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Úvod 

 
Termín �genom� označuje ve�kerou výbavu nukleo-

vých kyselin, které zaji�ťují buněčnou dědičnost a kódují 
strukturu i funkční projev buňky. Analogicky �proteom� 
zahrnuje v�echny bílkoviny (proteiny), které tvoří převa�u-
jící součást buněčných struktur a vykonávají prakticky 
v�echny buněčné funkce: převádějí a zpracovávají biolo-
gickou informaci, uskutečňují výměnu látek a energie 
(metabolismus).  

Slovo �proteom� (proteome; protein complement of 
the genome) pou�il poprvé australský doktorand Mark 
Wilkins v r. 1994 na konferenci v Sieně. Vznikl nový obor 
zvaný proteomika, jeho� náplní je globální identifikace 
proteinů v určité zdravé nebo nemocné buňce či tkáni 
a studium jejich funkce či interakce1. Velmi brzy se ukáza-
lo, �e proteomika bude v porovnání s genomikou, studiem 
na úrovni nukleových kyselin, daleko slo�itěj�í. Příčinou je 
proměnlivost určitého proteomu během buněčného růstu 
a diferenciace, ale i vliv funkčních produktů jiných buněč-

ných typů či vnitřního prostředí organismu, které se mění 
v závislosti na stárnutí, při adaptaci na změny vněj�ího 
prostředí a v průběhu nemoci. Proteiny jsou stále pozmě-
ňovány. Navazují se na ně fosforečné, cukerné nebo lipi-
dové skupiny, spojují se s jinými proteiny do vět�ích mole-
kulárních celků. Děje se tak v průběhu jejich syntézy i po 
dobu jejich setrvání v organismu. Mno�ství jednotlivých 
proteinů v jediné eukaryotické buňce se odhaduje  
v rozmezí od 1 do 106 molekul a  dosahuje a� 1010 v séru2. 
Není tedy divu, �e základní skladba lidského genomu byla 
rozlu�těna během jediného roku na robotických zařízeních 
a DNA sekvenátorech americké firmy Celera Genomics 
Craiga Ventera, zatímco pro sestavení proteomu jsou ne-
zbytné citlivé metody dělení proteinů, jejich automatické 
zpracování a náročné určování proteinů hmotnostní spekt-
rometrií.  

Proteomika je klíčem k systematickému studiu biolo-
gických dějů. Vývoj směřuje ke stále citlivěj�ím metodám. 
Cílem je identifikovat a charakterizovat proteiny v nejni�-
�ích mo�ných koncentracích. 
 
 
2. Rozvoj proteomiky  

 
2 . 1 . C e s t a  o d  g e n o m u  k  p r o t e o m u  

Technologický rozvoj analytické proteinové chemie 
kolem roku 1990 byl původně zaměřen na zvy�ování citli-
vosti metod pou�ívaných k identifikaci proteinů dělených 
na gelech. Nejčastěji bylo pou�íváno určování sledu ami-
nokyselin od N-konce neporu�ených proteinů nebo enzy-
mově �těpených proteinových fragmentů (Edmanovo sek-
venování), ale tento způsob byl pomalý a málo citlivý3. 
V těchto letech byly u� rozlu�těny genomy několika mik-
roorganismů a to vytvořilo předpoklady k identifikaci pro-
teinů pomocí genových databází. Efektivnost tohoto pří-
stupu byla v�ak omezena schopností určit částečnou sek-
venční informaci z daného proteinu a srovnat ji s daty ulo-
�enými v genových databázích.  

 
2 . 2 . D ě l e n í  p r o t e i n ů   

K dělení proteinů se stále pou�ívá dvojrozměrná gelo-
vá elektroforéza (2DE). Poprvé byla popsána v roce 1975 
nezávisle třemi různými autory4−6. Předností této metody 
je rozdělení jednotlivých proteinů ze směsi získané z bu-
něk, tkání či tělních tekutin na gelech podle dvou nezávis-
lých biochemických charakteristik. Nejprve jsou proteiny 
v prvním směru rozděleny podle svých nábojů (do isoelek-
trických bodů, pI) a poté v kolmém směru podle svých 
molekulových hmotností. Výsledkem je tzv. proteinová 
mapa, v ní� ka�dý protein zaujímá charakteristikou pozici. 
Proteiny v gelu jsou vizualizovány barvením různými způ-
soby, přičem� nejvy��í citlivosti dosahuje stříbření7. Tech-
nika 2DE jako první umo�nila a  podpořila současnou 
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kvantitativní  analýzu velkého počtu proteinů. 
Metoda 2DE přispěla ji� v 80. letech k sestavování 

proteinových databází. V této době byly také navr�eny 
statistické metody (shlukovací algoritmy či metoda hlav-
ních komponent) hodnocení proteinových map. Identifika-
ci proteinů z gelů v�ak umo�nilo a� pou�ití nových analy-
tických přístrojů, které byly vyvinuty na počátku 90. let. 

 
2 . 3 . I d e n t i f i k a c e  p r o t e i n ů  h m o t n o s t n í  

s p e k t r o m e t r i í  
V hmotnostní spektrometrii (MS) je měřena hmotnost 

molekuly (přesněji poměr hmotnosti k náboji), která musí 
být nejprve ionizována a přenesena do vysokého vakua 
přístroje. Zatímco analýza malých molekul byla úspě�ná, 
látky s vy��í molekulovou hmotností se rozkládaly. Vývoj 
dvou metod, ionizace elektrosprejem8 (ESI) a laserová 
desorpce za přítomnosti matrice9 (MALDI, matrix-assisted 
laser desorption/ionization) ke konci 80. letech druhého 
tisíciletí vyře�il tento problém a otevřel cestu k výrobě 
nových typů přístrojů. Iontové zdroje MALDI jsou nejčas-
těji spojeny s analyzátorem hmotnosti TOF (time of 
flight), zatímco ESI je obvykle spojen s iontovou pastí (IT) 
nebo kvadrupolovým (Q) radiofrekvenčním typem analy-
zátoru. Vedle MALDI-TOF jsou také dostupné hmotnostní 
spektrometry vyu�ívající ESI iontové zdroje a hybridní Q-
TOF analyzátory10.  

Četné experimenty potvrdily, �e stanovení hmotnosti 
proteinů, pokud nedosahuje extrémní přesnosti, nestačí 
k jejich určení. To umo�ní teprve hmotnosti peptidů, které 
vzniknou �těpením proteinu na specifických místech. Iden-
tifikace pak spočívá v srovnání spektra experimentálních 
peptidů s teoretickými spektry vypočítanými ze sekvenčních 
databází. V roce 1993 bylo publikováno pět nezávislých 
sdělení o vyhledávacích databázových algoritmech11−15. Tak 
vznikly metody  známé  jako peptidové hmotnostní mapo-
vání či otiskování (peptide mass mapping/fingerprinting). 

 
 

3. Současná tvář proteomiky 
 

3 . 1 . E l e k t r o m i g r a č n í  t e c h n i k a :   2 D E  a  M S  
Dvojrozměrná polyakrylamidová elektroforéza zůstá-

vá základem proteomiky16. Pou�ití imobilizovaných pH 
gradientů do velké míry vyře�ilo problém reprodukovatel-
nosti prvého rozměru a usnadnilo dělení bazických protei-
nů. Zdokonaluje se účinnost solubilizace membránových 
proteinů, i kdy� přetrvávají problémy s hydrofobními pro-
teiny nebo proteiny o extrémní velikosti či pI. Objevují se 
i dal�í postupy jako techniky diferenčního fluorescenčního 
značení proteinů (DIGE) či fluorescenční detekce separo-
vaných proteinů, která výrazně roz�iřuje oblast linearity 
při kvantifikaci proteinů. Počítačové vyhodnocování vel-
kého počtu proteinových map, nezbytné pro úplné objas-
nění různých biologických procesů, se vylep�uje a automa-
tizuje díky novému programovému vybavení, přesto stále 
vy�aduje určité manuální zásahy. Hmotnostní spektromet-
rie MALDI-TOF se stala metodou první volby při identifi-
kaci proteinů dělených 2DE. 

3 . 2 . C h r o m a t o g r a f i c k é  t e c h n i k y :  L C - M S  

Omezení související s pou�itím klasické elektromi-
grační techniky vedla k rychlému rozvoji pokročilej�í ge-
nerace proteomických technik, zejména kombinace kapali-
nové chromatografie (LC) a tandemové hmotnostní spekt-
rometrie (MS/MS), a značení stabilním izotopem10. Tyto 
techniky jsou zalo�eny na podmínce, �e měření peptidů 
vzniklých proteolytickým �těpením komplexní směsi pro-
teinů mů�e být pou�ito jak pro identifikaci proteinů, tak 
pro jejich relativní kvantifikaci. Při pou�ití LC-MS postu-
pu jsou peptidy děleny kapalinovou chromatografií s re-
verzní fází (RP-HPLC) a poté  jsou nastříknuty na hmot-
nostní spektrometr ESI. Softwarové vybavení přístroje 
mů�e vybrat jednotlivé prekurzorové ionty pro tandemo-
vou MS/MS analýzu. Ty jsou pak fragmentovány za vzni-
ku dceřinných iontů, které jsou dále změřeny a zobrazeny 
ve výsledném spektru MS/MS a udávají aminokyselinovou 
sekvenci prekurzoru. Vzhledem k vysoké kapacitě kolon 
RP-HPLC a vysoké analytické schopnosti ESI-MS je mo�-
né analyzovat velmi komplexní směsi peptidů, co� bylo 
poprvé demonstrováno na příkladu peptidů prezentova-
ných hlavním histokompatibilním komplexem imunitního 
systému17. Je zřejmé, �e analyzátor hmotnostního spektro-
metru je jeho rozhodující součástí a schopnost generovat 
hmotnostní spektra udávající informace o iontech odvoze-
ných ze studovaných peptidů/proteinů je klíčovým prvkem 
v kontextu  současné proteomiky. Vedle ji� zmíněných 
analyzátorů typu IT, TOF a Q, je nutné zmínit i analyzátor 
typu FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron resonance)
18, který vychytává ionty podobně jako iontová past, av�ak 
za podmínek vysokého vakua v silném magnetickém poli. 
Jeho předností je vysoká přesnost měření hmotnosti a roz-
li�ení. V posledních letech se úspě�ně prosazují nové kon-
figurace iontových zdrojů a hmotnostních analyzátorů, 
např. MALDI-TOF/TOF, kde je mezi dva analyzátory 
TOF vlo�ena kolizní cela. MALDI-generované prekurzo-
rové ionty jsou v prvním analyzátoru TOF analyzovány 
podle poměru jejich hmotnosti a náboje (m/z) a vybrané 
ionty pak procházejí kolizní celou, kde jsou dále fragmen-
továny a hmotnosti iontových fragmentů jsou měřeny ve 
druhém analyzátoru TOF (cit.19). Obdobně mů�e být vlo-
�ena kolizní cela i mezi quadrupolový iontový filtr a ana-
lyzátor TOF (Q-TOF). Tyto hybridní přístroje poskytují 
informačně bohatá hmotnostní spektra a v současné prote-
omice zaujímají dominantní místo při identifikaci i  de 
novo sekvenaci proteinů. 

 
3 . 3 . I d e n t i f i k a c e  a  k v a n t i f i k a c e  p r o t e i n ů  

Ve snaze přidat LS-MS přístupům kvantitativní 
aspekt studia proteomů byly navr�eny různé postupy, které 
vyu�ívají skutečnosti, �e páry chemicky identických analy-
tů s různým izotopickým slo�ením mohou být rozli�eny 
v hmotnostním spektrometru díky rozdílu v jejich hmot-
nosti a �e poměr signálních intenzit těchto párových analy-
tů udává jejich relativní mno�ství. Stabilní izotopové znač-
ky mohou být do peptidů zavedeny metabolicky pomocí 
značených aminokyselin, enzymově prostřednictvím pře-
nosu 18O z vody do peptidů20, nebo chemickou reakcí vyu-
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�ívající např. ICAT (isotope-coded affinity tags)21. V sou-
časné době jsou popsány chemické postupy pro specifické 
izotopové značení skupin SH, aminoskupin, N-vázaných 
glykosacharidů aj. Značení určitých skupin či struktur je 
závislé na navr�ení vhodných chemických reakcí. V po-
sledním období bylo popsáno tzv. značení SILAC (stable 
isotope labeling with amino acid in cell culture)22, kdy je 
do proteinů jednoho z porovnávaných vzorků inkorporo-
ván 13C-arginin. Nezanedbatelnou výhodou je, �e takto 
mů�e být označeno převá�né mno�ství peptidů ani� by 
bylo nezbytné pou�ít chemické reakce. 

 
 

4. Aplikace proteomiky 
 

4 . 1 . P r o t e i n o v é  p r o f i l o v á n í  
Proteiny buněk, tkání či tělních tekutin mohou být  

v současné době  charakterizovány pomocí vý�e popsa-
ných metod. Jedno mo�né měřítko technického pokroku je 
počet identifikovaných proteinů. Pro komplexní vzorek 
tato čísla v současné době dosahují tisíce. Je jistě lákavé 
systematicky analyzovat proteiny  exprimované v buňkách 
a tkáních, získat úplné proteinové mapy a uspořádat pří-
slu�né proteinové databáze. Nicméně,  �ádnou kompletní 
mapu jediného proteomu se dosud  nepodařilo získat 
a tento fakt dokumentuje potřebu dal�ího technologického 
vývoje v proteomice. Na rozdíl od jednoduchého vyzdvi-
hování analytického charakteru pou�itých metod je v�ak 
logické zdůraznit u proteomických studií  potřebu ře�it 
určitou biologickou otázku. Mnohé studie jsou proto za-
měřeny na sledování změn proteinových profilů v zá-
vislosti  na funkčním stavu buňky či tkáně.  Získaná data 
jsou v�ak spí�e semikvantitativní zalo�ená na relativní 
kvantifikaci a představují seznam kandidátních proteinů 
typických pro sledovaný biologický jev. Aby byl pohled 
uceleněj�í, je nutné kombinovat i mnohé proteomické 
techniky, které často poskytují komplementární výsledky. 

 
4 . 2 . P o s t t r a n s l a č n í  m o d i f i k a c e  

Mnohé proteiny jsou posttranslačně modifikovány 
a počet mo�ných modifikací aminokyselin dosahuje 200. 
Tyto posttranslační modifikace (PTM) jsou vět�inou rever-
zibilní a mají významnou regulační úlohu23. Vzhledem 
k tomu, �e prakticky v�echny PTM jsou spojeny se změ-
nou molekulové hmotnosti proteinu, jsou metody hmot-
nostní spektrometrie ideálním prostředkem  k určení  typu  
modifikace, ale i aminokyseliny, na které se modifikace 
nachází. Proteomová analýza PTM je v�ak mnohem obtí�-
něj�í ne� jednoduchá  identifikace proteinu, a to z důvodů 
nízké stechiometrie PTM, lability a reverzibility vazby,  
a potřeby izolovat modifikovaný peptid obsahující PTM 
(cit.24) .  

 
4 . 3 . P r o t e i n o v é  i n t e r a k c e  

Interakce protein-protein jsou důle�ité nejen 
z hlediska regulace funkce proteinů, ale i jejich vnitrobu-
něčné lokalizace. Mnohé biologicky relevantní interakce 
probíhají s nízkou afinitou, jsou přechodné a závislé na  

specifickém buněčném mikroprostředí. Proteomický pří-
stup ke studiu proteinových komplexů vy�aduje jejich 
specifické obohacení či purifikaci s následnou  analýzou 
navázaných proteinů. Získání dostatečného mno�ství pro-
teinového komplexu s po�adovanou čistotou v�ak předsta-
vuje nesnadný úkol. Specifické strategie musí být formulo-
vány pro ka�dý sledovaný proteinový komplex  a jemné 
separační techniky musí být zvoleny tak, aby nedocházelo 
k naru�ení proteinových interakcí. Mezi nejčastěji pou�í-
vané izolační postupy patří afinitní purifikace interagují-
cích proteinů a identifikační část experimentů kombinuje 
elektromigrační i chromatografické separace s hmotnostní 
spektrometrií25. Proteinové interakce mohou být určovány 
také pomocí proteinových čipů (arrays)24. Na  malých 
destičkách jsou navázané specifické proteinové sondy a po 
kultivaci s buněčným lyzátem je interagující cílový protein 
prokázán pomocí fluorescence či jinou optickou metodou, 
popřípadě hmotnostní spektrometrickou technikou SELDI 
(surface enhanced laser desorption ionization). 

 
 

5. Kam směřuje proteomika  
 
Proteomika je dynamickým oborem, který se zabývá 

systematickým studiem proteomů neboli souborů buněč-
ných a tkáňových bílkovin s cílem poskytnout  podrobné 
poznatky  o funkci, struktuře a kontrole biologických sys-
témů. Vět�ina velkých farmaceutických firem otevřela 
vlastní proteomová centra a mnoho biotechnologických 
společností má proteomiku jako hlavní program. Veřejný 
výzkum lidského proteomu je řízen mezinárodní organizací 
HUPO (Human proteome organization − www.hupo.org) 
a nedávno zalo�ená EuPA (European proteomics associati-
on) se zaměřuje i na výzkum proteomů mnoha dal�ích 
�ivoči�ných druhů a podporuje aktivity národních proteo-
mických společností v Evropě. Také Proteomická sekce 
České společnosti pro biochemii a molekulární biologii  je 
členem  EuPA a aktivně vstupuje do evropského ale i celo-
světového protemického výzkumu.  

Přesto�e má proteomika multidisciplinární charakter, 
nejvýznamněj�í přínosy se očekávají v oblasti biomedicí-
ny. Poznání proteinů, které se vyskytují v lidském organis-
mu v nepředstavitelně mizivých mno�stvích miliontin 
mikrogramů nebo po nesmírně krátkou dobu, umo�ní po-
znat slo�ité regulace a hierarchické úrovně lidského orga-
nismu a polo�í solidní i kdy� slo�ité základy pro klinickou 
medicínu zítřka. 
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Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Liběchov, Czech Republic): Proteomics in Postgenome 
Era 

 
Proteomics studies protein properties to provide an 

integrated view of cellular processes. Proteome, which is 
the protein complement of a genome, provides a platform 
for proteomics. Proteomics, a burgeoning field at present, 
is aimed at profiling and characterizing gene expression at 
the protein level, their post-translational modifications and 
interactions. The review is devoted to the most important 
events in the short history of proteomics and to recent 
trends and developments in the field.  


