawiający średnie AUC klasyfikatora w funkcji liczby cech użytych łącznie 

dla czterech klasyfikacji płynów opłucnowych: nowotworowych, gruźliczych, ,,innych 

infekcyjnych'' i „łagodnych''. 

f,"igura 4 przedstawia w tabeli markery białkowe istotnie różniące się między 

pięcioma grupami płynów opłucnowych oraz ich potencjalną użyteczność diagnostyczną. 

Przedstawiono je w kolejności istotności dla wszystkich możliwych 26 porównań, na co 

wskazuje wartość AUC z analizy krzvwej ROC. Przedstawiono wszvstkie istotne rożnice 

w ilościach markerów z wartością p <::::0,05 (test MWU), aby umożliwić porównanie 

większości markerów, a które działały nąjlepiej, wyróżniono (wartość p <::::0,01 test MWU 

(w kolorze szarym) i AUC::::, 0,700 (pogrnbienie)). 

Figura 5 przedstawia współczynniki korelacji linimvej Pearsona przedstawiające 

zgodność pomiędzy pomiarami ilościowymi peptydów wybranych dla danego białka w 

grupie 209 płynów opłucnowych, dla wszystkich białek celowanych kilkoma peptydami 

(przedstawione w tabeli 1 ). Wykres pudełkowy przedstawia medianę i przedział 

międzykwartylowy Q3-Ql. Obserwacje odstające „outliers" zaznaczono jako kółka 

(wykraczające poza przedział Ql-1.S:'IQR i Q3+1.5*IQR) oraz obserwacje ekstremalnie 

odstające zaznaczono jako gwiazdki (wykraczające poza przedział Ql-3RQ i Q3+3RQ). 

Do analizy użyto wszystkich danych i uzyskano medianę ze wszystkich współczynników 

korelacji liniowej Pearsona (wa1tość R) na poziomie 0.926 ± O 124 (mediana± odchylenie 

standardowe). 

Figura 6 przedstawia białka z istotnie obniżonym poziomem ilościowym w płynach 

łagodnych Względne poziomy białek w 209 płynach opłucnowych Na wykresach 

pr7edstawiono ws7ystkie porównania istotne statystycznie (p <::::0,05, test Manna-Whitncya) 

pomiędzy grnpami płynów nowotworowych (RAK), płynów grnźliczych (PG) i płynów 

łagodnych (PŁ) wzglydcm płynów nowotworowych (RAK), płynów grnźliczych (PG), 

innych płynów infekcyjnych (IPI) oraz wszystkich płynów infekcyjnych (WPI), wartości 

podano powyżej każdej z grup. Poniżej wykresów zaprezentowano wszystkie istotne 

statystycznie wartości p dla porównań indywidualnych pięciu grup płynów opłucnowych 

względem pozostałych płynów. Wykresy pudełkowe przedstawiają medianę i przedział 

międzykwartylowy Q3-Q1. 

Figura 7 przedstawia białka z istotnie podwyższonym poziomem ilościowym w 

płynach nowotworowych o mniejszej zdolności do rozróżniania płynów (a), oraz białka o 

braku zdolności do rozróżniania płynów (brak istotności statystycznej) (b). Względne 

poziomy białek w 209 płynach opłucnowych. Wszystkie porównania istotne statystycznie 

(p :'.S0,05, test Manna-Whitneya) pomiędzy indywidualnymi grupami płynów zostały 
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przedstawione za pomocą klamer, a poniżej wykresów zaprezentowano wszystkie istotne 

statystycznie wa1tości p dla porównań indywidualnych pięciu grup płynów względem 

pozostałych płynów. Wykresy pudełkowe przedstawiają medianę przedział 

międzykwartylowy QJ-Ql. 

Figura 8 przedstawia wykresy pokazujące wartość predykcyjną dodatnią (PPY) vs. 

czułość dla każdej z pięciu grup płynów opłucnowych. Zaprezentowane jako średnia 

wartość PPV (czarna linia)± odchylenie standardowe (ciemnoszare pole). 

Figura 9 przedstawia w fonnie tabeli testowane białka z panelu 53 białek. które nie 

zostały wykryte w próbkach płynów opłucnowych. Panel pięćdziesięciu trzech białek 

składał się z markerów stosowanych w praktyce klinicznej oraz potencjalnych markerów 

opublikowanych w literaturze naukowej, które wykazały wysoki potencjał w diagnostyce 

lub klasyfikacji płynów opłucnowych, diagnostyce nowotworów lub chorób infekcyjnych 

w próbkach osocza/surowicy krwi z zastosowaniem testów biochemicznych lub opartych 

na reakcji z przeciwciałami (immunotestów), stosowanych w praktyce klinicznej, lub 

indywidualnych i multipleksowych testów z zastosowaniem technik takich jak globalna i 

celowana proteomika oparta na spektometrii mas lub z zastosowaniem przeciwciał. 

Dwadzieścia dziewięć białek (ADAl i ADA2 (reprezentujące ADA), C3, C9, 

CEA/CEACAM5. CK-6. CK-7. CK-8. CK-14. CK-17. CK-18. CK-19. CRP. GRP. IFNG. 

LDHA, LDHB, and LDHC (reprezentujące LDH), MSLN, MUC-1/CA 15-3. MUC-

16/CA- I 25. NSE. CDHI. MMP9. EPCAM. VIM. WFDC2/HE4. SPB3/SCCA-l and 

SPB4/SCCA-2 freprezentujace SCCA)) reprezentuje testy stosowane w praktyce 

klinicznej. Trzydzieści dwa, trzynaście i osiem białek to zatwierdzone lub potencjalne 

markery odpowiednio nowotworów. grnźlicy i infekcji/stanu zapalnego 

Przykłady 

Materiały i metody: 

1) Próbki kliniczne płynów opłucnowych 

Próbki płynów pobrano podczas standardowego zabiegu torakopunkcji i 

sklasyfikowano w Mazowieckim Centrum Leczenia Chorób Płuc i Gruźlicy (MCLChPiG). 

Badanie uzyskało aprobatę Komisji Bioetycznej przy Okręgowej Izbie Lekarskiej w 

Warszawie (KB/928/14) oraz Komisji Bioetycznej przy Narodowym Instytucie Geriatrii, 

Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie (nr. KBT-5/1/2019) oraz wszystkie badania 

przeprowadzono zgodnie z odpowiednimi wytycznymi i przepisami. Od każdego pacjenta 

uzyskano pisemną świadomą zgodę. Próbki zostały zidentyfikowane i zakodowane do 

analiz proteomicznych i były traktowane zgodnie z praktykami na poziomie II 

bezpieczeństwa biologicznego. Trzysta sześćdziesiąt siedem próbek płynów, od 
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poszczególnych pacjentów, pobrano prospektywnie przez okres 5,7 lat i przetworzono jak 

opisano wcześniej (Domanski i in., 2016). z supcrnatantami przechowywanymi w -80 °C 

do czasu analizy. Starano się zebrać większość płynów dostępnych w MCLChPiG, aby 

uzyskać rzeczywistą reprezentację częstości występowania różnych typów płynów 

opłucnowych spotykanych w takim pojedynczym ośrodku klinicznym. Wysięki 

klasyfikowano jako przesiękowe lub wysiękowe zgodnie z kryteriami Lighta. Rozpoznanie 

wvsięku złośliwego lub związanego z nowotworem opierało się na wykazaniu komarek 

nowotworowych w badaniu cytologicznym zassanego płynu lub badaniu 

histopatologicznym materiału z biopsji opłucnej, uzyskanego za pomocą 

wideotorakoskopii, wykonanego przez dwóch doświadczonych patologów. Gruźlicze 

zapalenie opłucnej rozpoznano na podstawie potwierdzenia Mycobaeterium tuberculosis w 

płynie opłucnowym, plwocinie lub popłuczynach oskrzelowo-pęcherzykowych, lub jeśli w 

biopsji opłucnej pobranej podczas wideotorakoskopii stwierdzono gruźlicę. Do 

diagnozowania innych chorób zastosowano powszechnie przyjęte kryteria kliniczne. Z 

analizy wykluczono sto pięćdziesiąt osiem płynów opłucnowych (65 płynów z 

rozpoznaniem ropniaka, 55 płynów o nieznanej etiologii, 8 płynów o dwóch lub więcej 

etiologiach i 30 łagodnych płynów jako nieokreślone płyny opłucnowe z przesiękiem -

nienowotworowe i niezakaźne). Do analizy pobrano dwieście dziewięć płynów ze 

zdiagnozowaną etiologią. Zestawienie próbek i dane pacjenta przedstawiono w tabeli na 

fig. 4. Sto dziewięć płynów pochodziło od pacjentów ze zdiagnozowaną postacią raka 

(płyny związane z nowotworem) i obejmowało 82 ze zdiagnozowanym rakiem płuca (65 

ze zdiagnozmvanym niedrobnokomórkowym rakiem płuca (NSCLC) (NSCLC: z :n 
podtypami A DC i 22 SCC) oraz 17 typów SCT .C) oraz 27 ze z<liagnmowanym 

nowotworem wtórnym (dziesięć zdiagnozowanych jako rak sutka, cztery zdiagnozov,ane 

jako mi9dzybloniak opłucnej, czte1y zdiagnozowane rak jajnika i jeden zdiagnozm,vany 

jako: czerniak złośliwy, chłoniak, białaczka, rak neuroendokrynny, rak nerki, rak macicy, 

rak pęcherza moczowego, rak prostaty i nieznana lokalizacja pierwotna). Dodatnie wyniki 

cytologii uzyskano w 23,6 % tych przypadków. Pięćdziesiąt osiem płynów pochodziło od 

pacjentów z chorobami zakaźnymi (wszystkie płyny infekcyjne) i obejmowało 25 płynów 

parapneumonicznych, 24 płynów gruźliczych, 6 płynów zapalnych i 3 płyny ropniakowe 

(nie ropne, tj. brak wizualnej manifestacji ropy). Czterdzieści dwa płyny pochodziły od 

pacjentów z dolegliwościami nienowotworowymi i nieinfekcyjnymi (,,płyny łagodne") i 

obejmowały 27 płynów w wyniku niewydolności serca, cztery przesięki, pięć płynów w 

wyniku niewydolności nerek, 2 płyny w wyniku zapalenia stawów, oraz po jednym z 
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każdego płynu związanego z: zapaleniem trzustki, marskością wątroby, zatorowością 

płucną i pourazowego. 

2) Opracowanie, optymalizacja i analiza testu MRl\1 

Selekcję peptydów proteotypowych do analizy MRM każdego białka docelowego i 

optymalizację ustawieri MRM specyficznych dla peptydów i fragmentów przy użyciu 

wzorca wewnętrznego peptvdów znakowanego stabilnym izotopem (SIS) przeprowadzono 

jak opisano wcześniej (Domanski i in .. 2016). Wyboru peptydów dokonano ręcznie i za 

pomocą oprogramowania PeptidePicker, stosując wcześniej opisane kryteria (Mohammed i 

in .. 2014). 

Wybrane peptydy proteotypowe spełniały następujące warunki: unikalność 

sekwencji w proteomie człowieka; liczne obserwacje V>' bibliotekach spektralnych; długość 

nieprzekraczająca 21 rcszl aminokwasowych oraz, jeśli to możliwe, niezawierające 

aminokwasów łatwo ulegających modyfikacji chemicznej (np. Cys, Met) lub sekwencji 

podatnych na modyfikacje (np. DP, DG). Peptydy wykluczono, gdy miały niską wydajność 

trawienia, wysoką częstotliwość polimorfizmów pojedynczego nukleotydu (SNP), znane 

modyfikacje potranslacyjne (PTM) lub cechy biologiczne wpływające na dokładność ich 

ponuaru. 

Wybrane peptydy zsyntetyzowano jako peptydy SIS przy użvciu znakowanych 

izotopowa aminokwasów na końcu C: 13C6-, 15 N4-Arg lub 13C6-. 15N2-Lys (98 % 

wzbogacenie izotopowe) przez JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin, Niemcy) jako 

SpikeTides_L. Analizę MRI\I przeprowadzono na potrójnym kwadrupolu (TQ) MS od 

Waters Xevo (Waters, Milford, MA) sprzężonym z UPLC Waters nanoAcquity przez 

fródło 7spray Nanotlow z emiterem 10 r1m SilicaTip PicoTip (New Ohjcctivc, MA, USA) 

i kolumną analityczną Waters nanoAcquity lJPLC BEH130 C18 (75 µm x 150 mm, 

wielkość cząstek 1,7 µm) w 40 °C oraz kolumną pułapkową Waters Symmctry 100 C18 

(180 µm x 20 111111, wielkość cząstek 5 µ111). Wszystkie rozpuszczalniki i modyfikatory były 

klasy do LC-MS. Faza ruchoma A zawierała 0,1 7o kwasu mrówkowego (Sigma-Aldrich) 

w wodzie (J.T.Baker, Holandia). Peptydy wprowadzano na kolumnę-pułapkę z szybkością 

15 µ1/min i rozdzielono przy 350 nl/min przy użyciu 60-minutowego przebiegu LC z 

gradientem acetonitrylu (JTBaker) z O, 1 % kwasem mrówkowym (faza ruchoma B) 

zmieniającym się od 1 % do 10 % od O do 10 minut i od 10 % do 45 % od 10 do 40 minut, 

po czym następuje przemycie 90 % B i równoważenie. Parametry MS obejmowały 

napięcie kapilarne 3,5 kV, przepływ gazu oczyszczającego 100 1/h, przepływ gazu 

stożkowego 5 1/h, gaz NanoFlow ustawiony na 50 kPa (0,5 bara) i temperaturę źródła 

150 °C. Wstępne metody analityczne były ukierunkowane na 53 białka poprzez 
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skanowanie w poszukiwaniu 205 endogennych peptydów i 205 komplementarnych 

peptydów SIS, przy użyciu zoptymalizowanych parametrów LC-MRM. W celu 

zwiększenia specyficzności, każdy z peptydów endogennych i SIS monitorowano za 

pomocą pięciu jonów fragmentacyjnych (łącznie 2050 przejść). Ostateczna metoda została 

zredukowana do głównie wykrywalnych białek i ukierunkowana na 34 markery z 105 

peptydami i SIS kazdy w dwóch 60-minutowych analizach LC-MRl\il na próbkę (818 

przejść) Poziom markera w próbce płvnu opłucnowego podaje się jako względną. ilosć 

białka na objętość płynu opłucnowego Wynika to ze zmierzonej względnej ilości jednego 

lub większej liczby peptydów (średnia geometryczna) na białko, znormalizowanej 

względem odpmviedniego peptydu(-ów) STS. Ilość peptydu endogennego podaje się jako 

stosunek powierzchni pików, będący sumą powierzchni pod pikami wszystkich przejść dla 

peptydu endogennego podzieloną. przez sumę powierzchni pików przejść jego ciężkiego 

standardu. Aby umożliwić normalizację danych intensywności między próbkami pod 

względem fluktuacji sygnału _viS i różnic w przetwarzaniu próbek po trawieniu, do 

wszystkich próbek dodano równoważne ilości peptydów STS. Przeprowadzono ręczną 

kontrolę sygnałó\V dla każdej próbki, aby zapewnić prawidłowe wykrywanie pików, 

dokładną integrację i przejścia wolne od zakłóceń. Metody MRM i analizy danych 

przeprowadzono w Skylinc-Daily Yer. 21 (oprogramowanie laboratoryjne MaeCossa). 

3) Trawienie próbki płynu opłucnowego 

Praca z próbkami płynu opłucnowego przed trawieniem trypsyną. była 

przeprowadzana w komorze laminarnej z filtrem HEPA i przy użyciu końcówek 

filtrnjących i ultraczystych odczynników (Sigma-Aldrich). Przygotowanie próbek i analizy 

MRM były randomizowane Po rozmro1:eniu płynu opłucnowego wirowano przy 15000 x 

g przez 5 min w 4 °C Płyn opłucnowy analizowano z uwzględnieniem objętości, biorąc do 

analizy 2,5 µl każdej próbki. Próbki denaturowano przez dodanie 97,5 µI 8,4 M mocznika 

w 50 mM buforze Trizma/chlorowodorek (pH 8,4, bufor Tris). Następnie redukowano je 2 

µl 50 mM chlorowodorku tris(2-karbok~yctylo)fosfiny (TCEP) w 50 mM buforze Tris 

przez 30 min w 37 °C, a następnie alkilowano 2 µl 777 mM jodoacetamidu w 50 mM 

buforze Tris przez 30 min w 22 °C. Próbki inkubowano w wysokim stężeniu mocznika 

(7,88 M) w 37 °C przez 4 godziny. Następnie dodano 741 µI 50 mM buforu Tris w celu 

obniżenia stężenia mocznika do 0,969 M, a białka strawiono 4 µg (5 µ1) zmodyfikowanej 

trypsyny o jakości do sekwencjonowania (Promega nr kat. V5 l 11, Fitchburg, WI) w 37° C 

przez 16 godzin. Próbki następnie inkubowano w 60 °C przez 30 min, schłodzono do 

37 °C i po raz drugi dodano 4 µg (5 µ1) zmodyfikowanej trypsyny, po czym inkubowano 

przez 2 godziny w 37 °C. Dodano mieszaninę peptydów SIS, aby uzyskać ilość 
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poszczególnych SIS w zakresie od 62,5 do 625 fmol/µg strawionej substancji, i próbki 

zakwaszono 0.1 % kwasem mrówkowym (KM) do końcowej objętości 1,0 ml. Peptydy 

odsolono przy użyciu wkładów Oasis HLB 1 ml (1 O mg) (Waters), które zostały 

przepłukane l ml metanolu o czystości do LC-MS i l ml wody o czystości do LC-MS. 

Próbki wprowad.wno i przemyto 1 ml wody. a następnie eluowano w 200 µl 65 % 

acetonitrylu o czystości LC-MS, 0.1 % kwasem mrówkowym. Eluowane próbki suszono 

za pomocą SpeedVac (Labconco) i ponownie zawieszano w 95 µI O, 1 % kwasu 

mrówkowego, poddawano działaniu ultradźwięków przez 5 min i wirowano przy 14000 x 

g przez 3 min. Do analizy nano-LC-MS-MRM wstrzyknięto 3,8 ~d próbki. Pomiędzy 

każdą próbką wykonywano dwie ślepe próbki (0,1 % KM), a próbkę QC regularnie 

analizowano w celu monitorowania wydajności systemu LC-MS. 

4) Analiza statystyczna: Dane zostały przetworzone przy użyciu SPSS Statistics 

(wersja 27.0; IBM Corp., Armonk, ~Y). Dla porównań poziomu białka wykonano 

nieparametryczny test U Manna-Whitney' a (MWU). Krzywe charakterystyki operacyjnej 

odbiornika (ROC) dla porównań parami przeprowadzono w programie SPSS, a pole pod 

krzywą (AUC) podano w celu wskazania potencjału diagnostycznego. Klasyfikacji 

dokonano w ramach programu Scikit-learn w wersji 0.24.2 (Pedregosa i in .. 2012). 

Klasyfikatory zostały zbudowane przy użyciu biblioteki XGBoost w wersji 1.2.0 (T. Chen 

i Guestrin, 2016). Wydajność klasyfikatora oszacowano przy użyciu IO-krotnej 

warstwowej walidacji krzyżowej z dostrajaniem hiperparametrów w zagnieżdżonej 5-

krotnej walidacji krzyżowej. Dostrojone hiper-parametry to: 'learning_rate', 'max_depth'. 

'min_child_weight'. 'suhsample', 'colsample_hytree', and 'n_estimators'. z 

pr7eprowad7onym pełnym przeszukiwaniem siatki Procedurę walidacji krzyżowej 

powtórzono 10 razy z różnymi losowymi wartościami ziarna 'seed'. Wstępne 

przetwarzanie danych przeprowadzono w pytli walidacji krzyżowej i obejmowało funkcje 

skalowania do zerowej średniej i jednostkowego odchylenia standardowego w zbiorze 

uczącym oraz imputację brakujących wartości. Zastosowano metodę imputacji k­

najbliższych sąsiadów, przy domyślnym ustawieniu k=5. Rekurencyjna eliminacja cech 

została wykorzystana do oszacowania optymalnej liczby cech potrzebnych do klasyfikacji. 

W tym eksperymencie zmniejszono rozmiar siatki hiperparametrowej z powodu wysokich 

kosztów obliczeniowych. W celu uzyskania listy najważniejszych cech dla każdej grupy 

osobny model wykonujący jeden-kontra-reszta klasyfikacji binarnej został wytrenowany. 

Dla porównania przeprowadzono walidację pojedynczego podziału ze stratyfikowanym 

(proporcje grup płynu opłucnowego są takie same) losowym podziałem danych na zestawy 

70 %/30 % trening/test. 
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Wyniki 

1) Wybór białek i opracowanie panelu do testu MRM: Przygotowano do badań 

panel pięćdziesięciu trzech białek (tabela 1 i fig. 9) obejmujący biomarkery stosowane w 

praktyce klinie.mej oraz opublikowane w literaturze naukowej o potencjale 

diagnostycznym do okreslania etiologii płynów opłucnowych, wykrywania nowotworów 

lub chorób infekcyjnych w badaniach osocza krwi. Dwadzieścia dziewięć białek 

reprezentuje markery stosowane w praktyce klinicznej. Trzvdzieści dwa, trzynaście i osiem 

białek to odpowiednio potencjalne luh powszechnie stosowane markery nowotworowe, 

grnźlicze i infekcji/stanu zapalnego. '\Jastępnie dla wybranych 53 białek zbudowano 

specyficzne metody MRM. 

Dla każdego z markerów, do ilościowej analizy celowanej wybrano od jednego do 

siedmiu peptydów tryptycznych odznaczających się dużą liczbą obserwacji podczas 

eksperymentów, odnotowanych w proteomicznych bazach danych, posiadających unikalną 

sekwencję dla danego białka w ludzkim proteomie oraz niezawierąjących 

modyfikowalnych aminokwasów (aby uniknąć potencjalnych modyfikacji post­

translacyjnych lub polimorfizmów pojedynczego nukleotydu, które pogarszają dokładność 

analizy ilościowej), dąjąc łącznie 205 celowanych peptydów. Dla każdego z celowanych 

peptydów zsyntetyzowano jego odpowiednik ze znakowaną trwałym ciężkim izotopem 

resztą lizyny lub argininy, pełniący rolę wzorca wewnętrznego (SIS), w celu zwiększenia 

specyficzności, precyzji i czułości testu. Te syntetyczne standardy wewnętrzne 

zastosowano także do empirycznej optymalizacji metod MRM składających się ze 

specyficznych dla peptydów, zoptymalizowanych metod skanowania MS, celujących w 

precY7yjnic wyhrnnc peptydy rcporterowc i ich jony fragmentacyjne, aby umożliwić 

ilościowe oznaczanie analitów z ,,ysoką specyficznością i precyzją (Domanski i in., 2016). 

Dodatkowo, w celu zwi~kszcnia specyficzności i precyzji testu, 98 % i 89 % markerów 

białkowych analizowano za pomocą odpowiednio dwóch lub większej liczby i trzech lub 

większej liczby celowanych peptydów. 

Dodanie równych ilości syntetycznych standardów wewnętrznych (SIS) do 

wszystkich próbek płynów opłucnowych pozwoliło na normalizację otrzymanych 

wyników oraz eliminację efektów związanych z preparatyką próbek po etapie trawienia i 

przebiegiem analiz LC-MS. Względnego pomiaru ilościowego peptydów w płynach 

opłucnowych dokonano z zastosowaniem normalizacji do syntetycznych standardów 

wewnętrznych. Na podstawie względnych pomiarów ilościowych peptydów celowanych 

dla danego białka wyznaczono średnią wartość dla danego białka, reprezentującą jego 
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poz10m w próbkach płynu. Wyniki analizy ilościowej przedstawiono jako względny 

poziom markerów na stałą objętość płynu opłucnowego. 

Protokół przygotowania próbek do analizy oraz trawienia białek został 

zoptymalizowany, tak aby zapewnić możliwie najwyższą czułość testu dla markerów 

analizowanych w panelu oraz aby zapewnić, możliwie najwyższą (z technicznego punktu 

widzenia) efektywność trawienia białek. Ze względu na zróznicowanie w poziomie 

całkowitego stężenia białek w płynach opłucnowych i potencjalnym wpłvwie tego 

zjawiska na etap trawienia białek trypsyną, która dostarcza zastępczych peptydów 

reporterowych, opracowano specyficzną dla płynów opłucnowych i prostą procedurę 

trawienia białek w roztworze, jak opisano w punkcie powyżej pt. ,,Trawienie próbki płynu 

opłucnowego". Jednak każda procedura trawienia prowadząca do uzyskania wskazanych 

peptydów może być zastosowana. Ogólnie, składa się ona z 4-gocLdnncgo etapu 

denaturacji białek w moczniku o wysokim stężeniu oraz inkubacji w wysokiej 

temperaturze, po której następowało drugie trawienie białek w trypsynie, dodawanej w 

dużym nadmiarze, aby zapewnić maksymalną denaturację oraz możliwie najwyższą 

efektywność trawienia białek, co jest szczególnie istotne w przypadku białek 

wykazujących dużą oporność proteolityczną. Optymalizacja procedury trawienia białek 

zwiększyła także czułośc testu. Dodatkowo, w celu nadzorowania przebiegu trawienia 

białek, we wszystkich próbkach płynów opłucnowych, monitorowano poziom dwóch 

głównych białek osocza, albuminy surowicy i transferryny, aby wykryć potencjalne 

problemy na etapie trawienia białek. Aby ustalić możliwości detekcji 53 białek z panelu, 

za pomocą standardowego instrumentu TQ LC -MS (ang. Triple Quadrupole Liquid 

Chromatography-Ma~s Spcctromctry), przeprowadzono wstępną analizę MRM na 

„próbkach łączonych", składających się z kilku płynów o tej samej etiologii oraz na 

indywidualnych próbkach płynów, obejmujących najcz9ściej wyst9pujące etiologie płynów 

opłucnowych: gruczolakorak płuca (ADC), rak płaskonabłonkowy płuca (SCC), 

niedrobnokomórkowy (NSCLC) i drobnokomórkowy rak płuca (SCLC), międzybłoniak 

opłucnej, nowotwór sutka, gruźlica opłucnej, zapalenie płuc i niewydolność serca. 

Na podstawie tych wyników do ostatecznego panelu zakwalifikowano 34 

biomarkery możliwe do detekcji za pomocą standardowego instrumentu TQ LC-MS oraz 

będące białkami istotnymi dla klasyfikacji płynów opłucnowych, celowanych 105 

peptydami (i odpowiadających im syntetycznych standardów wewnętrznych) do analizy 

ilościowej. W ostatecznym panelu, aż 91 % markerów białkowych było celowanych za 

pomocą dwóch lub więcej peptydów. Następnie przeprowadzono analizę MRM 209 
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próbek płynów opłucnowych pochodzących od pacjentów po torakocentezie z 

Lastosowaniem opracowanego panelu, podczas której wykryto 29 celowanych białek. 

Poziomy wielu peptydów, celowanych dla pojedynczego białka, w całym zestawie 

analizowanych próbek, wykazały medianę współczynnika korelacji Pearsona (wartość R) 

0,926 ± SD O, 124, z rozkładem pokazanym na fig. 5, wskazującym na wysoką zgodność 

między wieloma peptydami celowanvmi dla danego białka, ze zwiększoną zmiennością 

związaną z mniejszą abundancją markera. Peptydy z ogólnie bardzo niskimi sygnałami 

zostały pominięte w końcowej analizie danych, a te które zostały zastosowane. 

przedstawiono w tabeli 1. 

2) Analiza MRM 209 próbek płynów opłucnowych od pacjentów i różnice w 

poziomach markerów białkowych w pięciu grupach płynów opłucnowych oraz 

zdolności indywidualnych markerów do rozróżniania etiologii płynów: Do celów 

analizy statystycznej 209 próbek płynu opłucnowego podzielono na 5 grup: płyny 

nowotworowe (11=109), ,,wszystkie płyny infekcyjne" (gruźlica i inne choroby infekcyjne 

płuc/opłucnej, n=58). płyny spowodowane niewydolnością narządów (innych niż płuca), 

stanowiące głównie przesięki (,,płyny łagodne·', n=42), z dalszym podziałem płynów 

infekcyjnych na płyny gruźlicze (n=24) i „inne płyny infekcyjne'' spowodowane 

chorobami infekcyjnymi płuc i opłucnej (n=34 ). W tabeli na fig. 4 przedstawiono białka, 

których poziom w płynach rożnił się w sposób istotny statystycznie (p S 0,05: na 

podstawie testu Manna-Whitney'a (MWU)) pomiędzy 5 grupami płynów oraz prezentuje 

ich potencjalną użyteczność diagnostyczną na podstawie wartości AUC (pole powierzchni 

pod krzywą) otrzymanych z analiz krzywych ROC. Tabela obejmuje wszystkie możliwe 

porównania pomiędzy grnpami, dając łącznie 26 porównań, a w obrębie danego 

porównania białka są przedstawione w kolejności od najwyższej istotności statystycznej do 

wartości p ::S0,05, aby zaprezentovvać porównanie wi9kszości markerów. Podkreślono także 

białka, które uzyskały najlepsze wyniki (p ::S 0,01 test lvIWU i AUC ::.::_ 0,700). 

Analiza ilościowa markerów białkowych w próbkach płynu opłucnowego była 

przeprowadzona na daną (stałą) objętość płynu, co jest powszechnie stosowane w 

laboratoriach diagnostycznych w analizach płynu opłucnowego i innych ludzkich płynach 

biologicznych. Odbywa się to pomimo znanej zmienności całkowitego stężenia białka 

wśród płynów opłucnowych, która w opisanym tu przypadku kształtowała się następująco: 

wszystkie płyny: 41,2 gil ± 9,31 SD, płyny nowotworowe: 41,4 gil ± 7,64 SD, płyny 

gruźlicze: 47,2 gil± 6,64 SD, ,,inne płyny infekcyjne" 47,8 gil± 5,36 SD i płyny związane 

z niewydolnością narządów: 28,3 gil± 9,26 SD. 
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W grupie płynów nowotworowych zaobserwowano istotnie podwyższone poziomy 

sześciu białek, które biorą udział w adhezji komórek i roz\voju nowotworu: kadheryna-1 

(CDHl). trombospondyna-4 (THBS4), mezotclina (MSLN), mucyna-1 (MUC-1, CA 15-

3). domena Sushi, c,,;ynnik von Willebranda typu A EGf i białko zawierające domenę 

penlraksyny 1 (SYEPl - ang. sushi von Willebrand faclor lype A EGF and pentraxin 

domain-containing protein 1 l oraz inhibitor proteazy typu Kunitz 1 ( SPlNT 1) (fig. 1). 

Każdy z sześciu wyżeJ wymienionych markerow białkowych, pozwala na rozróżnienie 

płynów nowotworowych od ,.wszystkich płynów infekcyjnych", płynów gruźliczych, 

„innych płynów infekcyjnych'' i od wszystkich płynów nienowotworowych łącznie 

(n= 100). z odnotowanymi wartościami AUC w zakresie 0.650 do 0,822. Do rozróżniania 

płynów nowotworowych od nienowotworowych, najlepszymi biomarkerami okazały się 

białka CDHl, 1\flTl, THBS4 i MSLN (AUC: 0,766 do 0,698). Natomiast najlepszym 

markerem do rozróżniania płynów nowotworowych od każdej innej grupy płynów, było 

białko CDHl (A.UC: 0,734-0,822). Białka SVEPl, THBS4 i MSLN umożliwiły skuteczne 

rozróżnienie płynów nowotworowych od płynów gruźliczych, ,,innych płynów 

infekcyjnych" i „wszystkich płynów infekcyjnych'" (AUC: 0,705-0.777), natomiast 

znacmie gor,,;ej można było rozróżnić na podstawie poziomów tych trzech białek płyny 

nowotworowe od spowodowanych niewydolnością narządów (,,płyny łagodne'') (np. dla 

SYEP I brak istotności statystycznej, a dla reszty niska istotność) Poziomy białek MUC-1 

oraz CK-8 i CK- I 8, które są markerami nowotworowymi stosowanymi w praktyce 

klinicznej, były istotnie podwyższone w płynach nowotworowych i najlepiej sprawdziły 

się w rozróżnianiu płynów nowotworowych od płynów spowodowanych niewydolnością 

narządów (AUC w zakresie 0,699-0,747) Spośród trzech wyżej wymienionych białek, 

najlepszym biomarkerem okazał się być MUCl i umożliwiał rozróżnianie płynów 

nowotworowych od płynów gruźliczych, ,,innych płynów infekcyjnych", ,,wszystkich 

płynów infekcyjnych" z odnotowanymi wartościami AUC w zakresie 0,671-0.673. Poziom 

białka SPINT 1 był istotnie wyższy w płynach nowotworowych we wszystkich 

porównaniach pomiędzy grupami, ale jego zdolność do rozróżniania grup płynów była 

znacznie niższa. Podsumowując, w opracowanym teście opartym na spektrometrii mas, 

białko CDHl jest najlepszym markerem nowotworowym, który skutecznie rozróżnia płyny 

nowotworowe od każdej innej grupy płynów. Dodatkowo, białka THBS4, MSLN i SVEPl, 

wspierają różnicowanie płynów nowotworowych od infekcyjnych, a MUCl różnicuje 

płyny nowotworowe od wszystkich nienowotworowych. 

W grupie płynów gruźliczych, zaobserwowano wysoki poziom trzech 

potencjalnych biomarkerów gruźliczych: deaminazy adenozynowej (ADA2), chemokiny 
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CXCLlO (CXCLlO) oraz cytoplazmatycznej syntetazy tryptofany Io-tRNA (W ARS), 

charakterystyczny tylko dla tej grupy płynów (fig. 2). Były to jedyne markery, które 

pozwalały na rozróżnianie płynów gruźliczych od „innych płynów infekcyjnych" z wysoką 

istotnością statystyczną, z indywidualnymi wartościami AUC w zakresie 0,784 do 0,876. 

Ponadto, były one także najlepszymi markerami umożliwiającymi rozróżnienie płynów 

gruźliczych od wszystkich innych płynów łącznie (n=l85) z wartościami AUC w zakresie 

0.832-0,881 oraz były jednymi z najlepszvch markerów umożliwiających rozróżnienie 

płynów gruźliczych od nowotworowych i powodowanych niewydolnością narządów 

(AUC: 0,828-0,906). Dodatkowe siedem białek, które były podwyższone w grupie płynów 

gruźliczych, pozwalały na ich rozróżnianie od płynów nowotworowych, powodowanych 

nievvydolnością narządów i grupy wszystkich innych płynów łącznie, ale ich poziomy były 

także podwyższone w grupie „innych płynów infekcyjnych". Wspomniane wyżej białka, 

stanowią przede wszystkim markery stanu zapalnego i są nimi: wimentyna (VIJ\;1), 

gałek.tyna 1 (LGALSl). surowicze białko amyloidu P (APCS), białko SIOOA9 (SlOOA9), 

metaloproteinaza 9 (MMP9), dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i białko C-rcaktywne 

(CRP) (AUC: 0,674 do 0,867, najwyższa wartość AUC dla wimentyny). Powyższe siedem 

białek umożliwia rozróżnianie „innych płynów infekcyjnych" od nowotworowych, 

związanych z niewydolnością narządów i grupy wszystkich innych płynów łącznie, (AUC: 

0.650-0,873), a najlepszym markerem we wszystkich trzech porównaniach było białko 

SI OOA9 (AUC: 0.773-0.873). Pomimo, że grupie ,jnnych płynów infekcyjnych" nie 

przypisano żadnego markeru specvficznie podwyższonego tylko w tej grupie, to 

hemopeksyna (HPX), której poziom był wysoki także w płynach nowotworowych (fig. 1), 

była białkiem, które umożliwiało rozróżnienie „innych płynów infekcyjnych" od 

gruźliczych (Al.T: 0,707). Również w grupie „wszystkich płynów infekcyjnych", 

obejmującej płyny gruźlicze i „inne płyny infekcyjne", zaobserwowano istotnie 

podwyższone poziomy wyżej wymienionych dziesięciu białek, które umożliwiają 

rozróżnienie „wszystkich płynów infekcyjnych" od płynów nowotworowych, związanych 

z niewydolnością narządów i grupy wszystkich innych płynów łącznie (AUC: 0,664-

0,858). Podsumowując, płyny infekcyjne można skutecznie odróżnić od innych płynów, 

dzięki podwyższonemu poziomowi dziesięciu markerów białkowych. Podwyższone 

poziomy siedmiu z nich: SIOOA9, VIM, LGALSI, APCS, MMP9, LDHA i CRP, wskazują 

na „wysięk infekcyjny" o dałej niewyjaśnionej etiologii, przy czym białko SIOOA9 jest 

najlepszym markerem dla grupy „innych płynów infekcyjnych". Dodatkowo płyny 

gruźlicze mogą być zidentyfikowane dzięki podwyższonemu poziomowi białek ADA2, 

CXCLlO, WARS (AUC: 0,826-0,906), specyficznemu tylko dla tej grupy, a najlepszym z 
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markerów jest ADA2. Białko ADA występuje w dwóch izoformach, ADAl oraz ADA2, 

których całkowita aktywność enzymatyczna jest mierzona w teście diagnostycznym w 

kierunku gruźlicy, natomiast w opisanych badaniach izofonna ADAl nie została wykryta 

w żadnej z analizowanych próbek płynu opłucnowego. 

Dodalkowo zaobserwowano podwyższony poziom markerów, wspólny dla czterech 

grup płynów opłucnowych (płynów nowotworowych. płynów gruźliczych, ,jnnych płynów 

infekcvjnych'' i ,.wszystkich płvnów infekcyjnych'') i pozwalający na rozróżnienie ich od 

płynów spowodowanych niewydolnością narządów (,,płyny łagodne"), z odnotowanymi 

wartościami AUC sięgającymi 0,880 (fig. 6). Wspomniane powyżej markery obejmowały 

hemopeksynę (HPX), dehydrogenazę mleczanową B (LDHB), dehydrogenazę mleczanmvą 

(LDH: obejmującą LDH-A, -B i -C). składową C3 dopełniacza (C3), składową C9 

dopełniacza (C9) i czynnik pochodzący z nabłonka barwnikowego siatkówki (SERPINF1 ). 

Połowa z tych białek, to białka osocza krwi, a ich podvvyższony poziom w czterech 

grupach płynów opłucnowych, jest prawdopodobnie spowodowany tym, że większość 

płynów związanych z niewydolnością narządów, stanowią przesięki, które charakteryzują 

się niższym całkowitym stężeniem białek osocza. Podkreśla to także fakt, że poziomy 

wielu ze wspomnianych wcześniej, markerów specyficznych dla danej etiologii płynów 

(np. W ARS) są wyższe w każdej z grup płynów, oprócz tych związanych z niewydolnością 

narządów. Jednak białko SYEP I, które umożliwia rozróżnianie płynów nowotworowych i 

infekcyjnych, okazało się byc także jedynym markerem podwyższonym w płynach 

związanvch z niewydolnością narządów (,,płyny łagodne") i pozwalało na ich rozróżnianie 

od wszystkich trzech grnp płynów infekcyjnych (AUC: 0,800-0,802). Pomimo, że dla 

grnpy płynów związanych z niewydolnością narządów, nie zaobserwowano żadnego 

specyficznie podwyższonego markern, to obniżony poziom wymienionych wcześniej 

sześciu białek i podwyższony poziom SVEPl, wykluczają nowotworową i infekcyjną 

etiologię płynu. 

Inne markery, których poz10my były podwyższone, ale wykazały mmeJszą 

zdolność do umożliwienia rozróżnienia grup płynów, mają potencjał aby zostać markerami 

chorobowymi, przy zastosowaniu w przyszłości bardziej czułych testów opartych na 

spektrometrii mas, np. antygen CDl 66 (ALCAM), cytokeratyna 19 (CK-19) i kali statyna 

(SERPINA4) były podwyższone w płynach nowotworowych (fig. 7), ale odnotowane 

wartości AUC były niskie (0,580-0,584). Inne białka w teście według wynalazku nie 

wykazały dużej istotności w rozróżnianiu między badanymi grupami płynów 

opłucnowych. CK-6 i CK-7 wykryto w kilku płynach nowotworowych, ale ich poziomy 

nie różniły się z istotnością statystyczną. Gelsolin (GSN) wykryto uzyskując dobry sygnał 
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pochodzący od czterech peptydów we wszystkich próbkach, ale nie różnicował żadnej z 

grup płynów opłucnowych. 

3) Zastosowanie klasyfikatora wieloklasowego do klasyfikacji płynów 

opłucnowych: Uzyskane dane z eksperymentu przetestowano z zastosowaniem metodyki 

uczenia maszynowego typu „Boosted Trees'', w celu sprawdzenia jej możliwości do 

klasyfikacji płynow opłucnowych do jednej z czterech grup, odpowiadających etiologiom 

płvnu: płyn nowotworowy, gruźliczv, ,,inny infekcyjny" i związany z niewydolnością 

narządów (,,płyn łagodny") oraz ujawnienia najważniejszych cech (ang top features) dla 

klasyfikacji. Dodatkowa piąta grnpa ,,wszystkie płyny infekcyjne", została sztucznie 

stworzona przez połączenie grnpy płynów grnźliczych i ,,innych płynów infekcyjnych". 

Przedstawiono dane dotyczące abundancji białka oraz poziomów indywidualnych 

peptydów, aby nie przegap1c potencjalnie lepiej działającego markera, będącego 

pojedynczym peptydem. Metoda Boosted Trees opiera się na sekwencyjnym i 

progresywnym szkoleniu zestawu drzew decyzyjnych (ang. decision trees), w którym 

każde drzewo dodawane do zestawu jest konstruowane w celu poprawy jakości 

klasyfikacji w miejscu poprzednio błędnie sklasyfikowanych instancji (ang. misclassified 

instances). Potwierdza to, że wybrane przez klasyfikator najważniejsze cechy, mają 

potężną zdolność przewidywania. Zastosowano dziesięciokrotną walidację krzyżową (ang. 

cross-validation) ze stratyfikacją powtórzoną I O razy, skutecznie testując I 00 losowych 

podziałów i uśredniając uzyskane wyniki. Pozwoliło to określić zakres możliwości 

klasyfikacji dostarczvło wartości odchylenia standardowego dla szacowanych 

parametrów. Ponadto. szczególną uwagę poświęcono, aby uniknąć nadmiernego 

dopasowania modelu (ang overfitting), dostrajając hiperparametry w procedurze 

zagnieżdżonej walidacji krzyżowej (ang. nested cross-validation). 

Klasyfikator przewidywał ctiologi9 płynu opłucnowego, ze zdolnością do 

rozróżniania 5 grup płynów opłucnowych, określaną jako „bardzo dobrą'' (Mandrekar, 

2010), z odnotowanymi wartościami AUC w zakresie od 0,842 do 0,869 (fig. 3a). Aby 

zasugerować optymalny punkt odcięcia dla potencjalnego narzędzia diagnostycznego 

opartego na tym klasyfikatorze, podano maksymalną wartość wskaźnika Y oudena „Max J­

Tndex" oraz czułość i swoistość testu w tym punkcie. Przedstawiono również 15 

najważniejszych cech wykorzystywanych dla każdej z klasyfikacji (fig. 3a). Zastosowanie 

wielu markerów do klasyfikacji płynów, wykazało poprawę zdolności do ich rozróżniania, 

wnioskując na podstawie odnotowanych wartości AUC, a zwłaszcza na podstawie wzrostu 

czułości testu przy jego 100 % swoistości (przy braku wyników fałszywie dodatnich: O 

FPR (ang. false positive rate)). Szczególnie skuteczne było przewidywanie nowotworowej 
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oraz gruźliczej etiologii płynu z czułością testu na poziomie odpowiednio 55 o/c i 67 % (i 

przy braku wyników fałszywie dodatnich). Klasyfikator odróżniał płyny nowotworowe od 

pozostałych płynów z wartością AUC wynoszącą 0,863 ± 0,074 oraz czułością i 

swoistością na poziomie odpowiednio 71 % i 90 %. Najważniejszą cechą dla klasyfikacji 

płynów nowotworowych był poziom białka CDHl, a następnymi w kolejności pod 

względem wazności były podwyzszone poziomy białek MUC 1, THBS4, MSLN i HPX. 

Płyny gruzlicze zostały odróżnione od pozostałych płynow z wartością AUC na poziomie 

0,859 ± O, 153 oraz 75 % czułością i 94 % swoistością Najważniejszymi cechami dla tej 

klasyfikacji były podwyższone poziomy białek ADA2, WARS i CXCLlO oraz ich 

indywidualnych peptydów. ,,Inne płyny infekcyjne" zostały odróżnione od pozostałych 

płynów z wartością AUC na poziomie AUC 0,863 ± 0,096 oraz 76 % czułością i 82 % 

swoistością. Wśród sześciu najważniejszych cech dla klasyfikacji „innych płynów 

infekcyjnych" znalazły się poziomy białek CRP i SIOOA9 oraz ich indywidualnych 

peptydów. Przetestowano również zdolność klasyfikatora do identyfikacji „ wszystkich 

płynów infekcyjnych", w rezultacie osiągając wartość AUC na poziomie 0,869 ± 0,086 

oraz 74 % czułość i 86 % swoistość. Najważniejszymi cechami dla tej klasyfikacji były 

podwyższone poziomy białek S l OOA9, VIM, W ARS i ADA2. Klasyfikator wykazał 

również dobrą zdolność do rozróżniania płynów związanych z niewydolnością narządów 

(,,płyny łagodne''), które nie miały żadnych specyficznie podwyższonych markerów, z 

wartością AUC 0,842 ± O, l 00 oraz 77 % czułością i 77 % swoistością Dwiema 

najważniejszymi cechami dla tej klasyfikacji były obniżone poziomy białek C9 i LDHA, a 

kolejno 10 dodatkowych cech obejmujących obniżone poziomy białek LDHA, C9, HPX, 

LDH i LDHR ora7 ich indywidualnych peptydów. Procedury walidacji krzyżowej, takie 

jak ta zastosowana tutaj, są bardziej rygorystyczne przy szacowaniu wydajności 

klasyfikatorów, zwłaszcza gdy zbiór danych jest stosunkowo mały, niż klasyczne techniki 

walidacji z pojedynczym podziałem (Singh i in., 2021). Przeprowadzono tutaj jednak 

również podejście ,,treningu/testowania", losowo dzieląc 209 płynów proporcjonalnie na 

trening/test 70 %/30 %. Wyniki AUC były bardzo zbliżone do tych z procedury walidacji 

krzyżowej, przy czym trzy przypadki były nawet wyższe: AUC-nowotworowe = 0,833, 

AUC-gmźlica = 0,924, AUC-inne-infekcyjne = 0,890 i AUC-łagodne = 0,851. 

Ważną do rozważenia kwestią jest minimalna liczba markerów wymaganych w 

teście lub minimalna liczba testów z jednym markerem potrzebna do zachowania tej samej 

zdolności do rozróżniania etiologii. Zbadanie wpływu liczby wszystkich cech, 

wykorzystywanych przez klasyfikator dla wszystkich czterech grup, na uzyskane wartości 

AUC pokazuje, że użycie od 1 do 15 cech stopniowo zwiększa średnią wartość AUC z 
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0,645 do 0,862 (fig. 3b). Zwiększenie liczby cech powyżej 11 powoduje niewielki wzrost 

wartości AUC, z 0,853 do 0,867 przy 20 cechach. Wykorzystanie 15 cech wydaje się być 

rozsądnym wyborem, które wymagałoby pomiaru tylko 10 białek (CDHl, J\,IlJCl, THBS4, 

ADA2, W ARS, CRP, Sl00A9, C9, LDIIA i IIPX) i jest czymś, co można łatwo osiągnąć 

podczas jednej 30-60 minutowej, multipleksowanej analizy LC-MS-MRM. 

4) Użyteczność diagnostyczna opracowanego testu opartego na zbudowanym 

klasyfikatorze: Opracowany model może byc stosowany do klasyfikacji płynów 

opłucnowych na podstawie danych ilościowych uzyskanych w analizie MRM panelu 29 

białek, jako wspomagające narzędzie diagnostyczne. po przeprowadzeniu standardowych 

badań obrazowych i torakocentezie, w celu skrócenia czasu potrzebnego do diagnostyki 

etiologii płynów i wprowadzenia odpowiedniej terapii. Obliczono częstość występowania 

(prewalcncję) pięciu etiologii płynów opłucnowych, testowanych przez klasyfikator. na 

podstawie całego zbioru zebranych próbek, stanowiącego 367 płynów pobranych od 

kohorty pacjentów (z tego samego szpitala), z wykluczeniem ropniaków, które są łatwe do 

zdiagnozowania, oraz z wykluczeniem płynów o nieLnanej etiologii (tabela 2 poniżej). 

Znajomość prewalencji poszczególnych etiologii pozwoliła na oblicLenie, istotnych z 

diagnostycznego punk.tu widzenia, dodatnich i ujemnych wartości predykcyjnych 

(odpowiednio PPY (ang. positive predietive value) i NPY (ang. negative predieitve value)), 

wskaźników wiarygodnosci dodatniego wyniku testu (ang. positive likelihood ratio, LR-) 

oraz ujemnego wyniku testu (ang. negative likelihood ratio, LR-), a także dokładności testu 

w wybranym punkcie odpowiadąjącym optymalnej wartości czułości oraz swoistości (Max 

J-index), dla każdej z pięciu klasyfikacji (tabela 2). Klasyfikator najlepiej odróżnia płyny 

nowotworowe i gniźlic?:e od pomstałych płynów, 7: dokładnością powyżej 80 %. 

Dokładność klasyfikacji ,,innych płynów infekcyjnych", ,,wszystkich płynów 

infekcyjnych" i płynów związanych z nie·wydolnością narządów (,,płyny łagodne"), jest 

nieco niższa i wynosi od 76,8 do 79,9 %. Potwierdzają to również waitości wskaźników 

wiarygodności dodatniego wyniku testu - dla płynów gruźliczych LR+ wynosi 12,6, co 

oznacza, że uzyskanie dodatniego wyniku testu (zaklasyfikowanie do grupy płynów 

gruźliczych przez klasyfikator) znacznie zwiększa prawdopodobieństwo, z przed testu, 

występowania u pacjenta gruźlicy. W przypadku płynów nowotworowych, LR+ jest niższy 

niż dla gruźlicy i wynosi 7,07, co oznacza, na „umiarkowaną do dużej" poprawy w 

stosunku do prawdopodobieństwa przed testem zdiagnozowania występowania nowotworu 

u pacjenta przy uzyskaniu dodatniego wyniku testu. Natomiast, dla „innych płynów 

infekcyjnych", ,,wszystkich infekcyjnych" oraz związanych z niewydolnością narządów, 

LR+ jest niższy, w zakresie 3,28-5, 18, co wskazuje na „niskie do umiarkowanych" 
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zdolności testu do popnnvy diagnostyki tych etiologii. Wskaźnik wiarygodności ujemnego 

wyniku testu (LR-) jest dla wszystkich grup płynÓ\\i na podobnym poziomie (niewielkim 

do umiarkowanego), co oznacza, że ujemny wynik testu tylko nie,-;nac,mie poprawia 

zdolność obecnego rozwiązania do wykluczenia płynu z danej grupy. Wartości PPV /NPV 

wskazują, że dodatni wyniku testu na płyn nowotworowy daje 86% prawdopodobieristwa, 

ze płyn naprawdę pochodzi od pacjenta z rakiem, natomiast ujemny wynik wiąże się z 

78 % prawdopodobieństwem. ze jest prawdziwy. Jeśli chodzi o płynv gruzlicze, to we 

względu na niższą prewalencję gmźlicy opłucnej, dodatni wynik testu z 

prawdopodobieństwem 580ci prawidłowo identyfikuje płyn grnźliczy, natomiast ujemny 

wynik testu z prawdopodobieństwem 97 % prawidłowo wyklucza etiologie grnźlicy. 

Podobnie jest w przypadku „innych płynów infekcyjnych", ,,wszystkich płynów 

infekcyjnych" oraz płynów związanych z niewydolnością narządów 

Tabela 2. Skuteczność diagnostyczna klasyfikatora z wartościami odcięcia 

czułości/swoistości wybranymi przy maksymalnym wskaźniku J (wskaźnika Youdena) z 

uwzględnieniem częstości występowania etiologii. 

Pre""alen Czułość Swoistość PPV NPV Dokład-
Etiologia LR+ LR-

-cja ( %) ( %) ( %) % % DOŚĆ % 

Płvnv 46,9 70,7 90,0 86,2 77,7 7,07 0.326 80,4 

nowotworowe 

Płyny gruźlicze 9.8 74,5 94,1 57,8 97,1 12.6 0.271 84,3 

Inne płyny 14,3 75.6 82,4 41,8 95,3 4,30 0.296 79,0 

infekcyjne 

Wszystkie płyny 24,1 74.1 85,7 62,2 91,2 5,18 0.302 79,9 

infekcyjne 

Płyny łagodne 29,0 77.1 76,5 57,3 89,1 3,28 0.299 76,8 

Wybór optymalnych punktów odcięcia (przy danej czułości i swoistości testu), 

może różnić się w zależności od pytania diagnostycznego. W przypadku diagnostyki 

płynów opłucnowych, często są one wybierane tak, aby test charakteryzował się jak 

najwyższą swoistością (jak najniższy wskaźnik FPR), a tym samym umożliwił postawienie 

pewnej (jednoznacznej) diagnozy, kosztem uzyskania fałszywie ujemnych wyników testu 

dla części pacjentów. Przykładem jest badanie cytologiczne płynu opłucnowego mające na 

celu zdiagnozowanie nowotworu złośliwego u pacjentów ze 100 % specyficznością (O 

FPR). W opracowanym przez nas klasyfikatorze przy wyborze punktu odcięcia 

odpowiadającego 100 % swoistości testu (0 FPR), czułość testu wynosi 55 %, 67 %, 40 %, 
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48 % i 29 % dla identyfikacji płynów opłucnowych związanych odpowiednio z 

nowotworem, gruźlicą, ,,inną chorobą infekcyjną płuc lub opłucnej", ,, wszystkimi 

chorobami infekcyjnymi płuc i opłucnej" i niewydolnością narządów (innych niż płuca). 

Przedstawiono również krzywe PPV w funkcji czułości testu, dla każdej z pięciu 

klasyfikacji płynów, aby umożliwić wybór optymalnego punktu odcięcia, dopasowany do 

konkretnego pytania diagnostycznego (fig. 8). Krzywe tego typu wskazują jak wybrać 

optymalny punkt odcięcia, aby nie stracie wiele na czułosci testu (czyli .,nie przeoczyc" 

pacjentów z daną chorobą), jednocześnie uzyskując wysoki PPV dla hardziej precyzyjnej 

diagnozy, biorąc także pod uwagę częstość występowania danej choroby. 

Wykazano, że ukienmkowane testy oparte na spektometrii mas (LC-MS). w 

których stosuje się syntetyczne peptydy STS jako standardy we\vnętrzne, mają niezrównaną 

specyficzność analityczną do ilościowego oznaczania biomarkerów białkowych, a 

jednocześnie umożliwiają rozróżnianie izoform. modyfikacji post-translacyjnych (PTM) 

oraz wnoszą także inne, dodatkowe informacje biologiczne (Addona i in .. 2020; Ncubcrt i 

in., 2020; Wright i Van Eyk, 2017) Stanowi to wyraźny kontrast z biochemicznymi i 

opai1ymi na przeciwciałach testami diagnostycznymi, których problemy ze 

specyficznością, a także inne ograniczenia zostały niedawno mocno podkreślone (Baker, 

2015; Hoofnaglc i Roth, 2013; Jannctto i Fitzgerald. 2016). Testy oparte na spektomctrii 

mas. takie jak tutaj opisane. bez etapów wzbogacania próbki, nie mają czułości 

analitycznej zapewnianej przez testy oparte na przeciwciałach, jednak szybko się to 

zmienia, ze względu na rozwój spektrometrów, a wprowadzenie testów do analizy białek 

opartych na spektometrii mas w laboratorium diagnostycznym. jest niewątpliwie 

pr7ys7łością (Addona i in, 2020: Hoofnagle i Roth, 2013; Horber i in, 2020; Jannetto i 

Fitzgerald. 2016; Wright i Van Eyk, 2017). 

W tej pracy ustalono, które z 53 białek obecnie stosowanych w praktyce klinicznej 

lub będących potencjalnymi markerami białkowymi, do określania etiologii płynu 

opłucnowego, z największym prawdopodobieństwem sprawdzą się w ukierunkowanym 

teście opartym na spektrometrii mas. Obejmują one około 20 białek o średniej i wysokiej 

abundancji, które można z łatwością wykryć wykorzystując prostą metodę przygotowania 

próbki, co sprawia, że podejście według wynalazku można bez trudu przenieść do 

standardowego klinicznego systemu LC-MS. 

Wykazano tutaj, że podejście multipleksowe z klasyfikatorem wieloklasowym 

wykorzystującym do około 15 cech, ulepsza zdolność do rozróżniania płynów w 

porównaniu z zastosowaniem pojedynczych markerów. Ostatnio wykazano, że 

przewidywanie etiologii płynu opłucnowego jest istotnym wyzwaniem, zależnym od wielu 
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czynników oraz że analiza wielu biomarkerów diagnostycznych równocześnie, pomaga w 

grupowaniu płynów opłucnowych (Ferreiro i in., 2020). Podobnie jak w prLcdstawionych 

tu wynikach, ponad połowa wysięków nowotworowych grupowała się z przesiękami 

wysiękami infekcyjnymi, a wysięki infekcyjne często grupowały się z gruźliczymi 

innymi płynami opłucnowymi, podczas gdy wysięki gruźlicze skupiały się głównie w 

odrębnej grupie. Pomimo tak dużego wyzwania, jakie stanowi różnicowanie etiologii 

płvnów opłucnowych, wykazano tutaj, że podejście oparte na spektometrii mas posiada 

wartość diagnostyczną 

Wartości AUC dla klasyfikacji p1ęcrn gmp płynów opłucnowych, wynoszą od 

0,842 do 0,86CJ, przy średniej dokładności prawidłowej diagnozy wynoszącej 80 %. Test 

jest najlepszy w diagnozowaniu wysięku gmźliczego (LR+: 12,6), a następnie w 

diagnozowaniu wysięku nowotworowego (LR+: 7,1). Natomiastjego zdolność do poprawy 

diagnostyki wysięków infekcyjnych i związanych z niewydolnością narządów (głównie 

przesięków), jest mniej sza. Możliwość wykluczenia danej etiologii była niska dla 

wszystkich grup, co oznacza, że brak obecności markerów w płynie nie jest tak dobry we 

wskazywaniu wyników prawdziwie ujemnych, jak jest wykrycie ich obecności we 

wskazywaniu wyników prawdziwie dodatnich. Powyższy test byłby zatem najlepszy do 

różnicowania etiologii nowotworowej lub gruźliczej, co rzeczywiście stanowi obecnie 

największe wyzwanie, ponieważ oba płyny na ogół mają charakter wysięku 

limfocytarnego (Mercer i in, 2019). Badanie cytologiczne płynu do wykrywania 

wvsięków nowotworowych ma czułość poniżej 60 %, natomiast testy płynu w kienmku 

gruźlicy opłucnej, takie jak metody mikrobiologiczne, trwają tygodnie, a testy oparte na 

PCR mają czułość poniżej 21-61 % (Jose M Porcel, '.2.016, 2018) W gmpie analizowanych 

przez nas próbek płynów opłucnowych dodatni wynik cytologii uzyskano jedynie dla 24 % 

wysi9ków nowot\vorowych. W przeciwieństwie do tego, test według wynalazku (przy 

100 o/c,. swoistości) umożliwił zidentyfikowanie 55 7o wysięków nowotworowych i 67 % 

wysięków gruźliczych. Na podstawie tego jednoośrodkowego badania płynów 

opłucnowych pochodzących od kohorty pacjentów po torakocentezie, można stwierdzić, że 

zdolność diagnostyczna testu według wynalazku dla wspomnianych wcześniej dwóch 

etiologii jest na tym samym poziomie lub lepsza od obecnie stosowanych testów 

laboratoryjnych, a przy tym wymaga mniej czasu na uzyskanie wyniku. 

CDHl był najlepszym markerem, specyficznym dla płynów nowotworowych. 

Oprócz CDHl, różnicowanie płynów nowotworowych od płynów infekcyjnych (w tym 

gruźliczych), wspierały THBS4, MSLN oraz SVEPl. MUCl, HPX, SPINTl, CK-8, CK-

18, CK-19, ALCAM (antygen CD166) i SERPINA4 dodatkowo odróżniały płyny 
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nowotworowe, przy czym MUCl był z nich najskuteczniejszy. Klasyfikator jako główne 

cechy używał CDHl, Ml.Tl, THBS4, MSLN i HPX (w przedstawionej kolejności). 

Jednak HPX był również podwyższony w „innych płynach infekcyjnych" i odróżniał je od 

płynów gruźliczych SVEP l był również jedynym podwyższonym markerem i 

umożliwiającym odróżnienie płynów opłucnowych związanych z niewydolnością 

narządów (,.płyny łagodne'') od płynów infekcyjnych. SPINTl, CK-8. CK-18. CK-19. 

ALCAM i SERPINA4 nie znalazły się wśród 15 najważniejszych cech. Może to wynikać z 

ich mniejszej istotności lub z tego, że klasyfikator używa „zachłannego algorytmu" do 

konstrnowania drzew, unikając w ten sposób użycia zbędnych cech. Markery te mogą 

działać lepiej z bardziej czułym spektrometrem mas lub przy wprowadzeniu etapu 

wzbogacania próbki, jak wykazano wcześniej dla markerów cytokeratynowych ze względu 

na ich mniejszą abundancję w płynie opłucnowym (Domanski i in, 2016; Perzanowska i 

in., 2018). 

CDHI (E-kadhcryna) będaca składnikiem połączeń przylegających odgrywa ważną 

rolę w adhezji międzykomórkowej tkanek nabłonka. Jest potencjalnym biomarkcrcm do 

diagnostyki zaawansowanego raka jelita grubego, w surowicy krwi (Weif3 i in., 2011). 

Odnotowano, że jej poziom jest podwyższony w płynach nowotworowych i została 

wybrana jako jeden z sześciu najlepszvch, potencjalnych biomarkerów oprócz SPINTl, 

MUCL THBS4. ALCAM (antygen CDl66) i SVEPl (C.-D Chen i in, 2014), które 

przetestowano w przedstawionym tu badaniu. Przedstawione tu wyniki generalnie 

potwierdzają wyniki Chen i in., chociaż różnią się one osiągniętymi zdolnościami do 

rozróżniania płynów. Chen i in. przeprowadzili analizę J\;fRM na 82 płynach opłucnowych 

i zastosowali etap wzbogacenia próbki Odnotowali SPTNTl (AUC: 0,916), CDHl (AUC: 

0,815) i MUCl (AUC: 0,807) jako główne markery pozwalające na rozróżnienie płynów 

nowotworowych, spowodnwanych wyłącznic przez grnczolakoraka. Ponadto, jako 

kontrolę w tym badaniu zastosowali płyny gruźlicze, płyny parapneumoniczne i 

paranowotworowe (płyny opłucnowe związane z nowotworem płuca, ale bez 

stwierdzonych przerzutów), co zapewne podwyższyło uzyskane wartości AUC. Na 

podstawie modelu regresji logistycznej wybrali najlepszy panel 3-markerowy, składający 

się z SPINTl, SVEPl i THBS4 (AUC: 0,951 ). W opisanym tu badaniu analizowano także 

płyny opłucnowe związane z niewydolnością narządów (,,płyny łagodne"), stanowiących 

głównie przesięki, które również wykazują wyższy poziom SVEPI, co czyni ten marker 

niespecyficznym dla płynów nowotworowych, lecz prawdopodobnie jego poziom jest 

niższy w płynach infekcyjnych. SVEPI jest ważną cząsteczką adhezyjną komórek, 

regulującą adhezję międzykomórkową, uczestniczącą w progresji raka (L. Chen i in., 2020; 
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Shur i in, 2007). THBS4 jest zewnątrzkomórkowym białkiem vviążącym wapń, biorącym 

udział w interakcjach komórka-komórka i komórka-macierz, i stwierdzono jego 

nadekspresję w zrębie nowotworowym gruczolakoraka żołądka typu rozlanego 

wydzielanym przez fibroblasty związane z rakiem oraz w podścielisko inwazyjnego raka 

sutka (Forster i in., 2011: McCart Reed i in., 2013). MUCl, znany również jako antygen 

nowotworowy 15-3 (CA 15-3), jest duzą glikoproteiną przezbłonową, ulegającą ekspresji 

na powierzchni wierzchołkowej najprostszvch komórek wydzielniczych nabłonka, która 

ulega autoodszczepieniu na dwie podjednostki ( M UC I -N i MUC 1-C) <Hattrup i Gendler. 

2008), a jego nadekspresja występuje w różnych nowotworach, w tym nowotworze płuca 

(Nath i Mukherjee, 2014). Krążący TvtUCl-N, który zawiera peptyd analizowany w 

końcowym teście według wynalazku, jest używany jako serologiczny marker (CA 15-3) 

stosowany w praktyce klinic1:nej do monitorowania raka sutka (Kuf e, 2009). CA 15-3 

stosO\,vany w praktyce klinicznej, w panelu wraz z trzema innymi markerami 

nowotworowymi (CEA, CA 125 i CYFRA 21-1 (CK-19); wszystkie badane w teście 

według wynalazku) oceniano pod kątem użyteczności do diagnostyki płynów 

nowotworowych. a CA 15-3 analizowany samodzielnie, miał najlepszą spośród nich 

czułość na poziomie 30 % (przy 100 % swoistości). Połączenie wszystkich czterech 

markerów razem dało czułość 54 % (Jose Manuel Parcel i in., 2004), co jest 

porównywalne do wyniku uzyskanego dla klasyfikatora według wynalazku, wynoszącego 

SS % (przy O FPR). HPX jest powszechnie występującą glikoproteiną osocza wiążącą hem, 

z tą ważną fizjologiczną rolą wymaganą do zapobiegania uszkodzeniom oksvdacyjnym 

podczas hemolizy (Tolosano i Altrnda, 2002) Poziom HPX był wyższy w płynach 

nowotworowych (gruczolnkornk/ niedrobnokomórkowy rak płuca) w porównaniu z 

płynami gruźliczymi/ parapneumonicznymi (Rodriguez-Pifieiro i in., 2010; Z. Wang i in., 

2012), ale jest to także białko reagujące w ostrej fazie, indukowane po zapaleniu (Tolosano 

i Altruda, 2002), co może wyjaśniać obserwacje tu opisane, że jest ono również 

podwyższone w innych płynach infekcyjnych. MSLN jest normalnie produkowany 

głównie przez komórki mezoteliałne, lecz także jest antygenem związanym z 

nowotworem, ulegającym nadekspresji na różnych złośliwych komórkach 

nowotworowych, w tym złośliwym międzybłoniaku opłucnej (Creaney i Robinson, 2017). 

Jest to marker surowicy stosowany do monitorowania międzybłoniaka opłucnej. Badania 

wykazują także jego wyższe poziomy w płynach opłucnowych u pacjentów z złośliwym 

międzybłoniakiem opłucnej, natomiast odnotowano także wiele fałszywie dodatnich 

wyników w innych płynach nowotworowych (Hooper i in., 2013; Miettinen i Sarlomo­

Rikala, 2003). Analiza guzów płuca wykazała, że MSLN ulegał nadekspresji w połowie 
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gruczolakoraków, w rakach wielkokomórkowych i raku płaskonabłonkowym, ale 

nadekspresja nie występowała w raku drobnokomórkowym (Mettinen i Sarlomo-Rikala, 

2003). Zostało to dokładnie zaobserwowane w opisanym lu badaniu. opartym tylko na 

analizie płynu opłucnowego i jest prawdopodobnie powodem, dla którego MSLN jcsl 

jednym z głównych markerów ogólnej klasyfikacji płynów nowotworowych. 

ADA2, exeuo i WARS były głównymi białkami, które odrózniały płyny 

gmźlicze od wszystkich innych płynow opłucnowych i jedynymi białkami, które istotnie 

odróżniały płyny gruźlicze od innych płynów infekcyjnych W ARS jest indukowaną 

interferonem-y, cytoplazmatyczną formą syntetazy tryptofanylo-tRNA. W ARS była 

podwyższona w ludzkich makrofagach zakażonych Mycohacterium tuherculosis ora:,,: w 

surowicy krwi pacjentÓvY z aktywną gruźlicą płuc, będąc jednym z trzech najlepszych, 

potencjalnych biomarkerów gruźlicy (De Groote i in, 2017; Diaz i in, 2016). W obecnym 

wynalazku po raL picnvszy stwierdzono, że WARS jest również podwyższona 

specyficznie, szczególnie w płynach gruźliczych, a przy wai1ości AUe wynoszącej 0,832 

wykazuje wysoki potencja! do identyfikacji tych płynów. exeLI O, znana również jako 

białko indukowane interferonem-y 10 kDa (IP-10), jest cytokiną należącą do rodziny 

chemokin exe (J\L Liu i in., 2011). Przyciąga do miejsc objętych stanem zapalnym 

monocyty i aktywowane limfocyty T. i sprzyja selektywnemu wzmocnieniu odpowiedzi 

Th I i zwiększonej produkcji IFN-y. Podwyższony poziom exeL I O w płynach 

gruźliczych, podobnie jak ADA i IFN-y, wskazuje na ostrą chorobę i jest sugerowany jako 

dodatkowy marker diagnostyczny ( K.-Y. Chen i in., 2016; Dheda i in., 2009; Roofchayee i 

in , 2021) Siedem wcześniej szych badań, w których stężenie CXCll O mierzono metodą 

FUSA, wykazało średnią czułość 84 % i swoistość 90 % w identyfikacji płynu gmźliczcgo 

(Jose M. Parcel, 2016). Również przy 90 % swoistości, odnotowana w opisanym tu 

badaniu czułość dla CXCLlO wynosi 71 % (AUC: 0,880), ale użycie klasyfikatora podnosi 

je odpowiednio do 94 % i 75 %. ADA2 miała najwyższą moc dyskryminacyjną (AUC: 

0,881) i była najwyżej ocenianą cechą klasyfikatora. Deaminaza adenozyn owa (ADA), 

reprezentowana przez dwa izoenzymy (ADAl i ADA2), bierze udział w metabolizmie 

puryn i katalizuje deaminację adenozyny do inozyny, cząsteczki sygnałowej, która ma 

kluczowe znaczenie dla rozwoju układu limfatycznego (Cristalli i in., 2001). ADA 1 

stanowi większość wewnątrzkomórkowej aktywności ADA, podczas gdy ADA2 jest 

wydzielana specyficznie przez układ komórek monocytów-makrofagów oraz limfocyty Ti 

jest dominującym izoenzymem w płynach gruźliczych (Bielsa i in., 2013; Cristalli i in., 

2001; Zemlin i in., 2009). Przydatność pomiaru całkowitej aktywności ADA w 

diagnostyce gruźlicy opłucnej została po raz pierwszy opisana w 1978 roku i do dziś 
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pozostaje najbardziej wyspecjalizowanym biomarkerem płynu gruźliczego (Jose M. 

Parcel. 2016). Z pięciu metaanaliz wynika, że pomiar aktywności ADA w płynie 

opłucnowym ma czułość 92 % i swoistość 90 % (Jose M. Parcel, 2016). Wykazano, że 

pomiar aktywności ADA2 jest lepszy niż pomiar całkowitej aktywności (Zemlin i in., 

2009). jednak w teslach stosowanych w praktyce klinicznej nadal mierzy się całkowitą 

aktywność ADA. Test według wynalazku ma zdolność do rozróżniania dwóch 

izoenzymów i nie wykrvwano ADA I w żadnym z badanych płynów opłucnowych, z 

celowanymi trzema peptydami Pomimo, że może to być kwestią limitu detekcji testu, fakt 

ten potwierdza, że ADA2 dominuje w płynach gmźliczych. ADA 1 jest również 

wytwarzany przez neutrofile i występuje głównie w niegruźliczych płynach opłucnowych, 

takich jak zaawansowane płyny parapneumoniczne i ropniaki, i jest odpowiedzialny za 

większość testów fałszywie dodatnich w niegruźliczych płynach opłucnowych (Jose M. 

Parcel. 2016; Zcmlin i in. al., 2009). Pomimo, że takie płyny opłucnowe są zwykle łatwe 

do odróżnienia przez lekarzy i dlatego ropniaki zostały wykluczone z opisanego Lu 

badania, monitorowanie obu izoenzymów może zwiększyć wartość diagnostyczną. 

Płyny parapneumoniczne są wtórne do zapalenia płuc lub innych infekcji płuc i 

wymagają szybkiej diagnozy, ze względu na wyższą śmiertelność wśród pacjentów z 

towarzyszącym płynem opłucnowym (Feller-Kopman i Light, 2018). ,.Złotym standardem" 

w diagnozowaniu infekcji opłucnej jest hodowla mikroorganizmu, jednak 40 % aspiratów 

daje fałszywie ujemny wynik. a sama metoda wymaga znacznej ilości czasu, natomiast 

wvniki szvbszych testów biochemicznych mogą bvć podobne do tych uzyskanych dla 

płynów nowotworowych (Mercer i m, 2019) Siedem białek związanych z 

infekcją/zapaleniem w teście według wynalazku. S 1 OOA9, VTM, LGALS 1, APCS. MMP9, 

LDHA i CRP, było podwyższonych w płynach gruźliczych i innych płynach infekcyjnych. 

Inne płyny infekcyjne nic miały żadnych specyficznych, podwyższonych markerów, ale 

SlOOA9, APCS i CRP były najważniejszymi białkami do ich klasyfikacji, w 

przeciwieństwie do tego, co obserwowano dla płynów gruźliczych. Ponadto niski poziom 

CXCLlO, ADA2 i W ARS oraz wyższy poziom HPX skutecznie odróżniał inne płyny 

infekcyjne od płynów gruźliczych. Klasyfikator wybrał CRP, S100A9 i VIM jako 

najważniejsze cechy do rozróżniania innych płynów infekcyjnych i mógł równie 

skutecznie odróżnić tę grupę (AUC: 0,863), tak jak płyny gruźlicze (AUC: 0,859) lub 

wszystkie płyny infekcyjne (AUC: 0,869). Dla porównania, modele prognostyczne oparte 

na klinicznych pomiarach CRP, IL-6 i liczby komórek neutrofili/leukocytów 

identyfikowały płyny infekcyjne z wartością AUC na poziomie 0,898-0,909 (Ferreiro i in., 

2019). 
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Sl00A9 jest białkiem wiążącym wapń. które występuje głównie jako heterodimer 

S100A8/A9 (kalproleklyna) i jest wydzielane przez neutrofile i monocyty modulując 

procesy zapalne poprzez stymulowanie rekrutacji leukocytów i indukowanie wydzielania 

cytokin, mające potencjał jako marker diagnostyczny dla chorób związanych ze stanem 

zapalnym (S. Wang i in., 2018). APCS (składnik surowiczy amyloidu P lub SAP) jesl 

białkiem osocza, które podobnie jak CRP należy do rodziny pentraksyn białek wiązących 

ligandv zależne od wapnia i jest związane z kilkoma patogennvmi stanami amyloidu 

(Pepys. 2018) Hamuje przemieszczanie się neutrofili do tkanek. sprzyja rozwiązywaniu 

stanów zapalnych i zwłóknienia. promuje fagocytozę i reguluje różnicowanie makrofagów 

(Pilling i Gorner, 2018). Wyższe poziomy S100A9 i APCS wykryto w płynach 

parapneumonicznych (a także w płynach gruźliczych w przypadku APCS) w porównaniu z 

płynami nowotworowymi (gruczolakoraka) (Z. Wang i in., 2012). Obserwacje te zostały 

pot\vicrdzonc na większym i bardziej zróżnicowanym zestawie płynów opłucnowych 

według wynalazku. 

CRP jest białkiem ostrej fazy zapalenia, wykorzystywanym w praktyce klinicLncj 

jako marker infekcji i incydentów sercowo-nacąniowych (Sproslon i Ashworth, 2018). 

Był on podwyższony w płynach infekcyjnych, w tym gruźliczych, parapneumonicznych i 

ropniakach. w porównaniu do płynow nowotworowych i przesięków (lzhakian i in .. 2016; 

J.M. Porcel i in., 2009: Watanabe i in, 2018). Metaanaliza 18 publikacji wykazała 

rozsądną zdolność diagnostyczną CRP dla płynów parapneumonicznych (AUC: 0,88, 

czułość 80 o/c:, swoistość 82 o/c:) (Li i in., 2019) VIM to pośrednie białko filamentowe typu 

III zaangażowane w utrzymywanie integralności komórkowej i inne procesy. takie jak 

przyłączanie. migracja i sygnalizacja komórek (Ramos i in, 2020: Satelli i Li, 2011) 

Klasycznie, jest markerem przejścia nabłonkowo-mczcnchymalncgo (EMT), wiąże się ze 

złym rokowaniem stwierdzono jego nadekspresj9 w różnych nowot,vorach 

nabłonkowych, w tym raku płuca (Satelli i Li, 2011 ). VIM był podwyższony na 

powierzchni ludzkich monocytów zakażonych M. tubcrculosis i jako ligand pośredniczył 

w ich lizie przez komórki NK (Diaz i in., 2016; Garg i in., 2006). Chociaż sporadycznie 

obserwowano tu wysoki poziom VIM w płynach nowotworowych, w tym związanych z 

gruczolakorakiem, rakiem płaskonabłonkowym, rakiem drobnokomórkowym, 

międzybłoniakiem wtórnymi nowotworami, poziomy VIM były przede wszystkim 

podwyższone w płynach infekcyjnych, jak zaobserwowano we wcześniejszym badaniu 

(Domanski i in., 2016). Klasyfikator wybrał VIM jako drugą najważniejszą cechę dla całej 

grupy płynów infekcyjnych, zaraz po S100A9. Zamiast markerem raka, sugeruje się tu, 

aby VIM był klasyfikowany jako marker infekcji w płynie opłucnowym, co jest również 
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zgodne z badaniem przeprowadzonym przez Kanaji i in., w którym VIM nie odróżniał 

płynów nowotworowych od płynów nienowotvvorowych (Kanaji i in„ 2019). LGALS 1, 

MMP9 i LDHA nie były tak skuteczne w odróżnianiu innych płynów infekcyjnych od 

wszystkich płynów opłucnowych jak wymienione wyżej markery, ale były istotnie 

podwyższone. LGALSl (Galectin-1) to lektyna o funkcjach przeciwzapalnych (Camby i 

in., 2006; Sundblad i in., 2017). Jej nadekspresja została zaobserwowana w ostrym i 

przewlekłym zapaleniu, ale także w kilku tvpach nowotworów, w tym raku płuca, gdzie 

może wpływać na progresję nowotworu (Astorgues-Xeni i in., 2014; Sundblad i in., 2017). 

Mundt i in. wykazali nadekspresje LGALS 1 w płynach związanych z gmczolakorakiem w 

porównaniu z płynami związanymi z międzybłoniakiem, podczas gdy Javadi i in. 

stwierdzili coś wprost przeciwnego, przy czym obaj twierdzili, że LGALS 1 jest 

potencjalnym markerem międzybłoniaka (Javadi i in., 2020; Mundt i in., 2014). W 

przykładzie według wynalazku zaobserwowano wyższy poziom LGALSl w trzech z 

czterech płynów zvviązanych z międzybłoniakiem opłucnej i w niektórych płynach 

nowotworowych, ale był on duzo bardziej widoczny w płynach infekcyjnych. łv1MP9 

(żelatynaza B) stymuluje lub hamuje proces degradacji macierzy zewnątrzkomórkowej 

(ECM), a jej nadekspresja jest związana z różnymi nowotworami, a tak.że z ostrymi i 

przewlekłymi chorobami zapalnymi oraz infekcjami (Mandal i in., 2020). MMP9 było 

podwyższone w płynach gruźliczych w porównaniu z przesiękami płynami 

nowotworowymi, i było wytwarzane przez komórki nabłonkowe w ziarniniakach (Park i 

in., 2005; Jose M. Porcel i in., 2016; Sheen i in .. 2009). W tych wcześniej szych badaniach 

nie analizowano żadnych innych płynów infekcyjnych, podczas gdy w opisanym tu 

hadaniu wykazano, że ivfMP9, oprócz płynów gmźliczych, jest również podwyższony w 

wysiękach parapneumonicznych. LDH jest niezbędnym enzymem cytozolowym, 

odwracalnie przekształcającym pirogronian w mleczan. Jest to homo- lub heterotetramer, 

tworzący pięć izoenzymów, różniących się udziałem podjednostek LDHA i LDHB oraz 

rozmieszczeniem tkankowym (Urbańska i Orzechowski, 2019). LDH jest uwalniany przez 

uszkodzone komórki, a całkowity LDH w surowicy jest bardzo czułym, ałe 

niespecyficznym markerem wielu stanów chorobowych (Erez i in., 2014). Aktywność 

LDH jest wykorzystywana w różnicowaniu przesięku i wysięku opłucnowego, przy czym 

wysięki, zwłaszcza skomplikowane wysięki parapneumoniczne i gruźlicze, charakteryzują 

się wyższym LDH (Feller-Kopman i Light, 2018; Jose M. Porcel i Light, 2006). Opisane 

wyniki to potwierdziły i dodatkowo wykazały, że podjednostka LDHA dominuje w 

wysiękach infekcyjnych, a także jest wyższa w wysiękach infekcyjnych niż w wysiękach 

nowotworowych, w przeciwieństwie do LDHB. 
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Chociaż często określa się Je jako „łagodne" płyny opłucnowe, to przesięki 

związane z niewydolnością serca, wątroby i nerek wiążą się z 25-50 % śmiertelnością w 

ciągu roku (Fcllcr-Kopman i Light, 2018). Płyny opłucnowe związane z niewydolnością 

narządów, pomimo, że nie posiadają żadnych unikalnych, podwyższonych markerów 

białkowych i wykazują najniższy potencjał dyskryminacyjny, wciąż mogą być skutecznie 

różnicowane za pomocą niskich poziomów białek, zwłaszcza C9, LDHA, HPX, LDHB i 

C3. Wydaje się, że jest to powodowane faktem, że te płyny, będące w większości 

przesiękami, mają niższe całkowite stężenie białek osocza Białka C9 i C3 są stosowane w 

praktyce klinicznej jako markery stanu zapalnego i są również zgłaszane odpowiednio jako 

potencjalny serologiczny marker grnźlicy i jako marker płynów parapneumonicznych (De 

Groote i in., 2017; Z. Wang i in., 2012). W opisanym tu badaniu wykazano, że są one 

dobrymi markerami „ogólnego wysięku", a ich poziomy są niższe w przypadku płynów 

związanych z niewydolnością narządów. SERPINA4, SERPINFl i GSN były również 

sugerowane wcześniej jako potencjalne serologiczne i opłucnowe markery płynu 

gruźliczego lub płynu związanego z nowotworem złośliwym (De Groote i in., 2017; Lee i 

in., 2017; Z. Wangi in., 2012). Pomimo detekcji białek SERPINFl i GSN, uzyskując silne 

sygnały pochodzące od wielu peptydów we wszystkich próbkach, nie sł wierdzono 

istotnego potencjału dla nich jako markerów jakiejkolwiek specyficznej etiologii. 

Podsumowując, przeprowadzono tu porównanie stosowanych w praktyce klinicznej 

potencjalnych markerów do klasyfikacji etiologii płynu opłucnowego przy użyciu 

ukiemnkowanej proteomiki opartej na spektrometrii mas, na zbiorze płynów opłucnowych, 

odzwierciedlającym rzeczywiste wamnki panujące w klinice. Wybrano tu najhardziej 

obiecujące białka, które są odpowiednie do stosowania na platfonnach opartych na 

spektrometrach mas w laboratoriach diagnostycznych. Należą do nich: CDHl, MUCl, 

THBS4 i łvISLN dla wysi9ków nowotworowych; ADA2, CXCLl O i WARS dla wysi9ków 

gruźliczych; CRP, SlOOA9 i VIlvI dla wysięków parapneumonicznych (,,inne płyny 

infekcyjne"); oraz C9, LDHA, HPX, LDHB i C3 dla płynów związanych z niewydolnością 

narządów (innych niż płuca - ,,płyny łagodne"), stanowiących głównie przesięki. 

Test i opracowany klasyfikator tworzą narzędzie, które jest bardzo skuteczne w 

potwierdzaniu diagnozy, zwłaszcza w przypadku wysięku nowotworowego lub 

gruźliczego. Chociaż wydajność diagnostyczna panelu biomarkerów według wynalazku 

była bardzo podobna do obecnie stosowanych testów diagnostycznych, to tego typu test 

multipleksowy, mierzący więcej niż jeden marker chorobowy w jednej analizie, stanowi 

ogromny skok pod względem skrócenia czasu do uzyskania diagnozy, umożliwiający 

diagnozowanie wielu etiologii za pomocą pojedynczego testu laboratoryjnego. 
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Ujawniono tu nowe informacje dla wielu markerów odnośnie ich ekspresji w płynie 

opłucnowym ze względu na większą różnorodność badanych płynów i wykazano, że 

spektrometria mas może dostarczyć nowych informacji, specyficznych dla izoenzymów. 

Takie testy oparte na spektrometrii mas, oparte na małoinwazyjnej i w większości 

przypadków koniecznej (z medycznego punktu widzenia), procedurze torakocentezy i 

pobieraniu próbki płynu opłucnowego, wykonywane we wczesnym etapie, mogą szybko 

dostarczyć wiele pomocnych informacji i wskazówek w kierunku dalszvch mniej lub 

hardziej inwazyjnych procedur wymaganych do postawienia ostatecznej diagnozy i 

wdrożenia odpowiedniego dla danego pacjenta leczenia. 

Tabela 3 . Etiologie badanych płynów opłucnowych (a), dane demograficzne 

badanej populacji (b) i schemat przedstawiający płyny wybrane do analizy oraz 

płyny odrzucone z badania (c). 158 płynów oplucnovvych zostało odrzuconych z badania, 

w tym: 65 ropniaków (łatwo diagnozowanych na podstawie ropnego wyglądu), 55 płynów 

o nieznanej etiologii, 8 płynów z dwiema lub więcej etiologiami oraz 30 płynów łagodnych 

(niezdefiniowane przesięki, płyny nienowotworowe i nieinfekcyjne). Do analizy wybrano 

209 płynów opłucnowych o zdiagnozowanej etiologii. Łącznie 109 płynów pochodziło od 

pacjentów ze zdiagnozowanym nowotworem (płyny nowotworowe): w tym 82 płyny od 

pacjentów z rakiem płuca (65 niedrobnokomórkowych raków płuca (NSCLC) z dalszym 

podziałem na 33 gruczolakoraki (ADC) i 22 raki płaskonabłonkowe (SCC)) oraz 27 

płynów od pacjentów z innymi (wtórnymi) nowotworami. 58 płynów pochodziło od 

pacjentów z chorobami infekcyjnymi (wszystkie płynv infekcyjne), w tym 25 płvnów od 

pacjentów z zapaleniem płuc, 24 płyny od pacjentów z gruźlicą (płyny grnźlicze), 6 

płynów od pacjentów z zapaleniem opłucnej i 3 płyny ropne (bez widocznej ropy) 42 

płyny opłucnowe nienowotworowe i nieinfekcyjne (płyny łagodne) pochodziły głównie od 

pacjentów z niev,rydolnością narządów, w tym 27 płynów od pacjentów z niewydolnością 

serca, 5 płynów od pacjentów z niewydolnością nerek, 4 płyny przesiękowe 

(niezdefiniowane), 2 płyny od pacjentów z zapaleniem stawó\,\, i po jednym płynie od 

pacjentów z zapaleniem trzustki, marskością wątroby, zatorowością płucną i po urazie. 

a b 

Nowotwory 109 Liczba Mediana 

pacjentów wieku (lata) 

Rak płuca 82 Nowotowory 67 

NSCLC 65 Kobiety 42 

PL 440401 A1

49/71



ADC 33 Mężczyźni 67 

sec 22 Infekcje 58 

SCLC 17 Zapalenie płuc 60 

Inne nowotwory 27 Kobiety 5 

Infekcje 58 Mężczyźni 25 

Zapalenie płuc 25 Gruźlica 55 

Gruźlica 24 Kobiety 

Zapalenie opłucnej ó Mężczyźni 23 

Ropniak opłucnej 3 Zapalenie płuc 51 

Niewydolność narządów 42 Kobiety 3 

Niewydolność serca 27 Mężczyźni 3 

Niewydolność nerek 5 Ropniak opłucnej 57 

Przesięk 4 Kobiety 1 

Zapalenie stawów 2 Mężczyźni 2 

Zatorowość płucna 1 Niewydolność 70,5 

narządów 

Zapalenie Lrzustki 1 Kobiety 10 

Marskość wątroby 1 Mężczyźni 32 

Uraz 
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Zastrzeżenia patentowe 

I. Panel białkowy składający się z markerów białkowych i odpowiadających im 

peptydów wymienionych w tabeli 1 do zastosowania w sposobie in vitro diagnozowania 

płynów opłucnowych. 

2. Panel białkowy według zastrzeżenia 1, do sposobu in vitro diagnozowania 

płynów opłucnowych, który to panel oznacza się z Lastosowaniem opartej na spektrometrii 

mas (MS) multipleksowanej proteomiki celowanej L użyciem metod MS selektywnego. 

wielokrotnego lub równoległego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM). 

3. Panel białkowy według zastrzeżenia I albo 2, obejmujący markery białkowe o 

sekwencjach numer: 1 i 2, 4. 5 i 7, 8. 10 i 11. 14, 16 i 17, 18-20. 23. 24-26. 29, 30, 33-35. 

36 i 37, 40 i 42, 44 i 45, 48, 50 i 51. 54 i 57, 58, 60 i 61, 63. 67-70, 71, 72 i 75. 79. 

80-83. 84-86. 87-89, 90 i 91, 92-94, 95 i 97, 98-102 oraz 104-108. 

4. Panel białkowy według któregokolwiek z zastrzeżeń 1 do 3. który obejmuje 

wykryty i owacmny ilościowo, zwiększony poziom w płynie opłucnowym następujących 

białek lub odpowiadających im peptydów: kadheryna-1 (CDHl), trombospondyna-4 

(THBS4). mezotelina (MSLN), mucyna-I (MUCI/CA 15-3), domena sushi, czynnik von 

Willebranda, EGF i białko I zawierające domenę pentraksyny (SVEPl). inhibitor proteazy 

typu Kunitz 1 (SPTNTl ), hemopeksyna (HPX), antygen CDl 66 (ALCAM). kalli statyna 

(SERPTNA4), keratyna 8 typu TT cytoszkiclctu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkiclctu 

(CK-18), keratyna 19 typu I cytoszkiclctu (CK-19). który wskazuje na płyn nowotworowy. 

czyli płyn związany z nowotworem. 

5. Panel białkowy według zastrzeżenia 4, w którym wykryty i oznaczony ilościowo. 

zwiększony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub odpowiadających im 

peptydów: CDH 1. MUCI, THBS4. MSLN. HPX. wskazuje na płyn nowotworowy. 

6. Panel białkowy według zastrzeżenia 5, w którym wykryty i określony ilościowo. 

zwiększony poziom w płynie opłucnowym CDHl i odpowiadających jej peptydów 

wskazuje na płyn nowotworowy. 

7. Panel białkowy według któregokolwiek z zastrzeżeń 1 do 3, w którym wykryty i 

określony ilościowo, zwiększony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: deazminaza adenozynowa ADA2, chemokina 10 z 

motywem C-X-C (CXCLlO) i syntetaza tryptofanylo-tRNA, cytoplazmatyczna (WARS), 

wskazuje na płyn gruźliczy, czyli płyn opłucnowy spowodowany zapaleniem opłucnej w 

wyniku infekcji Mycobacterium tuberculosis. 
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8. Panel białkowy według zastrzeżenia 7, w którym wykryty i określony ilościowo, 

zwiększony poLiom w płynie opłucnowym ADA2 i odpowiadających jej peptydów 

wskazuje na płyn gruźliczy. 

9. Panel białkowy według któregokolwiek z zastrzeżeń I do 3. w którym wykryty i 

określony ilościowo, zwiększony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: wimentyna (VTM). galektyna 1 (LGALS 1 ), osoczowe 

białko amyloidu P (APCS), białko SlOOA9 (SlOOA9), mctaloprotcinaza 9 (MMP9). 

dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i białko C-reaktywne (CRP), wskawje na płyn 

parnpneumoniczny lub inny płyn infekcyjny. 

10. Panel białkowy według zastrzeżenia 9, w którym wykryty i określony 

ilościowo, zwiększony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: CRP, S 1 OOA 9. VIM, wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

11. Panel białkowy według zastrzeżenia 1 O, wykryty i określony ilościowo, 

zwiększony poziom w płynie opłucnowym białek lub odpowiadających im peptydó,v: CRP 

i S100A9. wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

12. Panel białkowy według któregokolwiek z zastrzeżeń 1 do 3, w którym wykryty 

i określony ilościowo zmieniony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: hemopeksyna (HPX), dehydrogenaza mleczanowa A 

(LDHA ), dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB), składowa C3 dopełniacza (C3). 

składowa C9 dopełniacza (C9), domena Sushi, czynnik von Willehranda typu A, EGF i 

białko zawierające domenę pentraksyny 1 (SVEPl ), wskazuje na płyn łagodny. 

wynikający z chorób innych niż nowotwory i infekcje. 

13. Panel białkowy według zastrzeżenia 12. w którym wykryty i określony 

ilościowo, obniżony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX wskazuje na płyn łagodny. 

14. Panel białkowy według zastrzeżenia 13. w którym wykryty i określony 

ilościowo. obniżony poziom w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: LDHA i C9, wskazuje na płyn łagodny. 

15. Sposób in vitro analizy płynu opłucnowego do diagnozowania jego etiologii, w 

którym to sposobie wykrywa się i oznacza ilościowo w płynie opłucnowym pobranym od 

pacjenta panel markerów białkowych wymienionych w tabeli 1, w tym odpowiadających 

im peptydów, w którym wykrywanie i oznaczenie ilościowe przeprowadza się przy użyciu 

opartej na spektrometrii mas multipleksowej ukierunkowanej proteomiki, oraz na 

podstawie obecności i zmiany poziomu markera białkowego lub jego odpowiedniej 

kombinacji peptydowej określa się etiologię płynu opłucnowego. 
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16. Sposób według zastrzeżenia 15, w którym analizę płynu opłucnowego 

przeprowadza się przy użyciu opartej na spektrometrii mas (MS) multipleksowanej 

celowanej proteomiki z zastosowaniem metod MS selektywnego. wielokrotnego lub 

równoległego monitorowania reakcji (SRM, MRM, PRM). 

17. Sposób według któregokolwiek z zastrzeżeń 15 albo 16, w którym wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym markerów 

białkowych i odpowiadających im peptydów w porównaniu z poziomem stężenia białek 

lub peptydów odniesienia oznaczonym w grupie odniesienia. 

18. Sposób według dowolnego z zastrzeżeń 15 do 17, w którym wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo markery białkowe o sekwencjach numer: 1 i 2, 4, 5 i 7, 8, 10 

i 11. 14. 16 i 17. 18-20. 23. 24-26. 29. 30. 33-35. 36 i 37. 40 i 42. 44 i 45. 48. 50 i 51. 

54 i 57. 58. 60 i 61. 63. 67-70. 71. 72 i 75. 79. 80-83. 84-86. 87-89. 90 i 91, 92-94. 

95 i 97. 98-102 oraz 104-108. 

19. Sposób według dowolnego z zastrzeżeń 15 do 18, w którym wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących białek 

lub odpowiadających im peptydów: kadheryna-1 (CDHl). trombospondyna-4 (THBS4). 

mezotelina (MSLN). mucyna-I (MUCl/CA 15-3), domena sushi, czynnik von 

Willebranda, EGF i białko I zawierające domenę pentraksyny (SYEPI). inhibitor proteazy 

typu Kunitz I (SPINTI ). hemopeksyna (HPX). antygen CDl 66 (ALCAM). kalli statyna 

(SERPTNA4), keratyna 8 typu TT cytoszkieletu (CK-8), keratyna 18 typu I cytoszkieletu 

(CK-18), keratyna 19 typu I cytoszkiclctu (CK-19), przy czym ich obecność i zwiększony 

poziom wskazuje na płyn nowotworowy. 

20. Sposób według zastrzeżenia 19, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poz10mu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: CDHl. MUCl. THBS4, MSLN. HPX. przy czym ich 

obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn nowotworowy. 

21. Sposób według zastrzeżenia 20, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym CDHl i odpowiadających jej peptydów, 

przy czym obecność i zwiększony poziom CDHl wskazuje na płyn nowotworowy. 

22. Sposób według któregokolwiek z zastrzeżeń od 15 do 18, w którym wykrywa 

się obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących 

białek lub odpowiadających im peptydów: deazminaza adenozynowa ADA2, chemokina 

10 z motywem C-X-C (CXCLIO) i syntetaza tryptofanylo-tRNA, cytoplazmatyczna 

(WARS), przy czym ich obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn gruźliczy, czyli 
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płyn opłucnowy spowodowany zapaleniem opłucnej w wyniku infekcji Mycobactcrium 

tubcrculosis. 

23. Sposób według zastrzeżenia 22, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poziomu ADA2 lub odpowiadających jej peptydów w płynie 

opłucnowym, przy czym jej obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn grnźliczy. 

24. Sposób według któregokolwiek z zastrzeżeń od 15 do 18. w którym wykrywa 

się obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnmvym następujących 

białek lub odpowiadających im peptydów: wimcnlyna (VIM), galcklyna 1 (LGALS 1). 

osoczowe białko amyloidu P (APCS), białko S 1 00A9 (S l 00A9), mctaloprolcinaza 9 

(MMP9J, dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i białko C-reaktywne (CRP), przy czym 

ich obecność i zwiększony poziom wskazuje na płyn parapneumoniczny, inaczej inny płyn 

infekcyjny. 

25. Sposób według zastrzeżenia 24, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościmvo zmianę poz10mu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: CRP. S100A9. VIM, przy czym ich obecność i 

zwiększony poziom wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

26. Sposób według zastrzeżenia 25, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poz10mu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: CRP. S 100A9. przy czym ich obecność i zwiększony 

poziom wskazuje na inny płyn infekcyjny. 

27. Sposób według dowolnego z zastrzeżeń od 15 do 18, w którym wykrywa się 

obecność i oznacza ilościowo zmianę poziomu w płynie opłucnowym następujących białek 

lub odpowiadających im peptydów: hcmopcksyna (HPX), dehydrogenaza mleczanowa A 

(LDHA), dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB ), składowa C3 dopełniacza (C3). 

składowa C9 dopełniacza (C9), domena Sushi, czynnik von Willebranda typu A, EGF i 

białko zawierające domenę pentraksyny 1 (SVEPI ), przy czym ich obecność i zmieniony 

poziom wskazuje na płyn łagodny, wynikąjący z chorób innych niż nowotwory i infekcje. 

28. Sposób według zastrzeżenia 27, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poz10mu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: LDHA, LDHB, C3, C9, HPX, przy czym ich obecność i 

obniżony poziom wskazuje na płyn łagodny. 

29. Sposób według zastrzeżenia 28, w którym wykrywa się obecność i oznacza 

ilościowo zmianę poz10mu w płynie opłucnowym następujących białek lub 

odpowiadających im peptydów: LDHA i C9, przy czym ich obecność i obniżony poziom 

wskazuje na płyn łagodny. 
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Nowotworowe (n=109): 

Marker 
Wartość 

AUC 
p MWU 

Nowotworowe vs. 

Pozos tale (n=lOO) 

CDH1 <0,001 0,766 

MUCl <0,001 0,703 

THBS4 <0,001 0,701 

MSLN <0,001 0,698 

HPX <0,001 0,661 

SVEPl <0,001 0,658 

SPINTl <0,001 0,651 

CK-18 0,001 0,630 

CK-8 0,001 0,629 

ALCAM 0,036 0,584 

C3 0,037 0,584 

CK-19 0,038 0,583 

SERPI NA4 0,046 0,580 

Pozostałe vs. Nowot.: 

MMP9 <0,001 0,659 

APCS 0,001 0,630 

ADA2 0,002 0,627 

VIM 0,006 0,610 

cxcuo 0,024 0,591 

S100A9 0,025 0,590 

Nowot. vs. Gruźlicze: 

CDHl <0,001 0,822 

SVEPl <0,001 0,765 

THBS4 <0,001 0,758 

MSLN <0,001 0,722 

HPX 0,004 0,690 

MUCl 0,008 0,673 

CK-19 0,009 0,671 

SPINTl 0,024 0,650 

CK-8 0,052 0,627 

Nowot. vs. Inne infekcyjne: 

SVEPl <0,001 0,777 

MSLN <0,001 0,774 

CDHl <0,001 0,766 

THBS4 <0,001 0,705 

MUCl 0,003 0,671 

SPINTl 0,008 0,650 

Nowot. vs. \Nszys. infek.: 

CDH1 <0,001 0,789 

SVEPl <0,001 0,772 

MSLN <0,001 0,752 

THBS4 <0,001 0,726 

MUCl <0,001 0,671 

SPJNTl 0,002 0,650 

Nowot. vs. Łagodne: 

HPX 

LDH 

MSLN 

VIM 

<0,001 0,810 

<0,001 

0,019 0,624 

0,020 0,622 

Figura 4 

G!'Uilicze (nz24): Inne infekcyjne (n=34): 

Marker 
Wartość 

Marker 
Wartość 

AUC AUC 
p MWU p MWU 

Gruźlicze vs. Pozostałe Inne infekcyjne vs. 

(n=l85): Pozos tale (n=l75): 

ADA2 <0,001 0,881 S100A9 <0,001 0,773 

<0,001 0,880 APCS <0,001 0,715 

WARS <0,001 0,832 CRP <0,001 0,712 

VIM <0,001 0,800 VIM <0,001 0,707 

LGALSl <0,001 0,767 LDHA 0,001 0,674 

MMP9 <0,001 0,753 lGALSl 0,005 0,651 

S100A9 <0,001 0,716 MMP9 0,006 0,650 

lOHA 0,001 0,704 LDH 0,008 0,644 

LDH 0,002 0,698 HPX 0,017 0,630 

APCS 0,003 0,68S WARS 0,021 0,625 

CRP 0,006 0,674 C9 0,023 0,623 

LDHB 0,009 0,664 LDHB 0,034 0,615 
(9 0,013 0,657 Pozostałe vs. Inne, nfek.: 

ALCAM 0,035 0,632 SVEPl <0,001 0,751 

Pozostałe vs. Gruźlicze: MSLN <.0,001 0,723 

CDHl <0,001 0,723 CDHl 0,004 0,655 

SVEPl <0,001 0,715 THBS4 0,022 0,625 

THBS4 0,001 0,705 

MSLN 0,014 0,654 

CK-19 0,014 0,654 

Gruźlicze vs. Nowot.: Inne infekcyjne vs. Nowot.: 

ADA2 <0,001 0,889 S100A9 <0,001 0,786 

<0,001 0,882 VIM <0,001 0,747 

WARS <0,001 0,828 APCS <0,001 0,741 

VIM <0,001 0,820 CRP <0,001 0,707 

MMP9 <0,001 0,798 MMP9 <0,001 0,698 

<0,001 0,775 LGALSl 0.003 0,671 

S100A9 <0,001 0,748 lDHA 0.006 0,657 

APCS <0,001 0,737 ADA2 0.007 0.655 

CRP 0,002 0,700 WARS 0,007 0,654 

LDHA 0.004 0,690 

LDH 0.012 0,665 Inne infek. vs. Gruźlicze: 

C9 0,037 0,636 HPX 0,008 0,707 
CK-19 0,034 0,664 

Inne infek.: CK-8 0,045 0,656 

<0,001 O,B76 

ADA2 <0,001 0,826 

WARS <0,001 0,784 

ALCAM 0,031 0,668 

VIM 0,048 0,653 

Gruźlicze vs. Łagodne: Inne infek. vs.łagodne: 

<0,001 0,906 S100A9 <0,001 0,873 

0,880 LDH <0,001 

0,030 0,662 ALCAM 0,016 

CK-18 0,034 

....... ., .. ~ 
Marker 

Wartość 
AUC 

p MWU 

Wszystkie infekcyjne vs. 

Pozos tale (n=l51): 

C3 0,011 0,613 

Pozostałe vs. infek.: 

SPI NTl 0,015 

MUCl 0,043 0,590 

infek. vs. Nowot.: 

C9 

CK-18 

MUCl 

O,Q20 0,609 

0,024 0,634 

0,049 0,616 

Łagodne {n=42): 

Marker 
Wartość 

AUC 
p MWU 

łagodne vs. Pozostałe 

(n=l67): 

SVEPl 0,037 0,604 

Pozostałe vs. łagodne: 
LDH <0,001 0,818 

LDHA <0,001 0,805 

LDHB <0,001 0,799 

HPX <0,001 0,789 

C9 <0,001 0,773 

C3 <0,001 0,772 

WARS <0,001 0,740 

Sl00A9 <0,001 0,728 

CRP <0,001 0,704 

CK·8 <0,001 0,701 

MUCl <0,001 0,701 

ALCAM <0,001 0,696 

VIM <0,001 0,695 

LGALSl <0,001 0,637 

CK-18 <0,001 0,677 

SERPINFl <0,001 0,672 

CDHl 0,005 0,640 

ADA2 0,010 0,628 

SPI NTl 0,053 0,598 

APCS 0,051 0.597 

Łagodne vs. Nowot.: 

Brak 

łagodne vs. Gruźlicze: 

SVEPl <0,001 0,802 

Łagodne vs. Inne infek.· 

SVEP1 <0,001 0,800 

MSLN 0,004 0,692 

Łagod. vs. Ws zys. infek.· 

SVEP1 <0,001 0,800 

MSLN 0,004 0,670 
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Figura 9 

Nazwa białka (skrót używany w tekście) Celowane peptydy do analizy MRM 
[nazwa genu, identyfikator U n i Prot] (Pozycja peptydu w białku) 

Antygen karcynoembrionalny (CEA/CEACAMS) QIIGYVIGTQQATPGPAYSGR (78-98) 

[CEACAM5, P06731] SDLVNEEATGQFR (127-139} 

Długość: 702 aa, Masa (Da): 76 795 NDTASYK {208-214} 

LQLSNDNR {369-376) 

INGIPQQHTQVLFIAK {629-644} 

Dipeptydylopeptydaza 4 (DPP4} FRPSEPHFTLDGNSFYI< (357-373) 

[DPP4, P27487] VLEDNSALDK (493-502) 

Długość: 766 aa, Masa (Da): 88 279 LGTFEVEDQI EAAR (598-611) 

Kompleks replikacyjny DNA GINS3 białko PSF3 LGAFFLER (43-50) 

(GINS3} SAGAETDNAVPQGSK (51-65) 

[GINS3, Q9BRX5] LELPLWLAK {66-74) 

Długość: 216 aa, Masa (Da): 24 535 TVFSADPNVVDLH I< (98-111} 

IMDSSQNAYNEDTSALVAR (149-167} 

GQASQITASNLVQNYK (192-207) 

Cząsteczka adhezyjna komórek nabłonkowych LAVNCFVNNNR (34-44) 

(EPCAM} QCQCTSVGAQNTVICSK (45-61} 

[EPCAM, P16422] EKPYDSK (154-160} 

Długość: 314 aa, Masa (Da): 34 932 TQNDVDIADVAYYFEI< (203-218) 

APEFSMQGLK (256-265) 

Enolaza swoista dla neuronów (NSE} GNPTVEVDLYTAK (16-28} 

[ENO2, P09104] AVDHINSTIAPALISSGLSVVEQEK (65-89} 

Długość: 434 aa, Masa (Da): 47 269 YITGDQLGALYQDFVR (270-285) 
IEEELGDEAR (413-422) 

Peptyd uwalniający gastrynę GRP (GRP} AVPLPAGGGTVLTK (23-36) 

[GRP, P07492] VPLPAGGGTVLTK (24-36) 

Długość: 148 aa, Masa (Da): 16 213 STGESSSVSER (54-64) 

NLLGLI EAI< (83-91) 

NHQPPQPK (95-102) 

ALGNQQPSWDSEDSSNFK (103-120) 

LSAPGSQR (131-138) 

Receptor czynnika wzrostu hepatocytów (MET) EVFNILQAAYVSKPGAQLAR (312-331) 

[MET, P08581] GDLTIANLGTSEGR (448-461) 

Długość: 1,390 aa, Masa (Da): 155 541 LNSELNIEWI< (903-912) 

Kalikreina 12 (KLK12} NSQPWQVGLFEGTSLR (31-46) 

[KLK12, Q9UKR0] LGEHSLSQLDWTEQIR (72-87) 

Długość: 248 aa, Masa (Da): 26 734 

Cytokeratyna 14 (CK-14} APSTYGGGLSVSSSR (42-56) 

[KRT14, P02533] DAEEWFFTK (301-309) 

Długość: 472 aa, Masa (Da): 51 561 

Cytokeratyna 16 (Cl(-16} APSTYGGGLSVSSR (42-55) 

[l<RT16, P08779] DAETWFLSK (303-311) 

Długość: 473 aa, Masa (Da): 51 268 

Cytokeratyna 17 (CK-17) ALEEANTELEVK (104-115) 

[KRT17, Q04695] AAPGVDLSR (243-251) 

Długość: 432 aa, Masa (Da): 48 106 ASLEGNLAETENR (322-334) 

TIVEEVQDGI< (410-419) 

Antygen nowotworowy 125 (MUC-16/CA-125} DSLFINGYAPQNLSIR (14184-14199) 

[MUC16, Q8WXl7] ALFSS N LDPSL VEQVFLDK ( 14266-14284) 

Długość: 14 507 aa, Masa (Da): 1519 175 VAIYEEFLR (14405-14413) 

Receptor typu fosfatazy białkowo-tyrozynowej F YSIGGLSPFSEYAFR (374-388) 

(PTPRF) VLAFTAVGDGPPSPTIQVK (488-506) 

[PTPRF, P10586] TGEGFIDFIGQVHK (1811-1824) 

Długość: 1 907 aa, Masa (Da): 212 879 
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Figura 9 cd. 

Antygen raka płaskonabłonkowego SCC 1 VLHFDQVTENTTGI( (56-69) 

(SPB3/SCCA-1) FYQTSVESVDFANAPEESR (126-144) 

[SPB3, P29508] QYTSFHFASLEDVQAK (215-230) 

Długość: 390 aa, Masa (Da): 44 565 GLVLSGVLHK (322-331) 

Antygen raka płaskonabłonkowego SCC 2 VLH FDQVTENTTEK (56-69) 

(SPB4/SCCA-2) FYQTSVESTDFANAPEESR (126-144) 

[SPB4, P48594] QYNSFNFALLEDVQAI( (215-230) 

Długość: 390 aa, Masa (Da): 44 854 ETCVDLHLPR (277-286) 

Peptydy wspólne dla SPB3, SPB4: 

FMFDLFQQFR SPB3, SPB4 (11-20) 

STDAYELK SPB3, SPB4 (95-102) 

INSWVESQTNEK SPB3, SPB4 (147-158) 

TNSILFYGR SPB3, SPB4 (378-386) 

Czynnik koniczyny 3 (TFF3) VDCGYPHVTPK (54-64) 

[TFF3, Q07654] GCCFDSR (70-76) 

Długość: 94 aa, Masa (Da): 10 181 

Ludzkie białko z komórek nabłonkowych najądrza CCSAGCATFCSLPNDK (61-76) 

(WFDC2/HE4) EGSCPQVNINFPQLGLCR (77-94) 

[WFDC2, Q14508] DQCQVDSQCPGQMK (95-108) 

Długość: 124 aa, Masa (Da): 12 993 

Deaminaza Adenozyny (ADAl) VELHVHLDGSIKPETILYYGR (12-32) 

[ADA, P00813] YSPHLLANSK (102-111) 

Długość: 363 aa, Masa (Da): 40 764 LGHGYHTLEDQALYNR (236-251) 

Katepsyna B (CTSB) NGPVEGAFSVYSDFLLYK (246-263) 

[CTSB, P07858] 

Długość: 339 aa, Mass (Da): 37 822 

Interferon gamma (IFNG) YFNAGHSDVADNGTLFLGILK (37-57) 

[IFNG, P01579] IMQSQIVSFYFK (67-78) 

Długość: 166 aa, Masa (Da): 19 348 LTNYSVTDLNVQR (118-130) 

AIHELIQVMAELSPAAK (132-148) 

Interleukina 33 (I L33) VLLSYYESQHPSNESGDGVDGK (159-180) 

[IL33, 095760] DFWLHANNK (191-199) 

Długość: 270 aa, Masa (Da): 30 759 EHSVELHI( (200-207) 

TDPGVFIGVI( (234-243) 

DNHLALII( (244-251) 

VDSSENLCTENILFK (252-266) 

Perforyna 1 (PRFl) FVPGAWLAGEGVDVTSLR (37-54) 

[PRFl, P14222] LISNYGTHFIR (215-225) 

Długość: 555 aa, Masa (Da): 61 377 ALSQYLTDR (363-371) 

LFFGGQELR (441-449) 

TSTVWDNNNPIWSVR (450-464) 

LDFGDVLLATGGPLR (465-479) 

Członek nadrodziny receptora czynnika martwicy VAETPTYPWR (30-39) 

nowotworów 6B (TNFRSF6B) LVCAQCPPGTFVQRPCR (47-63) 

[TNFRSF6B, 095407] DSPTTCGPCPPR (65-76) 

Długość: 300 aa, Masa (Da): 32 680 VPGAEECER (205-213) 

LLQALEAPEGWGPTPR (232-247) 

LTELLGAQDGALLVR (261-275) 

Dehydrogenaza mleczanowa łańcuch C LIEDDENSQCK (12-22) 

(LDHC) DLADELALVDVALDK (43-57) 

[LDHC, P07864] IVIVTAGAR (91-99) 

Długość: 332 aa, Masa (Da): 36 311 SIIPAIVHYSPDCK (119-132) 

SAETLWNIQK (319-328) 

PL 440401 A1

70/71



al. Niepodlegiości 188/192 
00-950 Warszawa, skr. poczt. 203 URZĄD PATENTOWY 

RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIEJ tel.: (+48) 22 579 05 55 I fax: (+48) 22 579 00 01 

e-mail: kontakt@uprp.gov.pl I www.uprp.gov.pl 

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI ZGŁOSZENIA WYNALAZKU NR P.440401 

Klasyfikacja zgłoszenia: G01N 33/68 (2006.01) 

Poszukiwania prowadzono w klasach: G01N 

Bazy komputerowe, w których prowadzono poszukiwania: Epoquenet (Epodoc, Wpi, Em base, 
Medline, X-full); bazy UPRP, Google 

Kategoria 
Dokumenty - z podaną identyfikacją 

Odniesienie 
dokumentu do zastrz. 

A PL414159 Al; INSTYTUT BIOCHEMII I BIOFIZYKI POLSKIEJ 1-29 

AKADEMII NAUK, Warszawa, [PL]; 2017-03-27 

A CN109490556A; BEIJING CHEST HOSPITAL CAPITAL 1-29 

MEDICAL UNIVERSITY, Beijing [CN] ET AL.; 2019-03-19 

A CN107064524A; BEIJING CHEST HOSPITAL CAPITAL 1-29 

MEDICAL UNIVERSITY, Beijing [CN] ET AL.; 2017-08-18 

A J. M. Parcel et al.: "Biomarkers of infection for the differentia! 1-29 

diagnosis of pleura! effusions", European Respiratory Journal; 

2009 34: 1383-1389 

• Dalszy ciai::i: wykazu dokumentów na następnej stronie 
A - dokument okreśbjący ogólny stan techniki, który nie jest uważany za pDsiadający szc;'.ególne rnaczenie; 
E - dokument stanowiący wcześniejsze zgłoszenie lub patent, ale opublikowany w lub po cbcie zgłoszenia; 
L - dokument, który może poddawać w wątpliwość zastrzegane pierwsze1\stwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji 
innego cytm,rnnego dokumentu lub z innego szczególnego powodu; 
O - dokument odnoszący się do ujmvnienia ustnego przez rnstosmvm1ie, 1,1,ystawienie lub uja\\Tiienie w inny sposńb: 
P - dokument opublikowany przed datą zgłoszenia, ale później niż zastrzegana data pierwszeństwa: 
T dokument późniejszy, opublikowany po dacie zgłoszenia lub w dacie pierwszeństwa i niebędący w konflikcie ze zgłoszeniem, ale 
cytowm1y w celu zrozumienia zasad lub teorii leżących u podstaw wynalazku: 
X - dokument o szczególnym znaczeniu; zastrzegany 1,1,ymlazek nie może być uważany za no1,1;y luh nie może hyć uważany za 
posiadający poziom 1,1,ymlazczy, jeżeli ten dokument brany jest pod uwagę samodzielnie: 
Y - dokument o szczególnym znaczeniu; zastrzegany 1,1,ymlazek nie może hyć uważany za posiadający poziom wynalazczy, jeżeli ten 
dokument zostanie połączony z jednym luh kilkoma tego typu dokumentami, a takie połaczenie będzie oczywiste dla znawcy: 
& - dokument należacv do tej samej rodziny patentowej. 

Sprawozdanie wykonała: dr Małgorzata Kozłowska 

Ekspert Koordynator 

Data: 28-10-2022 r. podpis: 

/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/ 
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego 

Uwagi do zgłoszenia 

Sprawozdanie zostało wykonane w oparciu o wersję zastrzeżeń patentowych z dn. 16.02.2022 r. 
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