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Proteom a proteomika

Termin proteom spatfil svétlo svéta pomérné nedavno, poprvé ho pouzil Marc R. Wilkins v roce 1994
pro oznaceni proteinového komplementu genomu (1). Proteom lze definovat jako kompletni sadu proteind
nachazejicich se v konkrétnim okamziku v daném organismu, tkani &i buiice. Sir§i definice proteomu viak
zahrnuje nejen jednotlivé proteiny, ale také jejich varianty, veskeré jejich posttranslaéni modifikace, jejich

metabolicky obrat, subcelularni lokalizaci a interakce mezi jednotlivymi bilkovinami.

Proteomika je souborem metod, technik, pfistupti a konceptd, které usiluji o kvantitativni a kvalitativni popis a
porovnani jednotlivych proteomti. Je pfistupem globalnim (large scale), ¢imzZ se odliSuje od klasickych metod
molekularni biologie ¢i biochemie proteind, cilenych zpravidla jen na jeden ¢i né€kolik malo proteind.
Proteomika se snazi identifikovat veskeré pfitomné proteiny, odpoveédét na otazku jak jsou modifikovany, kdy a
v jaké mife jsou exprimovany, kde se nachéazeji a jak spolu interaguji. Expresni proteomika, kterd predstavuje
v proteomu vyvolanych néjakym fyziologickym ¢i patologickym procesem, nebo vngj$i zménou ¢i cilenym

zasahem.

Z technického nebo metodického hlediska je proteomika vybudovéana na tfech technickych pilifich. Jsou to
elektroforéza, chromatografie a hmotnostni spektrometrie, které umoziuji separaci, identifikaci a
kvantifikaci stovek ¢i tisici proteind a peptidd v jediném experimentu. Pravé o téchto tfech zakladnich
nastrojich, o jejich vyvoji i limitech, které definuji hranice expresni proteomiky, budeme postupné hovofit na
nasledujicich strankach. Budeme diskutovat moznosti, problémy a omezeni souc¢asné proteomiky a zminime se
o tom, co proteomika biologii a medicing nabizi. Ctyfi vybrané studie nam v zavéru prace poslouzi jako

konkrétni ilustrace riznych aplikaci a problémt soucasné expresni proteomiky v biologii a medicin€.

Struény historicky uved — tii technické pilife proteomiky

V Gvodnim textu se vypravime, trochu odlehc¢enou formou, k historickym kofentim tif zakladnich
nastroji proteomiky — -elektroforézy, chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Exkurzi pojmeme
chronologicky, nejhloubé&ji v Case se vratime v pfipadé elektroforézy — na samotny usvit éry modernich

separac¢nich metod.

Elektroforéza

Svitani zac¢ina na vychod€. Ano, na vychodé — v Moskve, na biezich stejnojmenné feky, odkud si v roce 1807
profesor Ferdinand Friedrich Reuss, toho ¢asu vedouci katedry chemie na Moskevské univerzité, ptinesl vzorky
jilu a s pomoci voltova ¢lanku sestaveného z 92 provrtanych stiibrnych rubli prolozenych zinkovymi plisky
popsal to, co dnes zname jako elektroendoosmoticky tok (pfesun molekul vody v elektrickém poli
k negativnimu po6lu) a rovnéz presun ¢astic jilu v elektrickém poli (elektroforéza) (2). Reuss tak polozil zaklady

elektroforetické separace, ktera se stala jednou ze zakladnich metod separace biomolekul, a pfedstavuje jeden ze



tii metodickych piliti proteomiky. Stalo se tak o nékolik desetileti dfive, nez $védsky ucenec Jons Jacob
Berzelius rozsitil nas slovnik o termin protein.

Zasadniho pokroku se elektromigraéni metody dockaly az o vice nez 100 let pozdé&ji, ve tricatych
letech dvacatého stoleti, diky praci Arneho Tiselia, ktery v roztoku mezi elektrodami dokazal separovat sérové
proteiny a opticky sledovat pohyblivé rozhrani jednotlivych molekul (3, 4). Za svij pfinos v oboru obdrzel
Tiselius v roce 1948 Nobelovu cenu za chemii. Na Tiseliovy elektroforetické metody navazali mnozi, z nichz
zmiime pfedevsim Linuse Paulinga, ktery vroce 1949 demonstroval odliSnou elektroforetickou migraci
hemoglobinu u pacienti se srpkovitou anémii a zdravych jedinct (5).

Negativni vlivu gravitace na separaci nabitych ¢astic ve volném roztoku vSak rozliseni Tiseliovy
elektroforézy zasadné omezoval. Reseni problému bylo nalezeno prevedenim vodivého pufru do pevného média.
Prvnim pouzitym podptrnym médiem byl papir (6). Papirova elektroforéza ziskala ve Ctyficatych a padesatych
letech na zna¢né oblibé a byla vyuzivana k déleni piedev§im mensich molekul, nukleotidli, aminokyselin.
Papirova elektroforéza hrala napfiiklad kliCovou roli v experimentech Vernona Ingrama, ktery nasledoval
Paulinga ve studiich srpkovité anémie. Ingramm zkombinoval papirovou -elektroforézu s papirovou
chromatografii a ziskal tak dvojrozmérnou ,,mapu‘ peptidi hemoglobinti. Mezi 26 peptidy v této 2D mapé byl
odhalen jediny peptid v hemoglobinu ze srpkovitych erytrocyti, ktery se svymi vlastnostmi 1isil od peptidi
"zdravého" hemoglobinu (7). S pomoci nové vyvinuté metody sekvenovani proteini Pehra Emana byla
v nalezeném peptidu identifikovana i jedina aminokyselinova zaména glutaminu za valin, ktera je za srpkovitou
anémii zodpovédna, a byly tak polozeny zéklady moderni molekularni genetiky (8). Linus Pauling a Vernon
Ingram jsou tak pravem povazovani za otce molekularni mediciny.

Kromé papiru se jako podpirné medium pro elektroforetické separace v padesatych letech ujal
agarovy gel (9). Agarova elektroforéza umoznila v roce 1953 naptiklad vyvoj zasadni imunologické metody —
kiizové (imuno) elektroforézy, ktera dala vznik mnoha dneSnim imunologickym metodam (10). Nepfiznivy
elektroendoosmoticky efekt zaporné nabité¢ho agaru na elektroforetickou migraci vyustil pozdéji v zavedeni
Cisté agardzy jako elektroforetického média, Siroce vyuzivaného dodnes piedevsim pro déleni nukleovych
kyselin (11).

Soucasné s agarem se vsak rozvijelo i vyuziti jinych podpirnych medii. V roce 1955 demonstroval
Oliver Smithies separacni schopnost Skrobového gelu, kdyz detekoval sérové haptoglobiny (12).
Elektroforeticka separace biomolekul byla dale zdokonalena zavedenim viceslozkovych diskontinualnich pufra
biochemikem ceského ptivodu Miroslavem Poulikem (13).

Léta Sedesatd prinesla nékolik zasadnich pokrokd, predevsim izoelektrickou fokusaci a
polyakrylamidové gely. Jiz v roce 1961 upozornil Harry Svensson na moznost separace amfoternich molekul v
gradientu pH, byl to vSak az jeho zak Olof Vesterberg, kdo na pfelomu 60 a 70 let vypracoval syntézu
nosicovych amfolytd pro gradient pH a polozil tak zaklady izoelektrické fokusace (IEF) proteini jako
standardni separacni techniky (14, 15). Kdyz v roce 1962 Samuel Raymond ptedstavil polyakrylamidovou
gelovou elektroforézu, byla cesta k u¢innym jedno-, ¢i vice-rozmérnym elektroforetickym separacim
komplexnich smési proteind oteviena (16). Stacilo uz pouze odhalit skute¢nost, Ze mnozstvi negativné nabitého
detergentu SDS je funkci jeho molekulové hmotnosti a Ze tuto vlastnost lze vyuzit k elektroforetickému déleni

proteinti dle molekulové hmotnosti (17,19) a zkombinovat polyakrylamidovou elektroforézu s diskontinualnim



pufrovym systémem (19). Vznikla tak Gcinna elektroforetickd metoda rozdélujici proteiny podle jejich
molekulové hmotnosti, SDS-PAGE (SDS-polyakryalmidova gelova elektroforéza), jak ji zndme dnes.

Dvé metody elektroforetické separace zalozené na dvou odlisnych vlastnostech bilkovin tak byly na
svété — izoelektricka fokusace (IEF) délici bilkoviny na zakladé¢ jejich naboje ¢i presnéji izoelektrického bodu
(pI), a SDS-PAGE délici na zakladé molekulové hmotnosti. Zkombinovat tyto metody do dvojrozmérné
separace a zasadné tak zvysit rozliSeni se podatilo v roce 1975 né€kolika tymiim najednou. Nejpreciznéji vSak
metodu zpracoval a za otce dvojrozmérné elektroforézy (2-DE) zalozené na pl a MW je povazovan Patrick
O’Farrel, ktery na jediném gelu dokazal rozdélit 1100 proteinovych skvrn lyzatu E. coli. (20).

O’Farrell tak otevfel cestu k dvojrozmérnému rozdélovani, vizualizaci a kvantifikaci stovek az tisicd
bilkovinnych skvrn na jediném gelu. Byla to cesta, kterd s pomoci nékolika dalSich zdokonaleni umoznila,
alesponl teoreticky, uvazovat o kompletnim kvantitativnim 1 kvalitativnim popisu uplné proteinové sady bunky,
tkané C€i organismu. V nasledujicim odstavci se zamefim na ta zminéna, zdanlivé drobna, ale pfesto velmi
vyznamna vylepSeni dvojrozmérné elektroforézy (2-DE) bilkovin.

Jednim z dtivodu detekce vysokého poctu skvrn byla skutecnost, ze O Farrel pouzil radioaktivné
znacené vzorky a radiografii. Jeho konkurenti byli odkazani na barveni bilkovin v gelu pomoci relativné malo
citlivého pigmentu Coomassie Brilliant Blue, pouzivaného k detekci bilkovin jiz od roku 1965 (21). Na
dostate¢né citlivou, ale neradioaktivni metodu detekce bilkovin v gelech si museli védci pockat az do roku 1979,
kdy Switzer, Merril a Shifrin zavedli reduktivni barveni solemi stiibra a zvysili tak detekéni limit z mikrograma
na pouhé¢ desitky nanogrami proteinu (22).

Jednim z nedostatkti 2-DE v 70. a 80. letech byla nizka reprodukovatelnost, zptisobena predevsim
nejednotnym postupem syntézy amfolytd a migraci gradientu pH v elektrickém poli v prabéhu izoelektrické
fokusace. Klasicky systém IEF navrzeny Svenssonem a Vesterbergem (14, 15) vyuzival totiz k vytvoreni
gradientu pH roztoky amfolytd, které ovSem v elektrickém poli migrovaly, a gradient pH se tak posouval a
destabilizoval. Tento problém byl vyfesen v roce 1982 Bejellqvistem, ktery derivatizoval kyselymi a bazickymi
skupinami (karboxy- a aminoskupinami) akrylamid a vyvinul tak imobilizované pH gradienty (IPG) (23).
Metoda pro reprodukovatelnou 2-DE analyzu komplexnich proteinovych vzorka veetné citlivé detekce tak byla
k dispozici zacatkem 80. let a oteviela cestu k robustni analyze kompletni sady proteind. Az o dvanact let

pozdéji bude poprvé pouzit termin ,,proteom". Ale k tomu se jesté dostaneme.

Dnes je dvojrozmérna elektroforéza vyuzivana prakticky ve stejné podobé jako tomu bylo v poloviné
osmdesatych let, po zavedeni imobilizovanych gradientd. Podstatného vyvoje se vSak dockala vlastni zafizeni
k provozovani 2-DE, algoritmy a software na analyzu obrazu z 2-DE gelti a pfedevs§im nové zptisoby detekce
proteini v gelech. Z metod detekce stoji za zminku fluorescencni metody barveni proteinti v gelu s detekénim
limitem pod 1 ng proteinu (24) a pfedevsim revolu¢ni multiplexni metoda DiGE (Difference gel electrophoresis)
zalozena na znaCeni vzorkG pifed elektroforézou jednim ze tif fluoroforti s odlisnymi spektralnimi
charakteristikami (25). Vzorky pak mohou byt smichany a rozdéleny pomoci 2-DE, gel totiz pti skenovani pfi
riznych vlnovych délkach poskytne 3 rtizné obrazy. Metoda DiGE kromé& vysoké citlivosti detekce také
redukuje technickou variabilitu 2-DE experimentu a snizuje minimalni pocet geld potfebnych k vyhodnoceni.
Detekéni limit DiGE je zhruba 0,1 ng proteinu, v nejcitlivéj$im, takzvaném saturacnim uspofddéani, vzroste

citlivost metody jesté zhruba desetkrat (26).



Dvojrozmérna elektroforéza umoznila prvni pokusy o zmapovani proteomu a odstartovala v devadesatych
letech nastup proteomiky. Své specifické misto v proteomice si, i pfes razantni nastup tzv. shot-gun technologii

zalozenych na chromatografické separaci, uchovala dodnes.

Chromatografie

Podobn¢ jako v pripadé elektroforézy se musime obratit smérem na vychod, k carskému Rusku. Nebo piesnéji
feCeno na severovychod. V roce 1903 patiila pod carskou moc také VarSavskd univerzita, na jejiz pade¢
prezentoval, v prvni jarni den, botanik Michail Cvet své poznatky o rozdé€lovani roztoku rostlinnych pigmenti
na kiidovém adsorbentu (27). Protoze pracoval s barevnymi chlorofyly a karotenoidy, nazval tento jev
barvopisem — chromatografii.

Cvetovy pionyrské publikace ziistaly bez zasadni odezvy a nasledovniky ziskaly az ve tficatych letech
v osobach Richarda Kuhna a Edgara Lederera, ktefi chromatograficky délili rGzné pfirodni latky
v preparativnim mefitku (28, 29). Skutecny boom chromatografie vsak piedstavovaly az prace Archera Martina
a Richarda Syngeho v letech ctyficatych. Ti premeénili Cvetiv model, mimo jiné pouzitim silikagelu jako
stacionarni faze, v metodu oznaCovanou jako rozdélovaci chromatografie (partition chromtaography) (30).
Chromatografie Syngeho a Martina byla jiz pouzitelna k déleni aminokyselin a peptida.

Metoda separace piirodnich latek na kolonach se silikagelem trpéla kvuli vlastnostem silikagelu a
manualnimu plnéni kolon nizkou reprodukovatelnosti. To vedlo Consdena, Martina a Syngeho ke vyvoji
metody, kde roli silikagelu jako stacionarni faze zastoupil list papiru (31). Svétlo svéta tak spatfila papirova
chromatografie. Za zasadni pfinos pro chemii byli v roce 1952 Martin a Synge odménéni Nobelovou cenou za
chemii. Sami autofi demonstrovali vyhody papirové chromatografie pti separaci aminokyselin a oligopeptida
peptidt také Frederick Sanger (pfi sekvenaci inzulinu) a Vernon Ingram (pfi analyze hemoglobinu srpkovité
anémie) (33, 7).

S nizkou reprodukovatelnosti separace na silikagelovych kolonach byli nespokojeni také sovétsti
farmakologové Nikolaj Izmailov a Maria Shraiber, kdyZ misto plnéni kolon zkouseli silikagel nanaSet v tenké
vrstvé na sklenéné desky (34). Jejich prace, kterd dala vzniknout tenkovrstevné chromatografii, pochazi jiz
z roku 1938, metoda se vsak rozsifila az po roce 1956, kdy na ni navazal némecky chemik Egon Stahl (35).

Tenkovrstevna chromatografie si svllj vyznam, piedevsim pro separaci mensich molekul, uchovala dodnes.

Zavedeni malych sférickych Castic stacionarni faze v Sedesatych letech a zdrovein moznost chemické modifikace
jejich povrchu vedly k zasadnimu naristu v rozliSeni kapalinovych chromatografii, ale také k nutnosti jejich
provozovani za vysokych tlaki. Svét védy a pramyslu tak byl obohacen o HPLC (high performance (high
pressure) liquid chromatography). Termin byl zaveden jiz v roce 1966 Csabou Horvathem (36), ujal se ovSem
az pozd¢ji. Léta sedmdesata piinesla porézni cCastice o velikosti nékolika mikrometri (32) a chemicky
modifikované stacionarni faze, pfedevsim jiz diive objevenou tzv. reverzni (obracenou) fazi (Revrsed pahse, RP)
(38).

Pravé vysokotlakd kapalinova chromatografie, provozovand na kolonich s mikrolitrovymi az
nanolitrovymi prutoky (nano-, mikro-HPLC), je dnes centralni metodou separace peptidi v proteomice. Je k

tomu preduréena nejen vysokou rozliSovaci schopnosti, ale také reprodukovatelnosti a flexibilitou a pfimou



propojitelnosti s hmotnostnimi spektrometry. Dalsi jeji vyhodou je mozZnost vicerozmérného uspotadani, tedy
postupné separace zalozené na dvou riznych vlastnostech peptidi. K u¢innému 2D rozdélovani komplexnich
peptidovych smési v proteomice se nejéastéji kombinuje chromatografie na iontoméniéich (rizny naboj peptidir)
se separaci v reverzni fazi (RP) (rizna hydrofobicita peptidi) (39, 40).

Prestoze chromatografie dominuje v separaci peptidi, 1ze ji samozfejmé vyuzivat i k déleni intaktnich
proteinti podle velikosti metodou gelové filtrace, nebo naptiklad pfinativnich separacich proteinovych
komplext (41). Kromée klasické adsorpcni nebo permeacni chromatografie vyuzivad proteomika pomérné Casto
také chromatografii afinitni, zaloZenou na biospecifické reverzibilni interakci zakotveného ligandu s proteinem
¢i peptidem. Afinitni chromatografie slouzi vétSinou k izolaci specifickych proteint, nebo skupin proteind
z komplexnich smési. Metoda byla poprvé pouzita v roce 1968 Pedrem Cuatrecasasem pro izolaci enzymu (42).
Ligandem pro afinitni chromatografii muze byt jakakoliv specificky a dostatecné siln¢ interagujici molekula —
naptiklad protilatka, metabolit, interagujici protein nebo peptid a podobné. Nejcastéjsimi aplikacemi
v proteomice je izolace biotinylovanych proteini ¢i peptidli avidinem, izolace fosfopeptidli na metal-afinitnich
kolonéch, glykopeptidi na pektinech, nebo odstrafiovani majoritnich slozek vzorku pomoci specifickych
protilatek (43, 44).

Chromatografické separace peptidi a proteind, predev§im vSak mikrokapilarni a nanokapilarni HPLC
déleni peptidi v reverzni fazi, predstavuji zakladni metody moderni proteomiky. Vhodnad chromatograficka

zafizeni jsou proto neodmyslitelnou soucasti vybavy dnesnich proteomickych laboratofi.

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry, MS)

Na zacatku této kapitoly se vratime do poslednich let devatenactého stoleti. Vypravime se pro zménu na
severozapad, do Cambridge.

Za otce hmotnostni spektrometrie je pravem povazovan fyzik J. J. Thomson (1886-1940), diky jeho z&sadnim
pracim o vychylovani katodového zareni v elektrickém poli (45) a objevu a popisu elektronu. Thomson s
pomoci Francise W. Astona sestrojil prvni hmotnostni spektrometr schopny méfit hmotnost nabitych atomt.
Zatizeni vyuzivalo plynové vybojky jako zdroj iontl, které nasledné prochéazely elektrickym a magnetickym
polem a byly vychylovany a detekovany na fotografické desce. Ashton s pomoci tohoto hmotnostniho
spektrometru zaznamenal izotopy nékterych prvki (46).

V pribéhu prvnich tiiceti let 20. stoleti doSlo k postupnému vylepSeni rozliSeni hmotnostnich
spektrometrl, ale zdsadni vliv na rozvoj metody méla az druhd svétova valka svym pozadavkem na separaci a
charakterizaci izotopl uranu. Zde nelze nezminit piinos Alfréda O. C. Niera, ktery spomoci obiiho
hmotnostniho spektrometru s magnetickym sektorem izoloval nanogramova mnozstvi U pro projekt
Manhattan (47).

V poloviné ctyficatych let uz byly hmotnostni spektrometry komeréné dostupné a dobyvaly svou
pozici esencialnich nastrojii fyziky a chemie. Jednalo se predev$im o hmotnostni spektrometry s magnetickym
sektorem nebo dvojitou fokusaci (double-focussing), kde zdrojem iontd analytu bylo nejcastéji jeho
bombardovani elektrony. Hmotnostni spektrometry vsak v té dob¢ byly pfedevs$im nastroji kvantitativni analyzy.
Léta padesata ptedstavoval zédsadni pokrok v instrumentaci. Koncept zcela nového analyzatoru typu TOF

(méfeni doby letu, time-of-flight) byl zformovan jiz v roce 1946 Williamem Stephensem (48), fyzické podoby



se vSak dockal az v roce 1955 (49,50). Kvadrupodlovy analyzator a kvadrupolova iontova past byly navrzeny
v roce 1955 (51).

Diky mnoha technickym vylepsenim dokazal koncem padesatych let J. H. Beynon (52) identifikovat
pomoci hmotnostni spektrometrie znamé organické slouceniny. O néco pozdéji Klaus Biemann uréil dosud
neznamou strukturu slozité organické slouceniny (53), stanovil pravidla pro fragmentaci peptidti a navrhl prvni
metodu sekvenovani peptidi pomoci MS, ktera se stala zdkladem dnesnich postupt k identifikaci proteinti (54).
Analyza malych organickych molekul pomoci MS se stala do 80. let rutinou. Velké molekuly, jako nukleové
kyseliny a proteiny, vSak predstavovaly zasadni vyzvu. Bylo tfeba nalézt G¢inny, ale pfitom ,,jemny" zpisob
ionizace velkych molekul, ktery by nezpusoboval jejich zasadni fragmentaci. To se podafilo koncem 80. let.
John Fenn vyuzil k ionizaci $etrnou metodu oznacovanou jako ESI (electrospray ionization) a demonstroval jeji
ucinnost na spektrech dimerd a monomert albuminu (55, 56). Koichi Tanaka vyuzil odli$ny princip ionizace s
pomoci laseru a zméfil timto zplisobem spektra intaktniho lysozymu a chymotrypsinu (57). Franz Hillenkamp a
Michael Karas pouzili k ionizaci proteinl rovnéz metodu laserové ionizace, ale v pfitomnosti organické matrice
a jsou tak povazovani za otce metody MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) (58).

Vyvoj ,,meékkych" ionizacnich technik EST a MALDI mél zcela zasadni vliv na moznosti vyuziti MS v
biologii a byl kritickym objevem, ktery umoznil identifikaci proteint i jejich kvantitativni analyzu. Dalsi dvefe
ke studiu proteomu tak byly oteviené. S moznosti ionizovat nejen malé, ale i velké molekuly doslo k velmi
rychlému vyvoji na poli hmotnostnich analyzatori. Kvadrupélova iontova past se stala prvnim z komeréné
dostupnych analyzator, ktery umoznoval identifikaci proteini diky mozZnosti provozovat tandemovou
hmotnostni spektrometrii peptidd vzniklych enzymatickym Stépenim bilkovin (MS/MS). Nasledovaly hybridni
pristroje kombinujici kvadrupoélovy analyzator s analyzatorem typu fime-of- flight (q-TOF) (59). V roce 1993
série klicovych praci demonstrovala vyuziti hmotnostni spektrometrie pro identifikaci proteinii nikoliv
sekvenovanim de novo, ale na zakladé porovnavani MS a MS/MS dat s teoretickymi hmotnostmi peptidi a
jejich fragmentil vypoctenych na zédkladé znamych sekvenci kddujicich geni (60-65).

Za nastup nejmodernéjSich hmotnostnich analyzatord typu FT-ICR (fourierovsky transformovana
iontova cyklotronova rezonance) v poslednim desetileti vdécime predev§sim pionyrskym pracim z let
sedmdesatych (66). Z novodobych pokrokti v konstrukci hmotnostnich spektrometri stoji jist€¢ za zminku
analyzator typu Orbitrap, vyvinuty Alexandrem Makarovem (67). Nejnovéjsi hybridni hmotnostni spektrometry,
které kombinuji orbitrap s jinymi typy analyzator umoziuji velmi rychlé proteomické analyzy s identifikaci

nékolika tisic proteintl v jediném experimentu (68, 69).

Hmotnostni spektrometrie, dfive vyhradni nastroj fyziky, se v poslednich deseti letech stala
esencialnim nastrojem biologického vyzkumu, pfedevsim jako metoda identifikace proteini a metabolitd.
Centra biologického a medicinského vyzkumu bez hmotnostnich spektrometrii jsou ve svété dnes jiz tézko
predstavitelna.

Za poznamku ,,pod carou* stoji fakt, ze historie vyvoje hmotnostni spektrometrie je ovéncena néckolika
Nobelovymi cenami. Otec hmotnostni spektrometrie J. J. Thomson ji ziskal jiz v roce 1906, F.W. Aston v roce

1922, Wolfgang Paul s Hansem Dehmeltem v roce 1989 a John Fenn s Koichi Tanakou v roce 2002.
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Od biochemie proteinii k moderni proteomice

Uvodnim exkurzem do historie jsme struéné popsali vyvoj tii zékladnich néstrojii proteomiky. Pojd’'me
se ted’ podivat na ranna obdobi studia komplexnich proteinovych smési a na vznik proteomiky jako souboru
nastroji, pfistupt a koncepti biologického studia.

V poloviné osmdesatych let byla jiz k dispozici dvojrozmérné elektroforéza se schopnosti reprodukovatelné
separace, a diky citlivym metodam barveni i detekce, az nékolika tisic proteinovych skvrn. V t& dobé vsak
nebyly k dispozici dostate¢né citlivé metody identifikace nanogramového mnozstvi neznamych proteind
obsazenych v jednotlivych skvrnach.* Snahy vyzkumniki se proto ubiraly pfedev§im smérem k vytvoreni
proteinové databaze zalozené na 2-DE obrazu (napfiklad Human Protein Index (70) a pozdé&ji 2-DE databaze J.
E. Celise (71)) s predpokladem, ze takto ziskané bunééné ,,mapy" bude mozné katalogizovat, porovnavat mezi
sebou a ziskavat tak dulezité biologické informace. To vSak bylo komplikovano a odsouzeno k netspéchu
nepredpokladanou rozsahlosti a variabilitou proteomu, relativné nizkou inter-laboratorni reprodukovatelnosti 2-
DE separaci a dal§imi ptekazkami.

V piedchozim odstavci jsme zminili, ze v osmdesatych letech nebyly k dispozici dostate¢né citlivé metody
identifikace neznamych proteinii z geli. Zde musime pro upfesnéni ucinit kratkou odbocku a zminit se o
chemickych metodach sekvenovani proteintl, které byly vyvinuty jiz v letech ¢tyficatych a padesatych. Prestoze
tyto postupy nemaji v dnesni proteomice prakticky Zadnou roli, genialita a nezdolna energie jejich tvircd si to
zcela jist¢ zasluhuji.

Anglicky biochemik Frederick Sanger vypracoval jiz v roce 1945 metodu postupného sekvenovani peptidi (72)
zalozenou na derivatizaci N-koncovych aminokyselin dinitrofenolem (DNP), hydrolyze peptidu, extrakci
znacené aminokyseliny a jeji charakterizaci.

Touto narocnou a zdlouhavou metodou stanovili vroce 1947 Consden, Gordon, Martin a Synge
aminokyselinovou sekvenci pentapeptidu gramicidinu S (32). Sam tvirce DNP metody Sanger pouzil tento
ptistup zacatkem padesatych let k dosazeni velmi ambiciozniho cile — k uréeni kompletni aminokyselinové
sekvence inzulinu. K separaci peptidi pouzival sofistikovanych postupt véetné elektroforézy a dvojrozmérné
papirové chromatografie a po nékolika letech 1sili, v roce 1953, kompletni sekvenci inzulinu stanovil (33, 73-
75).

Mezitim $§védsky biochemik Pehr Victor Edmann dokoncil vyvoji odlisného sekvenacniho postupu
zaloZzeného na znaceni N-koncové aminokyseliny fenylizothiokyandtem, jejim selektivnim odstépeni a
stanoveni (76). Edmannovo N-koncové odbouravani pfineslo zasadni technologicky posun, nebot” poskytovalo
sekvenéni informaci o usecich az 30 aminokyselin, bylo rychlejsi a vyzadovalo podstatné mensiho mnozstvi

vychoziho proteinu.

* Mald, ale dobre viditelnd proteinova skvrna na 2-DE gelu barvena koloidni Coomassie Brilliant Blue
predstavuje cca 1 pikomol priumérne velkého proteinu. Podobné velka skvrna po barveni stribrem obsahuje
pouze stovky az desitky femtomolii proteinu. Prenos proteinu z gelu na membrdanu Ci extrakce peptidii z gelu
jsou navic zatizeny znacnymi ztratami a redlné mnozstvi ziskaného materidlu je tak zpravidla v Fadech

femtomolii.
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Metodu jiz bylo mozné pouzit napfiklad na proteiny pienesené z gelu na membranu, citlivost vak byla
stale limitujici. Metoda byla navic omezena na proteiny s nemodifikovanymi N-konci. Pfestoze se mnozi
vyzkumnici s vétsim ¢i mensim uspéchem pokouseli v osmdesatych letech o N-koncové sekvenovani proteind z
bloti po 2-DE (77), jednalo se o cestu trnitou. V nejlepsim piipadé tento postup poskytoval informaci o
sekvenci nékolika aminokyselin. Jejich znalost mohla poslouzit k navrzeni sond k detekci genu, nebo mRNA, k
jeho sekvenovani, ptipadné k zaklonovani a naslednému studiu. Situace se vSak zasadn¢ zménila
v devadesatych letech s dekodovanim genomd, s genovymi databazemi a s nastupem hmotnostni spektrometrie,

jako nastroje ptesného stanoveni hmotnosti peptidd a jejich fragmenta.

V predchozim textu jsme se narazili na sekvenovani genomt. Jakou roli vSak hraje genomika, nebo
presnéji feceno znalost kodujicich sekvenci genomt? Dle pievladajiciho genocentrického pohledu je protein
definovan a identifikovan na zaklad¢ jeho kédujiciho genu. (O problematice geno-centrického versus proteo-
centrického pohledu se vice rozepisuji na str 26). Identifikace proteind promoci hmotnostni spektrometrie je
zpravidla zalozena na porovnavani hmotnosti peptidd, ¢i jejich fragmentd, s hmotnostmi teoretickych peptida
kdédovanych geny pritomnymi v genovych databazich. Identifikace bilkovin v proteomickych experimentech je
tedy tézko predstavitelna bez predchoziho preéteni kddujicich oblasti patficného geonomu, nebo alespont
genomu n&jakého blizce pribuzného organismu. Bez znalosti genomu miiZeme sice pomoci hmotnostni
spektrometrie ziskat sekvenovanim de novo mensi €i vétsi Cast aminokyselinové sekvence proteinu, ale

jednoznacné identifikovat ho mizeme jen tehdy, zname-li kodujici gen.

Sekvenovani genomt, nebo piesnéji kodujicich oblasti geonomi, je tedy nutnou podminkou
identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie a tedy i podminkou existence proteomiky, tak jak ji dnes
chapeme a pouzivame. Proto si dovolim, pfedevSsim pro uvedeni do historickych souvislosti a doplnéni
celkového obrazu, alespont velmi struéné zminit nékteré zasadni milniky historie sekvenovani DNA a celych
genomtl.

V roce 1977 publikovali Allan Maxam a Walter Gilbert svou metodu sekvenace DNA zaloZenou na
chemické degradaci (78) a ve stejnou dobu nezavisle na nich Frederick Sanger ptedstavil sekvenovani zalozené
na terminaci DNA fetézce (79). Sanger soucasné publikoval také prvni kompletni genom, sekvenci DNA
bakteriofaga [1X174. (80). V roce 1991 byl v laboratofich Craiga Ventera spustén projekt mapovani lidského
genomu. Prvni bunéény genom (bakterie Haemophilus Influenzae) se podatilo ptecist v roce 1995 (81). O rok
pozdé¢ji je dekddovan genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae (82) a v roce 1998 prectena sekvence DNA
prvniho vicebunécného organismu — had’atka Caenorhabditis elegans (83). V roce 2001 byla publikovéana
predbézna verze lidského genomu (84), predbézna verze genomu mysi byla zvetejnéna v roce 2002 (85) o dva

roky pozdéji bylo dokonceno sekvenovani potkana (86).
V soucasnosti je podle databaze genomesonline.org kompletné osekvenovano 150 archebakterii, 2802 bakterii a

168 eukaryot. Vzhledem k neobycejnému zrychleni a zlevnéni technologii 1ze pfedpokladat, ze pocet plné¢

sekvenovanych organismtl, v ptipadé¢ ¢lovéka i jedincii, poroste v blizké budoucnosti velmi rychle.
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Vratme se vSak nyni zpatky k proteomice. Na sklonku osmdesatych a v prvni poloviné devadesatych
let se zacala otevirat moznost identifikace proteind nebo stanoveni jejich sekvence jinak nez de novo. Databaze
kodujicich usekli DNA a pozdéji i kompletnich genomu zacaly byt k dispozici, a k rychlé identifikaci proteint
na zakladé znalosti kodujicich geni tak chybéla jen dostatecné citliva metoda k ziskani ¢aste¢né informace o

aminokyselinové sekvenci proteinu. Ta byla nalezena v hmotnostni spektrometrii.

Vyvoj metod ,,mekké" ionizace proteinti a peptidii (ESI a MALDI) odstartoval zcela novou éru studia
bilkovin. Metody hmotnostni spektrometrie dokazaly se sluSnou presnosti stanovit molekulovou hmotnost
celého proteinu, ta vSak byla k jednoznacné identifikaci bilkoviny nedostatecnd. Ukézalo se vsak, ze
molekulové hmotnosti vice peptid, vzniklych $tépenim izolované bilkoviny specifickou endoproteazou
(naptiklad trypsinem), poskytuji specifi¢téjsi informaci a mohou byt vyuzity k porovnavani s genovymi a
proteinovymi databdzemi a identifikaci proteinu tak poskytnout. V roce 1993 bylo publikovano nékolik
prulomovych studii, které tento pfistup vyuzily (s pomoci hmotnostnich spektrometrit MALDI-TOF) a polozily
zaklad identifikace proteintl, naptiklad z 2-DE gelti. Tento postup oznacujeme jako peptidové mapovani nebo
peptidovy fingerprinting (peptide mass fingerprinting, PMF) (60-63). Zméfené hmotnosti peptidi jsou
porovnavany s hmotnosti vsech teoretickych vsech (tryptickych) peptidd, vypocitanych na zakladé kodujicich

sekvenci DNA piitomnych v databazi.

Prakticky ve stejnou dobu, tentokrat s vyuzitim ionizace ESI ve spojeni s iontovou pasti nebo trojitym
kvadrupolem bylo k identifikaci proteinu vyuZzito tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) a
fragmentace peptidii. V tomto piipad¢ je nejprve stanovena molekulova hmotnost peptidu (prvni MS), ten je v
hmotnostnim spektrometru dale fragmentovan (nejlépe v peptidické vazbe) a zaroven je stanovena hmotnost
jednotlivych fragmentt (druhd MS). Jejich hmotnosti jsou pak opét porovnavany s databazemi a peptid a tedy i
protein je tak identifikovan. Pravé algoritmy, které umoznily identifikaci proteind v databazich na zékladé
MS/MS dat, byly po peptidovém mapovani druhym zasadnim pokrokem v identifikaci proteinti z minimalnich
mnozstvi metodami hmotnosti spektrometrie (64, 65). ProtoZe informace o hmotnostech fragmentd peptidu
odrazi aminokyselinovou sekvenci peptidu, coz je z hlediska identifikace proteinu informaci vysoce specifickou,
je metoda MS/MS vhodna i pro identifikaci proteind ze slozité smési peptidi, kde je peptidovy fingerprinting
nepouzitelny. Vzhledem k tomu, Ze takto ziskana informace vypovida o aminokyselinové sekvenci peptidu, je

tato metoda nékdy nepfesn¢ oznacovana jako mikrosekvenovani peptidd.

Polovina devadesatych let, jak jiz bylo feceno, byla ve znameni sestaveni prvnich genomti, plnicich se
genovych databazi, a nové nabytych moznosti identifikace proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie. V této
atmosféfe byl v roce 1994 na prvnim 2-DE setkani v Siené v Italii poprvé pouzit termin ,,proteom" pro
proteinovy komplement genomu (1). Formalné se tak zrodila proteomika jako obor usilujici o kvalitativni a

kvantitativni popis proteomu.
Dvojrozmérna elektroforéza byla v devadesatych letech v podstaté jedinym néstrojem proteomiky. V

druhé poloviné devadesatych let, kdy se identifikace proteinti z 2-DE gelii pomoci MS staly zcela béznymi, se

vsak ukazalo, ze ani rozliSeni n€kolika tisic proteinovych skvrn neni pro komplexni vzorky dostatecné a skvrny
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Casto obsahuji vice nez jeden protein (87). Tato skuteCnost samoziejmé omezuje spolehlivost relativni
kvantifikace proteinu zalozené na integrované optické denzité patfi¢né skvrny, jez je zaloZena na predpokladu
jediného proteinu ve skvrné. Kdyz k tomu pfi¢teme technickou i ¢asovou naro¢nost, nizkou reprodukovatelnost
a nektera dals$i omezeni 2-DE, je zjevné, ze bylo nutné hledat zcela nové pfistupy. Kdyz ne elektroforéza
intaktnich proteind, tak co tedy?

Zaklady zcela novému pristupu, vyhybajicimu se 2-DE, polozila skupina D. F. Hunta v prvni poloviné
devadesatych let. Ta na prikladu antigennich peptidi uvolnénych z MHC molekul demonstrovala obrovsky
potencial kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) pro separaci
a identifikaci slozitych smési peptidu (88, 89). Byla tak zapocata cesta k zdsadni proméné proteomiky a o své
misto na slunci se zacaly hlasit tzv. ,,shot-gun" metody (shot-gun, brokovnice).

Podstatou shot-gun pfistupli je nastépeni komplexniho proteinového vzorku na peptidy specifickou
endoproteazou a separace peptidi (zpravidla) pomoci kapalinové chromatografie s naslednou identifikaci
proteinti v databazich na zakladé MS/MS dat. Potencial shot-gun metod d¢lit a identifikovat stovky, pripadné
tisice proteind v jediném vzorku byl demonstrovan v nékolika nasledujicich letech (90-92 a dal$i) na riznych
biologickych vzorcich. Samoziejme i shot-gun pristupy mély a stale maji, podobné jako 2-DE, sva omezeni.
Zvazime-li, ze v bézném savéim bunééném lyzatu po jeho nastépeni trypsinem existuje nejméné nékolik set
tisic odlisSnych peptidd, je jasné, ze tak slozity vzorek vyzaduje bud’ vicestupiiovou separaci peptidi nebo
n¢jaky zpisob redukce poctu analyzovanych peptidi.

Prvnim ze zptsobil feseni jsou dvojrozmérné chromatografické separace, pfedznamenané pionyrskou
praci skupiny J. R. Yatese III zroku 2001 (93). Ta vyuziva k separaci tryptickych peptidi z homogenatu
kvasinky mikrokapildrni chromatografii s iontoméni¢em v prvnim rozméru, nasledovanym separaci v reverzni
fazi. Uvedenou technologii se podafilo identifikovat témétf 1500 bilkovin Saccharomyces cerevisiae. Tento
postup zdomacnél pod oznacenim ,,multidimensional protein identification technology®, zkracen¢ MudPIT;
v riznych technickych obmeénach pfedstavuje dodnes hlavni metodu shot-gun technologii. Své misto ve
spektru shot-gun pfistupti vS§ak maji i metody hybridni, vyuzivajici misto dvou chromatografickych déleni
napiiklad kombinaci izoelektrické fokusace peptidi s chromatografii (94), nebo kombinujici SDS-PAGE
s chromatografii v reverzni fazi (95).

Druhym zptisobem vyporadani se s vysokou komplexitou vzorku je jeji snizeni. Jednim z moznych
zpusobu redukce poctu peptidll je izolace peptidl urc¢itého typu na zakladé jejich specifickych chemickych
vlastnosti. Lze naptiklad specificky izolovat peptidy obsahujici —SH skupinu (96), peptidy fosforylované (97)
nebo glykosylované (98). Oba pfistupy, tedy vicerozmérné separace i redukce komplexity, jsou dnes hojné

vyuzivany a kombinovany a ptedstavuji metodicky zaklad moderni proteomiky.
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Kvantitativni hmotnostni spektrometrie

Vyuziti stabilnich izotopu

Dvojrozmérnd elektroforéza poskytuje na zakladé rozdilné optické denzity proteinovych skvrn informaci
semikvantitativni, tedy informaci o rozdilech v expresi jednotlivych proteinti v porovnavanych vzorcich. Shot-
gun pristupy v8ak kvantitativni data samy o sob& neposkytuji. Intenzita MS signalu peptidu zavisi, kromé
mnozstvi ionizovanych peptidi, na mnoha dal§ich proménnych, mimo jiné na dalSich slozkach vzorku.
Hmotnostni spektrometrie tak sama o sob&é neni metodou kvantitativni. Plati vSak, Ze intenzitu signalu dvou
peptidd identického chemického slozeni, které se v$ak z diivodu odlisného izotopického slozeni 1isi hmotnosti,
Ize v ramci jednoho spektra kvantitativné porovnavat (99).

Pravé na tomto poznatku je zalozeno nékolik zasadnich metod identifikace peptidi pomoci MS
zaroven s jejich kvantifikaci. Historicky prvni takovou metodou vyvinula skupina R. Aebersolda jiz v roce 1999
(100). Metoda se vzila pod nazvem ,,izotope-coded affinity tags* (i-CAT). Je zalozena na chemickém znaceni
proteind jednou ze dvou specifickych znacek, které jsou chemicky identické, ale 1isi se zastoupenim izotopa
vodiku (H versus D). Znacky zaroven obsahuji biotin pro afinitni izolaci zna¢enych peptidi. Dva vzorky urcené
k porovnani jsou po oznaceni na —SH skupinach smichany, rozstépeny trypsinem a znacené peptidy jsou
izolovany s pomoci biotinové znacky. Izolované peptidy jsou pak podrobeny chromatografické separaci a
identifikaci. Pomér intenzity MS signalu obou verzi (H a D) kazdého peptidu poskytuje relativni kvantitativni
informaci o expresi proteinu ze které¢ho dany peptid pochézi. Identita proteinu je stanovena na zédkladé MS/MS
spekter jednotlivych peptidd.

Na podobném principu, tedy vneseni hmotnostniho rozdilu pfi zachovani chemické identity peptidd, je
zalozeno nékolik dalSich kvantitativnich metod. Velkou popularitu ziskala metoda ozna¢ovand zkratkou iTRAQ
(isobaric tags for relative and absolute quantitation) zaloZena rovnéz na chemickém znaceni ¢tyifmi (v novéjSich
obménach dokonce az osmi) chemicky identickymi, ale izotopicky odlisnymi znackami (101, 102). Znaceni
v tomto pfipadé probihd az na Grovni peptidi. Identifikace i kvantifikace znaCenych peptidii pak probihad na
zakladé MS/MS spekter, kdy kromé fragmentace peptidu dochazi k odstépeni znacek a jejich relativni intenzita
signalu vypovida o mnozstvi peptidu v porovnavanych vzorcich.

Kromé iCAT a iTRAQ metod bychom méli zminit také znadeni inkorporaci '*O a '®O do peptidu pii $tépeni
trypsinem v H," 0 nebo H,'°O a také znageni volnych aminoskupin dimetylaci s pouzitim vodiku a deuteria
(103, 104).

Kromé chemického znaceni proteind ¢i peptidi se zhruba ve stejnou dobu podafilo vyuzit k relativni
kvantifikaci proteinli i znaCeni metabolického, tedy piirozené inkorporace izotopické znacky do organismu
zijiciho v prostiedi s izotopem. Prvni takovou praci byla analyza kvasinek rostoucich v b&zném ('*N) médiu a
médiu obsahujicim N (105). Pro sav¢i buiiky byla pozd&ji metoda vylepsena, "N byl v médiu nahrazen
izotopicky znacenou esencialni aminokyselinou (106). Pro tuto velmi citlivou metodu zatizenou minimalnim
mnozstvim artefaktd se vzila zkratka SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture) (107).
Metabolicka inkorporace stabilniho izotopu umoziiuje semikvantitativni proteomickou analyzu mikroorganismt

¢i bunék rostoucich v médiu. V poslednich letech vsak byly ¢asteéné metabolicky oznaéeny také vicebunécni
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zastupci rostlinné fise, ale také drosofila, had’atko, pstruh, slepice, my$ a potkan (108). Krmenim mysi
syntetickou dietou se zna¢enou aminokyselinou po dobu tii generaci se v roce 2008 podafilo tymu Mathiase
Manna ziskat ,SILAC mysi“ kompletn& proznagené *Cg lysinem (109). SILAC mysi jsou dnes jiz dostupné
komerc¢né a tento pfistup se i pfes vysokou cenu rychle ujal, protoze pfedstavuje citlivy a nejmensim mnozstvim

artefaktl zatizeny nastroj ke studiu globalnich zmén exprese bilkovin v eukaryotnich organismech.

Metody kvantifikace bez znaceni (Label-free methods)

Prestoze metody kvantifikace pomoci MS zaloZzené na znaceni stabilnimi izotopy poskytuji uspokojivé
vysledky, nejsou prosty omezeni a komplikaci. Znacenim vzorku roste cena experimentu i jeho casova
naroc¢nost a pouzitim vice kroktl se zvySuje moznost vzniku experimentalnich artefaktl. Proto jsou jiz nékolik
let zkoumany moznosti relativni kvantifikace proteint ve smési bez jejich znaceni.

V jednom z ptredchazejicich odstavcid jsme se zminili o tom, Ze intenzita peptidového signalu ve smési
zavisi na mnoha proménnych, mimo jiné na pfitomnosti jinych peptidii soutézicich pfi ionizaci o naboj. To
znamend, ze hmotnostni analyza komplexnich smési neni sama o sobé metodou kvantitativni. Je vSak
nezpochybnitelné, ze mezi mnozstvim peptidu a intenzitou MS signalu je pfimy vztah. Je tedy mozné derivovat
semikvantitativni data z parového shot-gun experimentu s nezna¢enymi proteiny?

V poslednich letech se ukazuje, ze pokud jsou dva vzorky A a B zpracovany zcela identickym
zpisobem a peptidy separovany (napiiklad dvojrozmérnou kapalinovou chromatografii) pfi zachovani naprosto
stejnych separacnich podminek, potom lze relativni mnozstvi jednotlivych proteinii ve vzorcich A a B odvodit
z poCtu nebo intenzity MS nebo MS/MS spekter jednotlivych peptidd. Prave tohoto pozorovani vyuzivaji dvé
zakladni metody ,,label-free* ptistupli. Odvozuji informaci o relativnim mnozstvi proteinu na zakladé:

1) porovnavani intenzit MS odpovidajicich peptidovych signald daného proteinu mezi vzorky A a B

2) porovnavani poctu MS/MS spekter ziskanych ve vzorcich A a B pro jednotlivé proteiny.

Prvni pfistup byva oznacovan jako kvantifikace dle integrované intenzity peptidovych piki (integrated
measurement of chromatographic peak areas) druhy jako kvantifikace poctem spekter (spectral counting)
(110, 111). Spolehlivost obou metod je zavisla na statistické analyze dat z vice peptidl, podobné jako u metod
s vyuzitim stabilnich izotopt.

Prace pfimo porovnavajici kvantifikace stejného vzorku label-free metodou s izotopovym znacenim potvrzuji
znacnou korelaci kvantitativnich dat t€émito metodami ziskanych (112, 113). Lze tedy pfedpovidat, ze label-free

metody nabudou v blizké budoucnosti zasadniho vyznamu.
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Analyza kvalitativnich zmén, proteinové komplexy a specialni metody.

S vyjimkou nékterych specifickych a izce zaméfenych technik ¢i instrumentaci jsme si v historickém vodu
zminili v§e podstatné pro uvedeni do soucasné popisné a expresni proteomiky. Nemeli bychom vSak zapominat,
ze kromé urovn¢ exprese dokaze proteomika popisovat i kvalitativni vlastnosti proteint a jejich zmény, a usiluje

tedy v kvantitativni analyze proteinové exprese, zminime se o téchto ostatnich metodach jen velmi struc¢né.

Analyza posttransla¢nich modifikaci

Posttranslacni modifikace méni fyzikaln¢ chemické vlastnosti analyzovanych proteinti a ovliviiuji tak, az na
vyjimky, separaci proteinti a peptidi a/nebo jejich hmotnostni spektra. Na zaklad¢é téchto zmén je zaloZena
vétsina metod pro globalni analyzu posttranslacnich modifikaci.

Nejdéle studovanymi posttranslaénimi modifikacemi jsou pravdépodobné fosforylace a glykosylace.
Fosforylace posouva izoelektricky bod proteinu smérem k niz§imu pl a ruzné fosforylované formy téhoz
proteinu tak lze Casto pozorovat na 2-DE jako horizontalni fady skvrn - ,,vlacky* (spot trains) porovnatelné
molekulové hmotnosti. Na zakladé MS analyz peptidit z téchto skvrn Ize, na zakladé zménéné hmotnosti
peptidu nebo jeho fragmentu, stanovit fosforylovany peptid nebo dokonce uréit konkrétni fosforylovanou
aminokyselinu. Alternativné lze ke znadeni fosforylovanych proteini pouzit také radioaktivni *’P, fosfo-
specifické protilatky nebo také fosfo-specifické pigmenty.

Posttransla¢ni proteolyza, tedy zkracovani proteinu od jeho N- nebo C-konce vede ke zméné jeho
molekulové hmotnosti a pfi vétsi zméné tedy mize byt rovnéz pozorovana jako zména migrace na 2-DE ve
vertikalnim sméru.

V soucasnosti je vSak globalni analyza posttranslacnich modifikaci pfevazné doménou shot-gun
pristupt. Vlastni modifikace jsou zde identifikovany opét na zakladé zmény hmotnosti peptidu nebo jeho
fragmentu. Cilené analyze fosfopeptidd nebo glykopeptidli (nebo jinak modifikovanych peptidt) v komplexnim
vzorku vétSinou predchazi n¢jaka metoda jejich obohaceni. Nejcastéji je to jejich afinitni izolace, zaloZzena na
odlisnych fyzikaln¢ chemickych vlastnostech modifikovanych peptidii (napt. izolace glykopeptidi pomoci
lektinti, izolace fosfopeptidli pomoci specifickych protilatek nebo metal-afinitni chromatografii) nebo na
chemické derivatizaci posttranslacnich modifikaci (naptiklad biotinylace oxidovanych glykosylaci).

O specifickych metodach analyzy posttranslaénich modifikaci by bylo mozné napsat mnoho stran, ale

¢lankd, které se proteomikou posttranslaénich modifikaci zabyvaji (114-116).

Analyza proteinovych komplexi
Separace a izolace intaktnich proteinovych komplexii, pfipadn¢ nekovalentnich komplexti proteindl s jinymi
molekulami, vyzaduje praci v nedenaturujicich podminkach. Tento zakladni imperativ tak samoziejm¢ definuje
metody, které 1ze k separaci proteinovych komplext pouzit.

Klasickou metodou pro déleni nativnich proteind nebo proteinovych komplexii je nékterd z mnoha

variant nativni elektroforézy (117). Z hlediska rozliSeni a potencialniho vicerozmérného usporadani, musime
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zminit predev§im metodu Blue native elektroforézy (Blue native electrohporesis), ve které umoznuje migraci
bilkovin (véetné velkych hydrofobnich komplexti) vazba pigmentu Coomassie Blue (118). Blue native
elektroforézu 1ze kombinovat s klasickou SDS-PAGE do dvojrozmérné elektroforézy a rozdélit tak separované
komplexy na jednotlivé podjednotky (119). Blue native elektroforéza byla vyuzita napiiklad pfi mapovani
proteinovych komplexti v bunééném jadie nebo membranovych proteinovych komplext v tenkém stievé (120,
121).

Nativni elektroforézy lze samoziejmé¢ kombinovat do dvojrozmérnych separaci také s nativnimi
chromatografiemi. Tento postup byl vyuzit napfiklad k izolaci proteinovych komplexi nekovalentné vazicich
zelezo (41).

Kromé tradi¢nich proteomickych pfistupti zaloZzenych na separa¢nich metodach a jejich kombinacich,
lze do Skatulky ,,proteomika* zahrnout také impresivni prace Anne C. Gavinové zaloZené na globalni afinitni

purifikaci bilkovinnych komplext a identifikaci jejich jednotlivych slozek (122, 123).

Proteinové Cipy (protein arrays)
Jednim ze specifickych a dosud minoritnich smérti v proteomice jsou i tzv. proteinové Cipy. Jedna se o obdobu
DNA nebo RNA ¢ipt, tedy o membrany ¢&i desticky (mikro nebo makro) se stovkami ¢i tisici bilkovin
zakotvenych v definovanych pozicich. Na proteinovém Cipu by, alespon teoreticky, mé&lo byt mozné zkoumat
interakci proteinti nebo jinych latek se zakotvenymi proteiny (124). Variantou proteinovych ¢ipt jsou tzv.
reverse arrays (obracené Cipy) na kterych jsou zakotveny protilatky a Ize tak studovat pfitomnost specifickych
antigentl naptiklad v séru pacientii (125).

Zdali se podaii vyuzit proteinovych ¢ipti zahrnujicich stovky nebo dokonce tisice bilkovin v zakladnim

vyzkumu ¢i dokonce v klinické diagnostice, ukaze Cas.
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Maxima, limity a problémy soucasné proteomiky.

Zasadni technologicky pokrok v poslednich péti letech, ztélesnény novymi rychlymi a pfesnymi hmotnostnimi
spektrometry, umoznil pfiblizit se k identifikaci proteinovych produktti kddovanych vSemi geny Saccharomyces
cerevisiae. Skupina Mathiase Manna identifikovala vice nez 4000 kvasni¢nych bilkovin, pfi€emz pocet
ovéfenych otevienych Ctecich ramcti v kvasni€éném genomu je zhruba 4600 (126). Nejnovejsi prace na lidskych
bunikach identifikovaly vice nez 10 000 proteini v jednom experimentu (68, 69), coz je Cislo, které se blizi
poétu transkripéné aktivnich gend v typické sav¢i buiice. Na druhou stranu je vSak tieba upozornit, Ze pro
tretinu ze zhruba 20 400 lidskych genti dosud nebyl Zadny proteinovy produkt nalezen (127).

Chceme-li posoudit limity ¢i omezeni jakékoliv techniky, musime znat kvantitativni parametry
zkoumaného objektu. Naskyta se tedy zcela zasadni otdzka: Jak velky je kvasni¢ény, mySi nebo lidsky
proteom? Je-li proteom definovan jako ,,proteinovy komplement genomu® nebo ,soubor vSech proteind
produkovanych v té ¢i oné buiice, tkani ¢i jedinci®, musime nutné vychazet z definice proteinu. At se to zda
ptekvapivé, soucasna biologie nema zcela jasnou a obecné akceptovanou definici proteinu. Historicka definice
,jeden gen-jeden protein” je pfekonana, jeden gen muze kodovat vice mRNA, ze kterych mize vznikat znacné
mnozstvi strukturné i funkéné odlisnych polypeptidi, jeZ mohou byt dale diverzifikovany posttranslacné.
Z jednoho genu tak vznikd (potencialné¢ velké) mnozstvi variantnich polypeptidd, které se mohou lisit
strukturou, lokalizaci a funkci. LiSi-li se bilkovina strukturou, funkei a lokalizaci, miizeme pak jesté hovofit o
jednom proteinu? Je tedy protein definovan kédujicim genem? Strukturou? Funkci?

Z prevladajiciho geno-centrického pohledu jsou vSechny produkty téhoz genu jen variantami téhoz
proteinu. Pocet proteinti tak odpovida poctu exprimovanych genti. Z pohledu proteo-centrického je vSak kazda
takova varianta individualni molekulou — proteinovou entitou, bytosti. Typickym piikladem ,,variantnich
proteint““ jsou fetézce imunoglobulini nebo modifikované varianty histonti. Rizné proteinové molekuly
s odlisnou strukturou, lokalizaci a funkci koduji 1 dobfe znamé geny jako naptiklad ENO1 (enolaza 1) (128) ¢i
GAPDH (129) nebo HSP27. Pravé HSP27 znamy jako gen pro heat shock protein 27 (HSPB1) dava vzniknout
minimalné 30 takovym variantdm odliSitelnym na 2-DE (130). Pro tyto ,varianty, , formy® ¢i ,,proteinové
produkty”, pro jejichz zafazeni ¢i nomenklaturu neni dosud jasné pravidlo, byl navrZzen termin ,,protein
species (131).

Kompletni lidsky proteom ma tedy z pfevladajiciho geno-centrického pohledu pouze zhruba 20 400
proteind, z hlediska proteo-centrického n krat 20 400, ptic¢emz n je dosud neznamé Eislo.

Jak je zpredchoziho textu patrné, ma soucasna proteomika zna¢né problémy koncepcni, vétsi
pozornost v§ak vénuje problémim ¢i omezenim technickym. Neobycejnad komplexnost proteomu (i z geno-
centrického pohledu) a vysoky dynamicky rozsah koncentraci jednotlivych proteint jsou stale hlavni technickou

prekazkou detekce vSech proteind nebo proteinovych variant, které jednotlivé proteomy zahrnuji.

Podivejme se ted’ stru¢né na technickd omezeni obou zékladnich proteomickych pfistupd. Zaénéme
s dvojrozmérnou elektroforézou: Vyjdeme-li z kombinace maximdlni mozné nanasky vzorku, kterou lze
rozdélit na bézném IPG-IEF gelu (500 pg az 1 mg proteinu), a z maximalni citlivosti kompatibilni detekce

proteind po SDS-PAGE, mizeme snadno odvodit, Ze bez predchazejici vicestupiiové frakcionace 1ze na 2-DE
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gelu zobrazit pouze proteiny, které se v typické sav¢i buiice vyskytuji nejméné v fadu desitek tisic kopii. Tedy
jen ty nejhojnéjsi. Kromé toho je znamo, ze 2-DE elektroforéza neni vhodna pro velmi velké a velmi malé
proteiny (nad 150 kDa a pod 15 kDa) a rovnéz pro proteiny s extrémnim izoelektrickym bodem. Dals§im, a to
zcela zasadnim omezenim, je to, ze 2-DE elektroforéza neumozituje analyzu transmembranovych proteint
z dtivodu jejich vysoké hydrofobicity (132). Casty ptekryv proteinovych skvrn, ktery brani kvantitativni analyze,
predstavuje dalsi komplikaci (133)

S trochou skepse 1ze konstatovat, ze 2-DE elektroforéza umoznuje analyzu nékolika set nejhojnéjSich
hydrofilnich bilkovin, které pfedstavuji jen maly zlomek celého, at’ jiz bakteridlniho nebo eukrayotického
proteomu. V neprospéch 2-DE hovoti také nemoznost automatizace. Dvojrozmérna elektroforéza na druhou
stranu uchovava informaci o posttranslacnich modifikacich a jednotlivych variantach daného proteinu lisicich se
velikosti a/nebo nabojem. Dalsi vyhodou jsou mensi naroky na MS analyzu z hlediska potfebného strojového
¢asu i typu hmotnostniho spektrometru.

Krom¢ zminénych omezeni stoji v souvislosti s 2-DE za zminku i dosud neprostudovany fenomén, pro
ktery se vziva termin ,,déja vu“. Ukazuje se totiz, ze bez ohledu na analyzovanou tkan, nebo typ experimentu ¢i
biologicky druh, ze kterého vzorek pochazi, figuruji na seznamu identifikovanych diferencialné exprimovanych

proteind po 2-DE velmi Casto stejné bilkoviny (134). Dosud neni jasné, zdali se jedna o biologicky jev nebo o

artefakt 2-DE analyzy. O fenoménu proteomického déja vu se podrobnéji rozepisuji na strané 45.

Shot-gun metody umoziuji, a to z hlediska poctu identifikovatelnych proteinti, hlubsi vhled do proteomu. Préce,
které spomoci jedno- nebo vicerozmérné separace peptidi v on-line kombinaci srychlymi a pfesnymi
hmotnostnimi spektrometry identifikuji a relativné kvantifikuji 1500-5000 proteind, jsou dnes jiz zcela bézné.
Je vsak pocet identifikovanych proteinti tim nejdtlezitéjsim kritériem?

Proteiny jsou v shot-gun experimentech identifikovany na zékladé MS/MS jednotlivych peptida
pfitomnych ve smési. Sekvencni informace obsazena v MS/MS spektrech je porovnavana s teoretickymi
hodnotami hmotnosti fragmentti vSech peptidi pfitomnych v databazich. Protein, nebo pfesnéji feCeno gen,
ktery protein koduje, je pak nalezen na zakladé shody jednoho nebo vice spekter s databazi. Pouze vétsi ¢i
mensi ¢ast sekvence proteinu je pfitom identifikovanymi peptidy pokryta. Slabinou tohoto pfistupu je to, Ze
nedokaze rozlisit rizné varianty Ci ,,protein species” kodované jednim genem. Nelze rozliSit verze proteind
vzniklé alternativnim sestfihem (pokud je zachovan cteci ramec) ¢i posttranslacnimi upravami. Informace o
urovni exprese tak vypovidaji o mnozstvi jednotlivych identifikovanych peptidi, ale nikoliv o konkrétni
varianté proteinu sloZzeného z té€chto peptidi.

Zminili jsme, Ze transmembranové proteiny neni mozné efektivné analyzovat 2-DE. Problém
s analyzou transmembranovych hydrofobnich proteinii se do jisté miry tyka i shot-gun pfistupd. Piestoze tyto
postupy nepracuji s intaktnimi proteiny, jejich uspofadani upfednostiuje hydrofilni peptidy. Pokud ma
transmembranovy protein dostatecné velké mimomembranové domény, které poskytnou dostatek peptidl, mize
byt vshot-gun experimentech identifikovan. Na selektivni izolaci hydrofilnich povrchovych domén
transmembranovych proteinti plazmatické membrany jsou vyuzivany ucinné specifické postupy zalozené na
znaceni povrchovych domén na intaktnich bunikach s naslednou afinitni izolaci (135). Problémem vSak zistavaji
proteiny s malymi, nebo trypsinu nepfistupnymi extra-membranovymi doménami. K jejich analyze nezbyva

nez zvolit specificky postup selektivné zaméteny na hydrofobni transmembranové domény (136, 137)
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Nejmoderngjsi shot-gun metody umoznuji detekci a kvantifikaci az nékolika tisic bilkovin v jednom
experimentu, a blizi se tak poc¢tu vSech genti exprimovanych v dany okamzik v dané tkéani. Z geno-centrického
pohledu se tak blizime popisu kompletniho geonomu, ale z pohledu proteo-centrického pohledu se dosud
pohybujeme jen ,,po povrchu®, pokud ignorujeme jednotlivé ,protein species”. Pies zna¢na omezeni 2-DE i
shot-gun pristupti poskytuji tyto metody velmi cennym vhled do bunééné a tkanové fyziologie a patofyziologie

a doplnuji tak velmi vhodné metody fyziologie a bunééné a molekularni biologie.

Proteomika jako specificky soubor nastrojii, technik a ptistupd ke studiu zivé pfirody se v poslednim desetileti
etablovala v zakladnim vyzkumu v mnoha biologickych oborech, ale i v aplikovanych zemédélskych a
potravinaiskych studiich a rovnéz ve vyzkumu medicinském. Od roku 1995 kazdoro¢n€ pfibyva publikaci, které
proteomiku vyuzivaji nebo rozvijeji. Jen za poslednich 10 let se podle databaze Medline pocet ¢lankid
zvefejnénych v jednotlivych letech zvysil témét devitinasobné (ze 747 v roce 2001 na 6246 v roce 2011).

Spolu s po¢tem proteomickych laboratofi a publikovanych ¢lankt narista, predev§im v poslednich péti
letech, také pocet kritickych hlasd. Ty upozoriuji pfedev§im na rtizna technickd omezeni a limity soucasnych
metod, ale také na nedostatky koncep¢ni. Kritické hlasy ,,zevnitt*, tedy z komunity odbornikd-proteomikti vSak
vypovidaji pfedevS§im o tom, Ze proteomika jiz piekonala stddium nekritické détské fascinace sama sebou a
stava se zralou metodou, ktera si uvédomuje své moznosti a kriticky zkouma sva omezeni a nedostatky.

Kromé technickych limiti danych parametry separacnich metod a hmotnostni spektrometrie je tfeba
mit na paméti, Ze bez jasné definice proteinu nelze definovat proteom. Proteomika pielomu milénia zalozena
pfevazné na 2-DE separaci intaktnich proteinii byla schopnéd odlisit jednotlivé varianty proteint (,,protein
species” nebo ,,proteoforms®) kodované jednim genem. Moderni shot-gun metody, které v poslednich letech
nahradily klasickou 2-DE analyzu poskytuji z hlediska pocétu identifikovanych bilkovin hlubsi vhled do
proteomu, ale riizné proteinové varianty kodované jednim genem rozliSit neumi (pokud se nejedna o zménu
¢teciho ramce). Cesta k feSeni tohoto problému ziejmé povede zpatky k praci s intaktnimi proteinovymi
molekulami. Metody pro separaci i MS analyzu celych bilkovinnych molekul jsou jiz k dispozici a tento smér

budouciho vyvoje proteomiky naznacuji i nékteré nejnovéjsi publikace (138).
Proteomika je, stejné jako ostatni nastroje zkoumani Zivé piirody, metodou nedokonalou. Presto vSak

miiZe poskytovat velmi cenné informace. Jejich kvalita vSak zaleZi predev§Sim na vhodném usporadani

experimentu a na kritickém pristupu experimentatora.
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