Uvod do proteomiky

Proteomika je obor, ktery se zabyva globalnim hodmmenim exprese genetické informace
na urovni bilkovin (proteomem), rovnéz vSak zkouma strukturu a interakce proteini.

Human Proteome Organization (HUPO www.hupo.org) formulovala v roce 2001 cile
proteomiky pogkud presrgji jako identifikaci vSech proteinkodovanych lidskym genomem
(popripact genomy dalSich, zejména tzv. modelovych orgafjsmaslednym stanovenim a)
jejich exprese viiznych butkach daného organismuexpresni proteomika b) jejich
subcelularni lokalizace wiznych organelach, c) jejich posttrarsiech modifikaci, d) jejich
vzajemnych interakci (b-d zahrniggukturni proteomika ) a e) vztahu mezi strukturou a
funkci funkéni proteomika).

HU:O

Human Proteome Organisation

Z této Sirokého zaiu obou definic definice je jasné, Ze proteomikaradu ditich

podoboti, nag. tzv.klinicka proteomika se pomoci analyzy bilkovinného spektra viork
(nap. mat, sliny, krev) pokousSi odhalit nové markery, ktbyev budoucnosti mohly pomaoci
ve Wasné diagnoze ads konkrétniho onemoeni. Naprosto zasadni roli ve vSech sférach
proteomiky hraje bioinformatikafaiz ve forn¢ digitalizace a obrazové analyzy 2D iéliz
nize), modelovéni trojrozémych struktur proteii a siti interakci protetnnebo ve forns
tvorby, spravy a vyvoje ejr¢ pristupnych databazi. Jednim ze zajimavych projekba.
Svédsky Human Protein Atlakt{p://www.proteinatlas.ory/ ktery shromaduje informace o
expresi jednotlivych protetnv riznych tkanich, coz by samo o gatebylo tak unikatni, ale
zarove pro tyto proteiny archivuje snimky imunohistochekyi barvenych prepariat v

doke psani tohoto textu jich bylo k dispozidigs 400 000.

| kdyZ by se mohlo zdat, Ze za pomoci dnes jiz grogndostupnych RNA/cDNA ¢ipa”
(microarray) hodnoticich expresi na Urovni trarsrziskavame dostates detailni
informaci o aktualé probihajicim stavu realizace genetické informgeéeba si ugdomit,
ze:

=

ne vSechny mRNA jsou &eny pro peklad do proteinu

2. mira transkripce konkrétni, protein-kodujici RNAakeka ne vzdy odpovida rei
exprese&i dokonce aktivity kddovaného proteinu diky mnoaktérim (mMRNA, RNA
sestfih, posttransléni modifikace proteif, atd.)

Stejre jako u ostatnich "-omik", i rozvoj proteomiky dsadnim zjsobem ovlivign
vyvojem na poli technologie. Realny rozvoj oborstaéde facto teprve po té, co k dnes jiz
klasické metod dvojroznerné elektroforézy sefjalal rozvoj "mekkych" ionizanich technik
hmotnostni spektrometrie, kamis&li desorpce/ionizace z&asti matrice (MALDI) a
ionizace elektrosprejem (ESI).
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Obrézek 1: Hlavni sémy proteomiky
Metody proteomiky

1. Dvojrozmérna elektroforéza proteini

V sowasné dobje dvojroznénrné elektroforéza proteirmetdou volby pro separaci
proteini. Tato metoda umadije rozliSeni az 10000 protéinPodstatou metody je vyuZiti
dvou odliSnych fyzikélé chemickych vlastnosti proteinnejdive jsou proteiny roztleny
podle jejich izoelektrického bodu (pl), coz je htalpH, (i které je sotet nabaj proteinu
nulovy. Toho docilime tak, Ze na prouzek gelu, tezém je vytveent gradient pH, naneseme
protein a aplikujeme elektrické n#p Proteiny pak migruji ke katédi anod dle svého
celkového naboje az do chvile, kdy pH mista v gelpovida pl proteinu. Podle zvoleného
rozsahu pH izeme ngnit Skalu proteif, které rozdlime, ¢asto se pravtéto vlastnosti
VyuZziva pro "zaoseni" (zooming) na proteiny s pl v Uzkém rozsahu pbiseparaci v

prvnim roznéru je provedenadina elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGddY,
ovSem nagti aplikujeme kolmo vzhledem kigodni orientaci elektrod. Proteiny poté migruji
v druhém rozréru glelemcisté v zavislosti na jejich velikosti. Po préffnuti obou fazi 2D
elektroforézy jeiteba proteiny vizualizovatekterou z barvicicki znaicich metod
(chemickych nebo radioaktivnich). Vysledné "mapgdtpini Ize porovnavat napmezi
experimentalnim a kontrolnim vzorkem nebo mezi kyadebreanymi od paciens
konkrétnim onemocimim oproti zdravym kontrolam a identifikovat takliddé exprimované
proteiny, které mohou mit souvislost s patogenang&tio onemodani. Proto jeiteba o¥fit
identitu €chto odliS® exprimovanych protein negasgji pomoci "vyfiznuti" oblasti gelu
vykazujici odliSnost a jeji naslednou analyzu poinmmeotnostni spektrometrie. Metoda 2D
elektroforézy ma sameégjme i své nevyhody - pétmezi & omezena reprezentativnost
vzorku (problematické jsou velmi zasadité protepmpteiny malo rozpustné ve vodné fazi a
membranové proteiny), sensitivita (proteifjtgmné ve velmi nizkych koncentracich



vyZaduji specialni typy barveni), reproducibiliteseasrovnani s obdobnymi technikami pro
nukleové kyseliny Spatna automatizovatelnost.
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HMOTNOSTNIi SPEKTROMETRIE

Obrazek 2. Dvojrozirna (2D) elektroforéza. Po izoelektrické fokusaphV gradientu v
elektrickém poli nasleduje elektroforeticka separa@olyakrylamidovém gelu (SDS-
PAGE...sodium dodecylsulphate - polyacrylamide gédetrophoresis). Vizualizace protéin
je mozna po obarveni (na obrazku pouzita Coomase).b

2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, ktera uimnge presné ndreni molekularni hmotnosti
Siroke Skély latek. JelikoZz zkoumana latka musigbgvedena jako intaktni do plynné faze,
vyuziti hmotnostni spektrometrie pro analyzu pratéale i polysacharidl¢i

oligobukleotidi) bylo umoZrno vyvojem "ngkkych" ionizanich technik hmotnostni
spektrometrie, kam dadi desorpce/ionizace zéasti matrice (MALDI) a ionizace
elektrosprejem (ESI). Identifikace proteinu se @wiw zasagldvema zakladnimi zfisoby:

1. Protein je nagpen trypsinem nebo jinym proteolytickym enzymenmmensi peptidy,
jejichz p‘esné hmotnosti jsou pomoci MS &eny. Spektruméchto hmotnosti je pak
porovnano s teoretickymi spektry, ktera jsou Wiffma ze sekvenci protéin
dsostupnych databazich (pomoci bioinformatickychoehe

2. Tandemova MS umaiije zvolit peptid, ktery je nasledifragmentovan kolizi s
inertnim plynem. Profil vysledkfragmentace (fragmentation pattern) poskytuje
¢ast&nouci uplnou informaci o sekvenci proteinu, ktera jelitkem pro hledani
shody s daty uloZzenymi v databazich.

Mimo samotnou identifikaci proteine MS neocenitelnym nastrojem pro analyzu

postranslénich modifikaci proteifn, protoZze umoiuje lokalizaci dané modifikace uvhit
proteinu a napomaha rodinzjis€ni charakteru takové modifikace.

Proteinovy ¢ip



Ve srovnani s nukleovymi kyselinami je diky dalekesi variabilig fyzikalné-chemickych
vlastnosti proteit konstrukce jednotného "proteinovétipu” (protein array) daleko
komplikovargjsi. | presto je v sotasnosti k dispozicidkolik platforem, které se k tomuto cili
GspEsre blizi. Nekteré vyuzivaji protilatky nebo antigeny, kteréyswacipu naneseny ve
vysoké denzit a ve vzorku detekuji odpovidajici entitu, jiné proénu obsahuji neproteinové
polymerni molekuly, které reaguji s¢itymi skupinami protein, hodré nadtje je vkladano

do nastupujicich nanotechnologickych metod.

Proteomika v medicirg

Jak bylo nazngeno vyse, jednou z podstatnych Gloh proteomikgémiifikace novych
markefi vyuzitelnych pro predikci, prevenci, diagnozu,gmézu a optimalizaci terapie
lidskych onemoceni. Aby takové vyuziti metody bylo skut@ reélné v kazdodenni klinické
praxi, je nutné, aby biologicky material, ve kterbode takovy marker identifikovan, byl
pomerné snadno dostupny (nage krve, mae, slin, mozkomisniho moku apod.). Dalsi,
prozatim spiSe experimentalni vyuziti, bude pépedobr v oblastech vyvoje v a
farmakoproteomiky.
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