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Uvod

Termin ,,genom* oznacuje veskerou vybavu nukleo-
vych kyselin, které zajistuji bunéénou dédi¢nost a koduji
strukturu 1 funk¢ni projev butiky. Analogicky ,,proteom™
zahrnuje vSechny bilkoviny (proteiny), které tvori pfevazu-
jici soucast bunécnych struktur a vykonavaji prakticky
vSechny bunééné funkce: prevadéji a zpracovavaji biolo-
gickou informaci, uskuteciiuji vyménu latek a energie
(metabolismus).

Slovo ,,proteom* (proteome; protein complement of
the genome) pouzil poprvé australsky doktorand Mark
Wilkins v r. 1994 na konferenci v Siené. Vznikl novy obor
zvany proteomika, jehoz ndplni je globalni identifikace
proteinit v urcité zdravé nebo nemocné buice ¢i tkani
a studium jejich funkce ¢&i interakce'. Velmi brzy se ukaza-
lo, Ze proteomika bude v porovnani s genomikou, studiem
proménlivost uréitého proteomu béhem bunécného rustu
a diferenciace, ale i vliv funk¢énich produktt jinych bunéc-

886

Referaty

nych typu ¢i vnitfniho prostfedi organismu, které se méni
v zavislosti na starnuti, pfi adaptaci na zmény vngjsiho
prostiedi a v pribéhu nemoci. Proteiny jsou stale pozmé-
novany. Navazuji se na né fosforecné, cukerné nebo lipi-
dové skupiny, spojuji se s jinymi proteiny do vétSich mole-
kularnich celkii. Dé&je se tak v prubehu jejich syntézy i po
dobu jejich setrvani v organismu. Mnozstvi jednotlivych
proteini v jediné eukaryotické bunce se odhaduje
v rozmezi od 1 do 10° molekul a dosahuje az 10" v séru’.
Neni tedy divu, ze zakladni skladba lidského genomu byla
rozlusténa béhem jediného roku na robotickych zafizenich
a DNA sekvenatorech americké firmy Celera Genomics
Craiga Ventera, zatimco pro sestaveni proteomu jsou ne-
zbytné citlivé metody déleni proteind, jejich automatické
zpracovani a naro¢né urcovani proteinii hmotnostni spekt-
rometrii.

Proteomika je kli¢em k systematickému studiu biolo-
gickych déji. Vyvoj sméfuje ke stale citlivéjsim metodam.
Cilem je identifikovat a charakterizovat proteiny v nejniz-
Sich moznych koncentracich.

2. Rozvoj proteomiky

2.1.Cesta od genomu k proteomu

Technologicky rozvoj analytické proteinové chemie
kolem roku 1990 byl plivodné zaméfen na zvySovani citli-
vosti metod pouzivanych k identifikaci proteinti délenych
na gelech. Nejcastéji bylo pouzivano urCovani sledu ami-
nokyselin od N-konce neporuSenych proteini nebo enzy-
movée Stépenych proteinovych fragmenti (Edmanovo sek-
venovani), ale tento zpiisob byl pomaly a malo citlivy’.
V téchto letech byly uz rozlustény genomy nékolika mik-
roorganismi a to vytvotilo pfedpoklady k identifikaci pro-
teind pomoci genovych databazi. Efektivnost tohoto pfi-
stupu byla vSak omezena schopnosti urcit ¢astecnou sek-
venéni informaci z daného proteinu a srovnat ji s daty ulo-
zenymi v genovych databazich.

2.2.D¢leni proteint

K déleni proteinti se stale pouziva dvojrozmérna gelo-
va elektroforéza (2DE). Poprvé byla popsana v roce 1975
nezavisle tiemi riiznymi autory”®. Pfednosti této metody
je rozdéleni jednotlivych proteinti ze smési ziskané z bu-
nék, tkani ¢i t€lnich tekutin na gelech podle dvou nezévis-
Iych biochemickych charakteristik. Nejprve jsou proteiny
v prvnim sméru rozdéleny podle svych nabojii (do isoelek-
trickych bodd, pl) a poté v kolmém sméru podle svych
molekulovych hmotnosti. Vysledkem je tzv. proteinova
mapa, v niz kazdy protein zaujima charakteristikou pozici.
Proteiny v gelu jsou vizualizovany barvenim riznymi zpu-
soby, pii¢emz nejvyssi citlivosti dosahuje stiibieni’. Tech-
nika 2DE jako prvni umoZnila a podpofila soucasnou
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kvantitativni analyzu velkého poctu proteind.

Metoda 2DE prispéla jiz v 80. letech k sestavovani
proteinovych databazi. V této dobé byly také navrZeny
statistické metody (shlukovaci algoritmy ¢i metoda hlav-
nich komponent) hodnoceni proteinovych map. Identifika-
ci proteintl z gelli v§ak umoznilo az pouZiti novych analy-
tickych pfistroju, které byly vyvinuty na pocatku 90. let.

2.3.1dentifikace proteinit hmotnostni
spektrometrii

V hmotnostni spektrometrii (MS) je méfena hmotnost
molekuly (pfesnéji pomér hmotnosti k néboji), kterd musi
byt nejprve ionizovana a prenesena do vysokého vakua
pfistroje. Zatimco analyza malych molekul byla Gspésna,
latky s vyssi molekulovou hmotnosti se rozkladaly. Vyvoj
dvou metod, ionizace elektrosprejem® (ESI) a laserova
desorpce za piitomnosti matrice” (MALDI, matrix-assisted
laser desorption/ionization) ke konci 80. letech druhého
tisicileti vyfesil tento problém a oteviel cestu k vyrobé
novych typt pfistroji. Iontové zdroje MALDI jsou nejcas-
téji spojeny s analyzatorem hmotnosti TOF (time of
flight), zatimco ESI je obvykle spojen s iontovou pasti (IT)
nebo kvadrupolovym (Q) radiofrekvencnim typem analy-
zatoru. Vedle MALDI-TOF jsou také dostupné hmotnostni
spektrometry vyuZivajici ESI iontové zdroje a hybridni Q-
TOF analyzatory'’.

Cetné experimenty potvrdily, Ze stanoveni hmotnosti
proteinti, pokud nedosahuje extrémni ptesnosti, nestaci
k jejich ur€eni. To umozni teprve hmotnosti peptidil, které
vzniknou $tépenim proteinu na specifickych mistech. Iden-
tifikace pak spocivd v srovnani spektra experimentalnich
peptidi s teoretickymi spektry vypocitanymi ze sekvencnich
databdzi. V roce 1993 bylo publikovdno pét nezavislych
sdéleni o vyhledavacich databazovych algoritmech' ™. Tak
vznikly metody zndmé jako peptidové hmotnostni mapo-
vani ¢i otiskovani (peptide mass mapping/fingerprinting).

3. Soucasna tvar proteomiky

3.1.Elektromigracni technika: 2DE a MS

Dvojrozmérna polyakrylamidova elektroforéza zlsta-
va zakladem proteomiky'®. Pouziti imobilizovanych pH
gradientll do velké miry vyfeSilo problém reprodukovatel-
nosti prvého rozméru a usnadnilo déleni bazickych protei-
nil. Zdokonaluje se uc¢innost solubilizace membranovych
proteint, i kdyz ptetrvavaji problémy s hydrofobnimi pro-
teiny nebo proteiny o extrémni velikosti ¢i pl. Objevuji se
i dalsi postupy jako techniky diferen¢niho fluorescenéniho
znaceni proteinti (DIGE) ¢i fluorescenéni detekce separo-
vanych proteint, kterd vyrazné rozSifuje oblast linearity
pfi kvantifikaci proteinl. Po¢itatové vyhodnocovéani vel-
kého poctu proteinovych map, nezbytné pro tplné objas-
néni riznych biologickych procesi, se vylepsuje a automa-
tizuje diky novému programovému vybaveni, pfesto stale
vyZaduje ur¢ité manudlni zdsahy. Hmotnostni spektromet-
rie MALDI-TOF se stala metodou prvni volby pfi identifi-
kaci proteinti délenych 2DE.
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3.2.Chromatografické techniky: LC-MS

Omezeni souvisejici s pouzitim klasické elektromi-
gracni techniky vedla k rychlému rozvoji pokrocilejsi ge-
nerace proteomickych technik, zejména kombinace kapali-
nové chromatografie (LC) a tandemové hmotnostni spekt-
rometrie (MS/MS), a znaceni stabilnim izotopem'o. Tyto
techniky jsou zalozeny na podmince, ze méfeni peptidd
vzniklych proteolytickym Stépenim komplexni smési pro-
teini maze byt pouzito jak pro identifikaci proteint, tak
pro jejich relativni kvantifikaci. Pfi pouziti LC-MS postu-
pu jsou peptidy dé€leny kapalinovou chromatografii s re-
verzni fazi (RP-HPLC) a poté jsou nastiiknuty na hmot-
nostni spektrometr ESI. Softwarové vybaveni pfistroje
mize vybrat jednotlivé prekurzorové ionty pro tandemo-
vou MS/MS analyzu. Ty jsou pak fragmentovany za vzni-
ku dcefinnych iontl, které jsou ddle zméteny a zobrazeny
ve vysledném spektru MS/MS a udavaji aminokyselinovou
sekvenci prekurzoru. Vzhledem k vysoké kapacité kolon
RP-HPLC a vysoké analytické schopnosti ESI-MS je moz-
né analyzovat velmi komplexni smési peptidi, coz bylo
poprvé demonstrovano na ptikladu peptidi prezentova-
nych hlavnim histokompatibilnim komplexem imunitniho
systému'’. Je ziejmé, Ze analyzitor hmotnostniho spektro-
metru je jeho rozhodujici soucasti a schopnost generovat
hmotnostni spektra udévajici informace o iontech odvoze-
nych ze studovanych peptidi/proteind je klicovym prvkem
v kontextu souCasné proteomiky. Vedle jiz zminénych
analyzatoru typu IT, TOF a Q, je nutné zminit i analyzator
typu FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron resonance)
'8 ktery vychytavé ionty podobné& jako iontova past, aviak
za podminek vysokého vakua v silném magnetickém poli.
Jeho ptednosti je vysoka piesnost méfeni hmotnosti a roz-
liSeni. V poslednich letech se tspésné prosazuji nové kon-
figurace iontovych zdroji a hmotnostnich analyzatort,
napf. MALDI-TOF/TOF, kde je mezi dva analyzitory
TOF vlozena kolizni cela. MALDI-generované prekurzo-
rové ionty jsou v prvnim analyzatoru TOF analyzovéany
podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a vybrané
ionty pak prochdzeji kolizni celou, kde jsou dale fragmen-
tovany a hmotnosti iontovych fragmentl jsou méfeny ve
druhém analyzatoru TOF (cit."”). Obdobné mize byt vlo-
zena kolizni cela i mezi quadrupolovy iontovy filtr a ana-
lyzator TOF (Q-TOF). Tyto hybridni pfistroje poskytuji
informa¢né bohata hmotnostni spektra a v soucasné prote-
omice zaujimaji dominantni misto pfi identifikaci i de
novo sekvenaci proteind.

3.3.Identifikace a kvantifikace proteint
Ve snaze pfidat LS-MS pfistupim kvantitativni
aspekt studia proteomu byly navrzeny rizné postupy, které
vyuzivaji skutecnosti, Ze pary chemicky identickych analy-
ti s riznym izotopickym slozenim mohou byt rozliSeny
v hmotnostnim spektrometru diky rozdilu v jejich hmot-
nosti a Ze pomér signalnich intenzit t&chto parovych analy-
th udava jejich relativni mnozstvi. Stabilni izotopové znac-
ky mohou byt do peptidii zavedeny metabolicky pomoci
znacenych aminokyselin, enzymové¢ prostiednictvim pie-
nosu '*0 z vody do peptidi®®, nebo chemickou reakei vyu-
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Zivajici napt. ICAT (isotope-coded affinity tags)*'. V sou-
Casné dobé jsou popsany chemické postupy pro specifické
izotopové znaceni skupin SH, aminoskupin, N-vazanych
glykosacharidii aj. Znaceni urcitych skupin €i struktur je
zavislé na navrzeni vhodnych chemickych reakci. V po-
slednim obdobi bylo popsano tzv. znaceni SILAC (stable
isotope labeling with amino acid in cell culture)®, kdy je
do proteinti jednoho z porovnavanych vzorkl inkorporo-
véan "C-arginin. Nezanedbatelnou vyhodou je, Ze takto
mize byt oznaceno prevazné mnozstvi peptidi aniz by
bylo nezbytné pouzit chemické reakce.

4. Aplikace proteomiky

4.1.Proteinové profilovani

Proteiny bunék, tkani ¢i télnich tekutin mohou byt
v soucasné¢ dobé charakterizovany pomoci vyse popsa-
nych metod. Jedno mozné méftitko technického pokroku je
pocet identifikovanych proteini. Pro komplexni vzorek
tato Cisla v soucasné dobé dosahuji tisice. Je jisté¢ lakavé
systematicky analyzovat proteiny exprimované v bunkach
a tkénich, ziskat Uplné proteinové mapy a uspofadat pii-
slusné proteinové databaze. Nicméné, zadnou kompletni
mapu jediného proteomu se dosud nepodafilo ziskat
a tento fakt dokumentuje potiebu dal$iho technologického
vyvoje v proteomice. Na rozdil od jednoduchého vyzdvi-
hovani analytického charakteru pouzitych metod je vSak
logické zdlraznit u proteomickych studii potfebu feSit
urcitou biologickou otazku. Mnohé studie jsou proto za-
méfeny na sledovani zmén proteinovych profili v za-
vislosti na funk¢énim stavu bunky ¢i tkané. Ziskana data
jsou vSak spiSe semikvantitativni zalozena na relativni
kvantifikaci a predstavuji seznam kandidatnich proteint
typickych pro sledovany biologicky jev. Aby byl pohled
ucelenéjsi, je nutné kombinovat i mnohé proteomické
techniky, které asto poskytuji komplementarni vysledky.

4.2 . Posttransla¢ni modifikace

Mnohé proteiny jsou posttranslaéné modifikovany
a pocet moznych modifikaci aminokyselin dosahuje 200.
Tyto posttranslacni modifikace (PTM) jsou vétSinou rever-
zibilni a maji vyznamnou regulacni ulohu®. Vzhledem
k tomu, Zze prakticky vSechny PTM jsou spojeny se zmé-
nou molekulové hmotnosti proteinu, jsou metody hmot-
nostni spektrometrie idealnim prostfedkem k urceni typu
modifikace, ale i aminokyseliny, na které se modifikace
nachazi. Proteomova analyza PTM je vSak mnohem obtiz-
n¢&jsi nez jednoducha identifikace proteinu, a to z divodl
nizké stechiometrie PTM, lability a reverzibility vazby,
a pc;gfeby izolovat modifikovany peptid obsahujici PTM
(cit.”™) .

4.3.Proteinové interakce

Interakce  protein-protein  jsou dulezité nejen
z hlediska regulace funkce proteind, ale i jejich vnitrobu-
nééné lokalizace. Mnohé biologicky relevantni interakce
probihaji s nizkou afinitou, jsou pfechodné a zévislé na
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specifickém bunééném mikroprostiedi. Proteomicky pfi-
stup ke studiu proteinovych komplexti vyZzaduje jejich
specifické obohaceni ¢i purifikaci s naslednou analyzou
navéazanych proteind. Ziskdni dostate¢ného mnoZzstvi pro-
teinového komplexu s pozadovanou cistotou vSak predsta-
vuje nesnadny ukol. Specifické strategie musi byt formulo-
vany pro kazdy sledovany proteinovy komplex a jemné
separacni techniky musi byt zvoleny tak, aby nedochazelo
k naruseni proteinovych interakci. Mezi nejcastéji pouZi-
vané izolacni postupy patfi afinitni purifikace interaguji-
cich proteinti a identifika¢ni ¢ast experimentti kombinuje
elektromigracni i chromatografické separace s hmotnostni
spektrometrii®. Proteinové interakce mohou byt uréovany
také pomoci proteinovych &ipti (arrays)®. Na malych
destickach jsou navazané specifické proteinové sondy a po
kultivaci s bunéénym lyzatem je interagujici cilovy protein
prokazan pomoci fluorescence ¢i jinou optickou metodou,
popftipadé hmotnostni spektrometrickou technikou SELDI
(surface enhanced laser desorption ionization).

5. Kam sméfiuje proteomika

Proteomika je dynamickym oborem, ktery se zabyva
systematickym studiem proteomti neboli souborti buné&c-
nych a tkanovych bilkovin s cilem poskytnout podrobné
poznatky o funkci, struktufe a kontrole biologickych sys-
tému. VéEtSina velkych farmaceutickych firem oteviela
vlastni proteomova centra a mnoho biotechnologickych
spolec¢nosti ma proteomiku jako hlavni program. Vetejny
vyzkum lidského proteomu je fizen mezindrodni organizaci
HUPO (Human proteome organization — www.hupo.org)
a neddvno zalozen4d EuPA (European proteomics associati-
on) se zaméfuje i na vyzkum proteomi mnoha dalSich
zivoc€isnych druhit a podporuje aktivity narodnich proteo-
mickych spolecnosti v Evropé. Také Proteomicka sekce
Ceské spolegnosti pro biochemii a molekularni biologii je
Clenem EuPA a aktivné vstupuje do evropského ale i celo-
svétového protemického vyzkumu.

Prestoze ma proteomika multidisciplinarni charakter,
nejvyznamnéj$i prinosy se oCekdvaji v oblasti biomedici-
ny. Poznani proteintl, které se vyskytuji v lidském organis-
mu v nepredstavitelné mizivych mnozstvich miliontin
mikrograml nebo po nesmirn¢ kratkou dobu, umoZni po-
znat slozité regulace a hierarchické urovné lidského orga-
nismu a polozi solidni i kdyZ sloZité zéklady pro klinickou
medicinu zittka.
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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
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