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Molekularni oznacevalci endometrioze -
moznost razvoja neinvazivne diagnostike?

Molecular biomarkers of endometriosis — an
option for non-invasive diagnostics?

Tea LanisSnik Rizner

Izviecek

Endometrioza je zelo pogosta ginekoloska bole-
zen, ki predstavlja razrast endometriju podob-
nega tkiva zunaj materni¢ne votline. Ocenjujejo,
da se ta bolezen pojavlja pri 35-50 % neplodnih
bolnic in do 10 % vseh Zensk v rodni dobi. Trenu-
tno diagnosticiranje minimalne in blage oblike
endometrioze poteka le invazivno z laparoskopi-
jo, kar kaze na velik pomen proucdevanja moleku-
larnih oznacdevalcev, primernih za neinvazivno
diagnostiko. V zadnjih letih je razvoj globalnih
metodoloskih pristopov, t.i. “omik’, omogo-
¢il identifikacijo Stevilnih novih molekularnih
oznacevalcev endometrioze. V tem preglednem
¢lanku so predstavljeni razli¢ni pristopi iskanja
molekularnih oznacevalcev endometrioze ter
oznacevalci z najbolj$imi diagnosti¢nimi znacil-
nostmi. Sledi ocena trenutnega stanja na podro-
¢ju diagnosti¢nih oznacevalcev endometrioze
ter ocena moznosti njihovega prenosa v klini¢no
prakso.

Abstract

Endometriosis is a common gynaecological dis-
ease defined as a presence of endometrial-like
tissue outside the uterine cavity. Estimates show
that this disease affects up to 10 % of premeno-
pausal women and 35%-50% of women with
infertility. At present, minimal and mild stages
of endometriosis can only be unequivocally di-
agnosed invasively, using laparoscopy. There is
thus an urgent need for discovery of biomarkers
for non-invasive diagnosis. With the introduc-
tion of ‘omics’ methodologies, we have witnessed
immense progress in the field of biomarkers of
endometriosis. This paper overviews different
approaches to the discovery of biomarkers and
presents biomarkers with the highest diagnostic
potential. Current status in the field of endome-
triosis biomarker discovery and their potential
for clinical use are discussed.

Endometrioza

Endometrioza je pogosta ginekoloska
bolezen, ki predstavlja razrast endometriju
podobnega tkiva zunaj maternic¢ne votline.
Ocenjujejo, da se ta bolezen pojavlja kar pri
6-10 % zZensk v rodni dobi in 30-50 % Zensk z
bole¢inami v medenici in/ali neplodnostjo.!
V svetovnem merilu endometrioza prizade-
ne kar 176 milijonov Zensk.? Pri bolnicah z

endometriozo se endometrijsko tkivo oziro-
ma t.i. endometrioti¢na zarisca pojavljajo v
razli¢nih predelih peritonealne votline. Na
osnovi razlik v mestu in naravi zari$¢ lo¢imo
tri oblike endometrioze z razli¢no etiologijo
in patogenezo: endometriozo jaj¢nika, peri-
tonealno endometriozo in globoko infiltra-
tivno endometriozo.>* V redkih primerih
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endometriju podobno tkivo najdemo tudi
zunaj peritonealne votline v plevri ali celo
v mozganih.>® Na osnovi popravljene raz-
vrstitve ameriSkega zdruZenja za plodnost
(angl. Revised American Fertility Society
Classification of Endometriosis) endome-
triozo delimo v minimalno (I. stadij), blago
(IL stadij), zmerno (III. stadij) in hudo obli-
ko (IV. stadij).” Patogeneza endometrioze je
zelo kompleksna in vkljucuje tvorbo adhezij,
razgradnjo zunajcelicnega matriksa, angio-
genezo, proliferacijo, zmanjsano apoptozo,
motnje v celi¢ni komunikaciji, spremenjen
imunski odziv, spremenjeno sposobnost
diferenciacije in druge patofizioloske pro-
cese.® Vseh vidikov endometrioze ne mo-
remo razloziti z eno samo teorijo. Razvoj
endometrioze tako najpogosteje razlagamo
s teorijo retrogradne menstruacije, v pove-
zavi z motenim imunskim sistemom; pa tudi
s teorijama metaplazije celomskega epitela,
transplantacije preko limfnega in Zilnega
sistema ter teorijo ostankov Miillerjevih vo-
d ov. 8-10

Neinvazivna diagnostika
endometrioze

Simptomi endometrioze so nespecifi¢ni,
zato je diagnosticiranje te bolezni proble-
mati¢no.'" Trenutno je zlati standard v dia-
gnostiki Se vedno laparoskopija, ki omogoca
neposreden pregled medeni¢nih organov.
Ta diagnosti¢ni pristop je povezan tudi z
zapleti, ki pa so dokaj redki. Tudi laparo-
skopski pregled ni vedno zanesljiv, zato ga
je potrebno dopolniti s histolosko analizo.
Zaradi nespecifi¢nih simptomov in invaziv-
ne diagnostike je povprecen ¢as od pojava
simptomov do postavljene diagnoze 6,7 let.!
Raziskava evropskega drustva za endome-
triozo (angl. European Endometriosis Alli-
ance) je razkrila, da so kar 65% od 7.025 v
studijo vkljucenih bolnic z endometriozo
postavili napa¢no diagnozo, 46 % bolnic pa
je moralo obiskati pet ali ve¢ zdravnikov,
preden so jim postavili pravo diagnozo.'?
Trenutno uporabnih molekularnih oznace-
valcev za neinvazivno diagnostiko ne po-
znamo. Edini biokemijski oznacevalec, ki
se bolj ali manj pogosto uporablja v rutinski
diagnostiki, je CA-125. Ta oznacevalec dia-
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gnosticira predvsem zmerno in hudo obliko
(ITI-IV) endometrioze, medtem ko ima v
splo$nem obcutljivost 24-94 % pri obicajni
mejni koncentraciji 35 U/ml.'* Pri diagno-
sticiranju endometrioze se uporabljajo tudi
ultrazvok, rac¢unalniska tomografija in ma-
gnetno resonancno slikanje, vendar pa je, v
primerjavi z laparoskopijo, natan¢nost teh
diagnosti¢nih metod slabsa.'*'* Eden od
zaklju¢kov zadnjega svetovnega kongresa
endometroze leta 2011 je bil, da razvoj zane-
sljive zgodnje neinvazivne diagnostike en-
dometrioze predstavlja prednostno podro-
¢je.! Ocenjujejo, da ima do 45 % neplodnih
bolnic z rednimi menstrucijskimi ciklusi
endometriozo, pri teh bolnicah bi bil nein-
vazivni diagnosti¢ni test neprecenljiv, saj bi
omogocil zgodnjo diagnosticiranje in kirur-
$ko odstranjevanje manj razrasc¢enih endo-
metrioti¢nih zaris¢, kar bi pri teh bolnicah
lahko izboljsalo plodnost.'*>**

Razlicni pristopi iskanja
molekularnih oznacevalcev
endometrioze

Bioloski oznacevalec je lastnost, ki jo
lahko objektivno merimo in ocenimo kot
kazalnik normalnih bioloskih procesov, pa-
toloskih procesov ali farmakoloskih odzivov
na zdravljenje."” Med molekularne oz. bio-
kemijske oznacevalce pa uvr§¢amo proteine,
lipide, metabolite, RNA in druge molekule.
Pred tremi leti je May s sodelavci'' siste-
mati¢no pregledal oznacevalce endometri-
oze. Kakovost posameznih $tudij je ocenil
na osnovi meril za oceno kakovosti §tudij
diagnosti¢ne natancnosti (angl. Quality As-
sessment of Diagnostic Accuracy Studies,
QUADAS).'®*® Ceprav je ve¢ kot 100 ozna-
¢evalcev endometrioze ustrezalo merilom
izbora, pa med njimi niso nagli niti enega
oznacevalca ali nabora oznacevalcev, ki bi
bil primeren za klini¢no uporabo.'' V za-
dnjih letih se stevilo identificiranih oznace-
valcev endometrioze s precej$njim diagno-
sticnim potencialom hitro povecuje, saj so
se tudi na tem podrocju uveljavili globalni
pristopi proteomike, transkriptomike in me-
tabolomike.*
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Molekularne oz. biokemijske oznaceval-
ce za neinvazivno diagnostiko so z razli¢-
nimi metodolodkimi pristopi doslej iskali
predvsem v periferni krvi, serumu ali plaz-
mi in v urinu.'>" § tar¢nimi $tudijami so
oznacevalce nasli med posameznimi prote-
ini ali metaboliti in med nabori proteinov.
Vedje Stevilo oznacevalcev so nadli tudi z
netarnimi globalnimi pristopi. Nekatere
studije so temeljile na predhodnih $tudijah
diferenc¢nega izrazanja genov v evtopi¢nem
in ektopi¢cnem endometriju in na vnaprej
postavljeni hipotezi, pri globalnih pristopih
pa se je hipoteza najpogosteje razvila med
studijo.

Posamezni proteini kot
oznacevalci endometrioze

V diagnostiki endometrioze se v dolo-
¢enih primerih uporablja tudi oznacevalec
raka jaj¢nikov CA-125. Szubert in sodelavci
so pred kratkim preverjali uporabnost tega
oznacevalca pri 44 bolnicah z endometri-
0zo. Primerjava preiskovane in kontrolne
skupine, ki je vkljucevala 15 neplodnih bol-
nic, bolnic z bole¢inami v medenici, z beni-
gnimi ovarijskimi cistami in policisti¢nimi
jajéniki je pri mejni koncentraciji 11 U/ml
razkrila obcutljivost 68 % in specificnost
67 % (Tabela 1).2"?* Pokazali so, da ima CA-
125 boljse diagnosti¢ne znacilnosti pri bolni-
cah z endometriozo zmerne in hude oblike
(IIT in IV); pri mejni koncentraciji 14,7 U/
ml so porocali o obcutljivosti 92 % in speci-
ficnosti 87 %>"** in s tem potrdili nekatere
prej$nje Studije.'’ Kot mozen oznacdevalec
endometrioze so proucevali tudi novejsi
oznacevalec epitelnega raka jajénikov HE-4,
ki je vklju¢en v algoritem ROMA,* vendar v
tem primeru med preiskovano in kontrolno
skupino niso nali razlik.>"?*?

Kot diagnosti¢ne oznacevalce so prou-
cevali tudi proteine, ki se izlo¢ajo iz endo-
metrija in endometrioti¢nih Zaris¢ih, kot so
urokortin, aktivin A, folistatin, glikodelin
A, in vaskularni endotelijski rastni faktor
A (VEGF-A).***” V nasprotju z objavami'!
Tokmak s sodelavci in Reis s sodelavci ni-
sta nasla razlik v koncentraciji urokortina in
folistatina pri bolnicah z endometriozo.***
Porocali pa so o povi$ani koncentraciji pro-

teina aktivin A, z nizko obcutljivostjo 30 % in
specifi¢nostjo 9o %.>* Nasa skupina je pred
kratkim izmerila vi$je koncentracije prote-
ina glikodelin A pri 57 bolnicah z ovarijsko
endometriozo v primerjavi s kontrolno sku-
pino, ki je vkljucevala 11 bolnic z benignimi
ovarijskimi cistami in 31 zdravih Zensk.>
Diagnosti¢ni model, ki je vkljuceval starost,
indeks telesne mase (ITM) in koncentracijo
proteina glikodelin A, je pri mejni koncen-
traciji 2,1 ng/ml pokazal obcutljivost 82,1%
in specifi¢nost 78,4 % (Tabela 1).>° Tudi v
primeru proteina VEGF-A so porocali o sta-
tisticno znacilno visjih koncentracijah pri 30
bolnicah z zmerno in hudo obliko endome-
trioze (III-IV) v primerjavi s 30 neplodnimi
bolnicami s kroni¢nimi bole¢inami v mede-
nici ali brez njih.*” V primerjavi s CA-125 je
dolocanje koncentracije proteina VEGF-A
pri mejni koncentraciji 680 pg/ml razkrilo
boljsi diagnosti¢ni potencial z obc¢utljivostjo
kar 93,3% in specifi¢cnostjo 96,7 % (Tabela
1).*” Poudariti je treba, da so vse omenje-
ne Studije vkljucevale sorazmerno majhno
$tevilo bolnic in kontrolnih oseb ter pred-
stavljajo le fazo odkrivanja diagnosti¢nih
oznacevalcev. Zato so potrebne e nadaljnje
Studije validacije.

Avtoprotitelesa kot
diagnosti¢ni oznacevalci
endometrioze

Endometrioza ima nekatere znacilnosti
avtoimunih bolezni,*® zato so avtoprotitele-
sa mozni oznacevalci te bolezni.'' V zadnjih
letih so proucevali avtoprotitelesa proti pro-
teinom mezotelijskih in fibroblasti¢nih ce-
licnih linij, ki predstavljajo modelne celice
okolja v peritonealni votlini.*® Pri bolnicah
z endometriozo so tako dokazali prisotnost
avtoprotiteles proti proteinom teh celi¢nih
linij, pa tudi proti s tumorji povezanim an-
tigenom.**"** Pred kratkim je v dobro nacr-
tovani in validirani $tudiji Gajbhiye s sode-
lavei®* porocal o statisti¢no znacilno vigjih
koncentracijah avtoprotiteles proti trem
endometrijskim proteinom (tropomiozinu
3, stomatinu-podobnemu proteinu 2 in tro-
pomodulinu (TMOD)) pri bolnicah z endo-
metriozo v primerjavi s kontrolno skupino.
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Tabela 1: Potencialni molekularni oznacevalci endometrioze.

Szubert
2012%

Kocbek
2013%

Mohamed.
2013%

Gajbhiye
2012%

Mihalyi
2010°

Vodolazkaia
2012%

Zheng
2011

El-Kasti
2011*

Wan
2013ge

Vouk 2012%°

CA-125

glikodelin A

VEGF-A

avtoproti-
telesa

IL-6,
IL-8, TNFa,
hsCRP, CA-
125, CA19-9

28
oznacevalcev

peptidi in
proteini

peptidi

765 miRNA

140 lipidov

serum

serum

serum

serum

plazma

plazma

serum

urin

serum

plazma

44 bolnic; Ffaza; 101,17 11, 11
1, 11V,

57 bolnic; 31,911, 34 11I, 11
IV; 37 P, 20 S faza; starost:
32.9+5.6,

ITM: 21.8 +3.5

30 bolnic, llI-IV;
F faza; 16 (18-30 let), 14
(3140 Let)

Faza odkrivanja: 40 bolnic,

17 I-1l, starost: 29,8 + 4.0; 23
I1-1V; starost: 32,3+5.4

Faza potrjevanja: 50 bolnic, 18
I-1I; starost: 31,8 +5,9; 32 llI-1V;
starost: 32,9 +5,0

201 bolnic 132 I-11; (25 M, 60 P,
47 S faza); 69 IlI-1V (15 M, 23P,
31 S faza)

232 bolnic, starost: 31.2 +4.0;
148 1-11, 84 111-1V (83 M, 135 F,
135 L faza),

faza odkrivanja (155); faza
potrjevanja (77)

126 bolnic (50 I-1I, 76
I11-1V), starost: 29,0 + 2,6;
faza odkrivanja (70); faza
potrjevanja (56)

23 bolnic, starost: 35 (20-46);
[TM: 25 (19-39); I-IV

Faza odkrivanja: 10

Faza preverjanja:

60 (41 OE, 19 PE, 18 z DIE);
ITM: 20,6 (14,5-24,9); starost:
34,4 (20-58); 42 F,18 L faza; 17
[,511,14 111,24 |

40 bolnic (14 OE, 20 OE + PE,
6 OE + PE+GIE); 12 P, 8 PP/ZS,
20 S faza; starost: 33,3+6,1;
ITM:20,9+2,7
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15 kontrol (neplodnih bolnic,
z bole¢inami v medenici, BOC,
PCO)

42 kontrol (31 zdravih Zensk,
11 bolniczBOC), 20 P, 22 S
faza

starost: 38,4 +5.8,

ITM: 24,8 +4.3

30 kontrol (neplodne Zenske
z/brez bolecin v medenici); F
faza; 13 (18-30 let), 17 (31-40
let)

Faza odkrivanja:
30 kontrol
starost: 28,9+5,3
Faza potrjevanja:
27 kontrol
starost: 29,8+4,3

93 neplodnih bolnic (19 M, 36
P, 38 S faza)

121 neplodnih Zensk, starost:
31.7+53

faza odkrivanja (80 kontrol;
19 M, 29 F, 32 L faza); faza
potrjevanja 41 kontrol (8 M, 17
F, 16 L faza)

120 zdravih Zensk,
starost: 33.1+2.9

faza odkrivanja (60), faza
potrjevanja (60)

16 kontrol (neplodnost,
bolec¢ine v medenici);
starost: 35 (26-50); ITM: 27
(20-35)

Faza odkrivanja: 10
Faza preverjanja: 25
ITM: 20,6 (16.7-27.9);
starost: 30,0 (24-39);
22 F, 3 L faza

52 zdravih zensk;

17 P, 11 LP/ZS, 21 S faza, 2 ND,
1 NP; starost: 40,6 +3,1; ITM:
257+4,1

E I11/IV/ kontrole
CA-125>14,7 U/ml
OBC: 92 %, SP: 87 %

OE I-IV/kontrole
glikodelin A +starost+ITM
0BC: 82 %; SP: 78 %

E I11-1V/kontole
VEGF-A> 680 pg/ml)
0BC: 93 %; SP: 97 %
CA-125>35 U/ml
0BC: 70 %; SP: 83 %

avtoprot. proti-TMOD3c
E/kontrole

0BC: 82 %; SP:93%

E I-1l/kontrole

0BC: 78 %; SP:93 %
CA-125

E/kontrole

0BC: 32 %; SP: 89 %

IL-6, TNFa, CA-125:
E I1l-IV/kontrole
OBC: 100 %; SP: 84 %
IL-6, TNFa:

E I-1l / kontrole

OBC: 87 %; SP: 71 %

1. model : annexin V + VEGF

+ CA-125 + glikodelin A; 2.
model: annexin V+ VEGF+ CA-
125+ siCAM-1; v M fazi;

E, ki je UZ ne zazna:

OBC: 81-90 %; SP: 68-81 %

E I-IV/kontrole

3 peptidi (m/z 5988,7; 7185,3
in 8929,8)

0BC: 89 %-91%

SP: 90 %-95 %

E IlI-1V/kontrole
17671 Da v pO fazi
0BC: 75 %; SP: 85 %

E/ kontrole

miR-199a, miR-122,
miR-145%, miR-542-3p
OBC: 93 %; SP: 96 %

E I1I-IV/kontrole

SMOH C16:1+ PCaa C36:2/
PCae C34:2 +starost + ITM
OBC: 90 %; SP: 84 %

Legenda: BOC — benigne ovarijske ciste, E— bolnice zendometriozo, F — folikularna faza, GIE - globoka infiltrativna endometrioza, ITM
— indeks telesne mase, L- lutealna faza, M — menstruacijska faza, 0BC - ob¢utljivost, OF — ovarijska endometrioza, PCO — policisticni
ovariji, P — proliferacijska faza, PE - peritonealna endometrioza, S — sekrecijska faza, SP — specifi¢nost, SMOH — hidroksisfingomielin,
PCaa/PCae - glicerofosfolipidi, PP - pozna proliferacijska faza, ZS - zgodnja sekrecijska faza.
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Slika 1: Potek
proucevanja
molekularnih
oznaclevalcev za
neinvazivno diagnostiko
endometrioze.
Oznacevalce
endometrioze so doslej
iskali v vzorcih seruma,
plazme in urina; med
posameznimi proteini,
nabori proteinov, med
posameznimi metaboliti;
pa tudi z globalnimi
pristopi proteomike,
transkriptomike in
metabolomike. Zacetni
fazi odkrivanja novih
oznacevalcev vedno sledi
validacijska faza. Uspesni
kliniéni validaciji sledi
razvoj diagnosti¢nega
testa in prenos v rutinsko
Rliniéno uporabo.
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Studije molekularnih oznagevalcev za neinvazivno diagnostiko

o

serum, plazma, urin

\

|

e - N\ (
Proteomika
posamezni proteini
nabor proteinov

Transkriptomika
nabor mRNA ali miRNA

Metabolomika
posamezni metaboliti
nabor metabolitov

\_ Visoke zmogljivosti ]

. J
~ - .- N\ [ . 5 p
MALDI-TOF-MS cDNA mikromreze, LC-MS/MS,
proteinske mreze, sekvenciranje nove GC-MS/MS
ELISA, imunoloki testi generacije, L NMR )

kvantitativni PCR y

faza odkrivanja

T

statisti¢na analiza

) —

‘ diagnosti¢ni model in algoritem

faza validacije
klini¢na validacija

diagnosti¢ni test

Z doloc¢anjem koncentracije avtoprotiteles
proti TMOD so diagnosticirali razli¢no ob-
sezne oblike endometrioze (I-IV) z obcutlji-
vostjo 82 % in specifi¢nostjo 93 % ter mini-
malne in blage oblike endometrioze (I-II)
z obcutljivostjo 78 % in specifi¢cnostjo 93 %
(Tabela 1).>* Avtoprotitelesa proti TMOD
tako kazejo precejsen potencial kot neinva-
zivni diagnosti¢ni oznacevalci. Z razvojem
tehnologij “omik” pa pricakujemo globalne
studije, ki bodo z uporabo proteinskih mrez,
ki so ze na trgu (na primer PhotoArray®,
HuProt™ Arrays,..), preverile prisotnost av-
toprotiteles proti ve¢jem $tevilu moznih an-
tigenov.

Nabor proteinov kot
diagnosticni oznacevalec

Nabori oznacevalcev imajo pricakova-
no boljse diagnosti¢ne znacilnosti kot po-
samezen oznacevalec.'"! V zadnjih letih so
kot diagnosti¢ne oznacevalce endometrioze
proucevali nabore, ki so vkljucevali tudi do
28 proteinov.>*** Med temi $tudijami so re-
zultati Mihalyi s sodelavci® in Vodolazkaia
s sodelavci®® najbolj obetajoéi. Prva Studija,

ki je vkljucevala 201 bolnico z endometri-
ozo in 93 neplodnih bolnic, je s postopno
logisti¢no regresijsko analizo izbrala nabor
treh proteinov (interlevkin 6 (IL-6), faktor
tumorske nekroze (TNFa) in CA-125), ki je
v sekrecijski fazi diagnosticiral zmerne in
hude oblike endometrioze (III-IV) z ob&u-
tljivostjo 100 % in specifi¢nostjo 84 % (Tabe-
la1).*® Medtem ko sta proteina IL-6 in TNFa
diagnosticirala minimalne in blage oblike
endometrioze (I-II) z obcutljivostjo 87 % in
specifi¢nostjo 71% (Tabela 1).** Na osnovi
logisti¢ne regresije so prikazali tudi algori-
tem za izracun verjetnosti endometrioze pri
posamezni bolnici.*® Se boljsi diagnosti¢ni
potencial pa imata modela, ki ju je na osno-
vi multivariatne statisti¢ne analize panela 28
proteinov pri 232 bolnicah z endometriozo
in 121 neplodnih bolnicah predlagala sku-
pina Vodolazkaia s sodelavci.’® Modela, ki
vkljucujeta koncentracije $tirih proteinov
(aneksin V + VEGF + CA-125 + glikodelin A
in aneksin V + VEGF + CA-125 + siCAM-1)
v menstruacijski fazi lo¢ita bolnice z endo-
metriozo, ki je z ultrazvokom ne diagnosti-
cirajo (predvsem minimalne in blage oblike,
I-II) od neplodnih bolnic s specifi¢nostjo
81-90 % in obcutljivostjo 68-81 %.*
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Moderni imunski testi visoke zmogljivo-
sti (kot so Bioplex®, MSD Multi-Array®, Au-
shon Ciraplex®) omogocajo dolocitev kon-
centracij nabora proteinskih oznacevalcev v
velikem razponu koncentracij v sorazmerno
majhnem vzorcu krvi ter v kratkem ¢asu. Po
ustreznih validacijskih in klini¢nih $tudijah
bi tovrstno dolocanje koncentracije nabora
proteinov z visoko obcutljivostjo in specifi¢-
nostjo lahko prenesli tudi v klini¢no prakso.

Iskanje oznacevalcev
endometrioze s pristopi
proteomike

Proteomika proucuje globalne spremem-
be v koncentracijah oziroma profilih protei-
nov v posamezni celici, tkivu ali organizmu
v razli¢nih stanjih. Z razvojem masne spek-
trometrije z novimi moZnostmi ionizatorjev
in analizatorjev, je ta tehnologija bistveno
prispevala k identifikaciji novih oznaceval-
cev endometrioze v vzorcih seruma, plazme
in urina.'>*** Zheng s sodelavci*’ je v vzor-
cih seruma z (angl. matrix assisted laser de-
sorption ionization time of flight) MALDI-
-TOF-MS nasel tri proteine (5988,7; 7185,3,
8929,8 m/z), ki so locevali bolnice z endo-
metriozo v primerjavi z zdravimi Zenskami
z obcutljivostjo 89,3-91,4 % in specifi¢nostjo
90-95% (Tabela 1). Ta Studija je potekala
v dveh fazah, fazi odkrivanja in validacije.
Vkljucevala je kar 126 bolnic z endometrio-
zo ter 120 zdravih Zensk.

Tudi v vzorcih urina so z metodo MAL-
DI-TOF-MS identificirali $est peptidov,
ki so se pri 23 bolnicah z zmerno in hudo
obliko endometrioze (III-IV) in 16 kontrol-
nih bolnicah nahajali v statisti¢no razli¢nih
koncentracijah.*® V periovulacijski fazi so z
dolocanjem koncentracije peptida z maso
17671 Da prepoznali bolnice z obliko en-
dometroze III-IV z obcutljivostjo 75% in s
specificnostjo 85 %, medtem ko so z doloca-
njem koncentracije peptida z maso 3280,9
Da lo¢ili bolnice z minimalno ali blago obli-
ko (I-II) od bolnic z zmerno in hudo obliko
bolezni (III-1V) z obcutljivostjo 82 % in spe-
cifi¢nostjo 88 %.*°

Doslej uporabljeni pristopi proteomike
omogocajo le dolocitev mase oziroma raz-
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merja med maso in nabojem (m/z), zato bov
prihodnje z ustreznimi metodami (MS/MS)
treba ugotoviti, za katere peptide oz. protei-
ne gre v opisanih primerih. To je predpogoj
za nadaljnje validacijske $tudije in morebi-
ten razvoj diagnosti¢nih testov.

Iskanje oznacevalcev
endometrioze s pristopi
transkriptomike

Transkriptomika proucuje spremembe v
koncentracijah oziroma profilih RNA mole-
kul v posamezni celici, tkivu ali organizmu
v razlicnih stanjih z uporabo mikromrez
DNA, kvantitativne verizne reakcije s poli-
merazo, v zadnjem casu pa tudi s sekvenci-
ranjem nove generacije.** Poleg mRNA mo-
lekul imajo Se vecdji diagnosti¢ni potencial
mikro RNA (miRNA) molekule. Pri ¢loveku
so do sedaj nasli ze ve¢ kot 1500 razli¢nih
miRNAs (http://mirbase.org).*> Te enove-
rizne RNA molekule se vezejo na mRNA
in tako preprecijo prepis dolo¢ene mRNA
v protein ali pa usmerijo doloceno mRNA
v razgradnjo. V periferni krvi se miRNA
molekule nahajajo v presenetljivo stabilni
obliki,** zato so jih ze proucevali kot nove
diagnosti¢ne oznacevalce razlicnih oblik
raka.*” Pred kratkim pa so objavili prvi dve
$tudiji, v katerih so miRNA proucevali tudi
pri bolnicah z endometriozo.**** Suryawans
s sodelavci*® je proutil koncentracije 1 113
miRNA molekul v fazi odkrivanja pri sed-
mih bolnicah z endometriozo in $estih zdra-
vih osebah in nasel 23 miRNA v statisticno
znacilno spremenjenih koncentracijah. V
validacijski fazi so nasli tri miRNA (miR-16,
miR-191, miR-195), ki so lo¢evale bolnice z
endometriozo od zdravih oseb, z obcutljivo-
stjo 88 % in specifi¢nostjo 60 %.** Rezultati
skupine Wang s sodelavci*® so $e bolj obe-
tajoci. V fazi odkrivanja in validacije, ki sta
vkljucevali 10 bolnic z endometriozo/ 10
oseb kontrolne skupine in 60 bolnic z en-
dometriozo/ 25 oseb kontrolne skupine, so
preverjali koncentracije 765 miRNA. § sta-
tisticno analizo so identificirali $tiri miRNA
(miR-199a, miR-122, miR-145, miR-542-3p),
ki diagnosticirajo bolnice z endometriozo
z obcutljivostjo 93 % in specificnostjo 96 %
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(Tabela 1). Opisani $tudiji tako potrjujeta
velik potencial miRNA molekul kot diagno-
sticnih oznacevalcev endometrioze.

V nasprotju s pristopi proteomike si pri-
stopi transkriptomike $ele utirajo pot na
podroc¢ju odkrivanja oznacevalcev za nein-
vazivno diagnostiko endometrioze. Kljub
temu pa je jasno, da bi merjenje koncen-
tracije izbranih miRNA molekul v periferni
krvi z metodo kvantitativne verizne reakcije
s polimerazo, ki se Ze uporablja v klini¢ni
praksi, precej enostavno prenesli v fazo kli-
ni¢ne validacije in po uspesnem zakljucku te
faze v kasnejso rutinsko diagnostiko.

Iskanje oznacevalcev
endometrioze s pristopi
metabolomike

Metabolomika proucuje metabolom (na-
bor metabolitov v posamezni celici, tkivu ali
organizmu) v razli¢nih stanjih, najpogosteje
s pomocjo masne spektrometrije, pa tudi z
jedrsko magnetno resonanco (‘H-NMR).
Pristop metabolomike se Ze uporablja na
podro¢ju iskanja novih diagnosti¢nih ali
prognosticnih oznacevalcev. Prvi primer
tovrstne rutinske klini¢ne analize je MS/
MS analiza za ugotavljanje genetskih meta-
boli¢nih bolezni pri novorojenckih.’>*" V
zadnjih letih so proucevali metabolite tudi
kot oznacevalce raka, sladkorne bolezni in
sr¢no-zilnih bolezni.®? Metaboli¢ne ozna-
Cevalce endometrioze so najprej iskali med
posameznimi metaboliti.’>** Nasa skupi-
na je v sodelovanju z Ginekolosko kliniko
UKC Ljubljana na podro¢ju oznacevalcev
endometrioze prva uporabila pristop me-
tabolomike. V vzorcih plazme 40 bolnic z
ovarijsko endometriozo in 52 zdravih zensk
smo z metodo ESI-MS/MS dolo¢ili koncen-
tracije 148 lipidov, 92 glicerofosfolipidov, 15
sfingolipidov in 41 acilkarnitinov.”> Ugoto-
vili smo, da se osem metabolitov nahaja v
statisticno znacilno visjih koncentracijah v
plazmi bolnic, pa tudi 81 razmerij med me-
taboliti se je statisticno znacilno razlikova-
lo med bolnicami in zdravimi osebami. Z
logisticno regresijo smo doloc¢ili model, ki
vklju¢uje koncentracijo hidroksisfingomie-
lina (SMOH Ci16:1), razmerje v koncentraciji

dveh glicerofosfolipidov (PCaa C36:2/ PCae
C34:2), starost bolnic in I'TM. Ta model di-
agnosticira 9o % bolnic (obcutljivost 9o %),
med bolnice pa uvrsti tudi 16 % zdravih oseb
(specifi¢nost 84 %)>° (Tabela 1).

Pred kratkim je pri iskanju oznacevalcev
endometrioze pristop metabolomike upo-
rabila tudi skupina Dutta in sodelavci.’® Z
uporabo 'H-NMR so nasli 13 metabolitov,
predvsem amino kisline pa tudi nekatere
druge metabolite, ki so se v serumu bolnic
z endometriozo v primerjavi z osebami kon-
trolne skupine nahajali v statisti¢no razlic-
nih koncentracijah.>® Predlagali so model,
ki je razkril obcutljivost 82 % in specificnost
91%.%° Ceprav bo obe omenjeni $tudiji me-
taboloma v prihodnje potrebno preveriti
na ve¢jem Stevilu bolnic in oseb kontrolne
skupine, pa tudi pri drugih oblikah endo-
metrioze in drugih populacijah, ti obetajoci
rezultati kazejo, da oznacevalce endometri-
oze lahko najdemo tudi s pristopi metabo-
lomike.

Zakljueki

Pri vsaki $tudiji diagnosti¢nih oznaceval-
cev je izjemno pomembno ustrezno zbiranje
vzorcev ter obdelava in hranjenje vzorcev
in seveda ustrezna analiza vzorcev in meri-
tev.”” Vsi ti koraki morajo potekati v skladu
z vnaprej dolocenimi standardnimi pogoji.
Bistveno je, da je celoten postopek odvzema,
obdelave in hranjenja vzorcev preiskovane
in kontrolne skupine povsem enak. Studi-
je diagnosti¢nih oznacevalcev praviloma
vklju¢ujejo velike preiskovane in kontrolne
skupine,®® v katerih osebe preiskovane in
kontrolne skupine izberemo iz iste tarc¢ne
populacije bolnic z enakimi simptomi.*’
Pomembno je, da sta obe skupini ustrezno
poenoteni glede starosti, ITM, menstrua-
cijske faze, uporabe hormonskega oziroma
drugega zdravljenja. Zacetni fazi odkrivanja
nujno sledi validacijska faza, v kateri kon-
centracije izbranih oznacevalcev preverimo
v isti populaciji.®® Uspes$ni validacijski fazi
izbranih oznacevalcev pa kon¢no sledi se
klini¢no preverjanje.

Diagnosti¢ni oznacevalci morajo imeti
dobro obcutljivost in specificnost pa tudi
ustrezno pozitivno in negativno napovedno
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vrednost. Pomembno je, da ima presejalni
diagnosti¢ni test visoko obcutljivost, da je
cenovno sprejemljiv in se sorazmerno eno-
stavno vpelje v rutinsko klini¢no uporabo.*®
Griffith in Grimes sta leta 1990 predlagala
enostavno merilo za ocenjevanje diagnostic-
nih oznacevalcev; pri dobrih diagnosti¢nih
testih naj bi bila vsota obcutljivosti in spe-
cificnosti > 1,5; pri zelo dobrih diagnosti¢nih
testih pa naj bi bila vsota >1,8.°° V zadnjih
treh letih so porocali o §tirih naborih ozna-
¢evalcev z zelo dobrimi diagnosti¢nimi zna-
Cilnostmi*>***>** in devetih posameznih
oznacevalcih ali naborih, pri katerih je vsota
obcutljivosti in specifi¢nosti > 1,7 (Tabela 1).
Zelo dobre diagnosti¢ne znacilnosti so do-
slej opisali predvsem za primere diagnostici-
ranja zmernih in hudih oblik endometrioze
(ITII-IV), medtem ko so doslej le avtoprotite-
lesa proti TMOD3,’* nabor petih proteinov
izbranih izmed 28 proteinov*® in pet pepti-
dov identificiranih s pristopi proteomike*!
pokazali ustrezen diagnosti¢ni potencial
tudi za minimalno in blago obliko endome-
trioze (I-1I).

V zadnjih letih so tako pristopi prote-
omike, transkriptomike in metabolomi-
ke bistveno prispevali k odkrivanju novih

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

oznacevalcev za neinvazivno diagnostiko
endometrioze. V prihodnje bodo te tehno-
logije omogocile identificirati nove ozna-
Cevalce z ustrezno obcutljivostjo in spe-
cificnostjo za diagnosticiranje razli¢nih
oblik endometrioze. Analize koncentracij
razlicnih molekul (proteinov, metabolitov,
mRNA, miRNA) v krvi ali urinu v kombina-
ciji s klinicnimi podatki (ITM, starost,...) z
multivariatnimi statisticnimi pristopi bodo
omogocile razvoj modelov in algoritmov, ki
bodo diagnosticirali predvsem minimalno/
blago obliko endometrioze ter razlikovali
med razli¢nimi vrstami endometrioze: ova-
rijsko, peritonealno in globoko infiltrativno
endometriozo. Tovrstne nabore oznaceval-
cev in ustrezne algoritme bodo v naslednjih
letih preverjali v klini¢nih $tudijah. Uspesni
klini¢ni validaciji pa sledi $e precej dolgo-
trajen proces prenosa diagnosticnega testa v
rutinsko klini¢no uporabo.
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