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1. Uvod

Proteomika se béhem posledniho desetileti stala jed-
nim z nejdynamictéjsich oborti v pfirodnich védach. Za to
vdéc¢i rozvoji molekularni biologie, genomiky, bioinforma-
tiky a spektroskopickych a separacnich metod, coz pfispé-
lo k zdokonaleni analyzy nukleovych kyselin (napt. rychlé
sekvenovani), separace a charakterizace bilkovin (napf.
dvourozmérna gelova elektroforéza a chromatografie, nové
ioniza¢ni metody hmotnostni spektrometrie). Vyuziti vypo-
Cetni techniky pro zpracovani dat ziskanych hmotnostni
spektrometrii umoznilo rychlou identifikaci bilkovin.

Existuje celda fada definic proteomiky. Za jednu
z nejlepsich povazuji tuto: proteomika je obor, ktery se zaby-
va systematickou analyzou bilkovin z hlediska jejich identi-
ty, mnozstvi a funkci. Jiné definice popisuji spiSe jednotlivé
oblasti studia bilkovin (napt. identifikaci, vztahy mezi struk-
turou a funkci) nebo zplisob ziskdvani Udaji (napf. rychla
identifikace bilkovin zejména pro diagnostické ucely).

Prudce rostouci pocet publikaci znesnadnuje zacinaji-
cim proteomikim ziskat ucelenou predstavu. Toto Eislo
Chemickych listl je vénovano predev§im chemickym
a analytickym metoddm vhodnym k identifikaci bilkovin
(tedy tzv. analytické proteomice), bioinformatice, nékte-
rym vztahim mezi genomem a proteomem, vybranym
skupinam bilkovin a nékolika ptikladim identifikace bil-
kovin a je ur€eno zejména studentim a dalS$im zajemctim,
kteti nemaji pristup k zahrani¢ni literatufe. Tento ¢lanek
proto upozorfiuje na dalSi prace vénované proteomické
problematice publikované v ¢eskych casopisech. Protoze
dosud publikované proteomické prispévky v ceské literatu-
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fe v disledku riznych pfistupti jednotlivych autord pisobi
ponékud roztiisténé, pokusil jsem se v tomto ¢lanku shr-
nout a utfidit n€které Castéji pouzivané terminy a metody
s cilem usnadnit ¢tenafm pochopeni dalSich praci v tomto
Cisle, které jsou shrnuty v zavé&recné ¢4sti tohoto piispévku.

2. Pristupy k proteomickému studiu

Existuje cela tada rozdilnych pfistupti k proteo-
mickému studiu jak z hlediska pouzité metodologie, tak
ucelu a cilt. V nasledujici ¢asti budou zminény jenom
vybrané Casté€ji pouzivané ptistupy:

Analyticka proteomika je zaloZena na kombinaci se-
parace bilkovin ze sloZitych biologickych smési, jejich
charakterizaci hmotnostni spektrometrii a na bioinforma-
tickém zpracovani ziskanych Udajii. Hlavnim cilem je
identifikace bilkovin v¢etné stanoveni molekulové hmot-
nosti, sekvence (pofadi) aminokyselin a urCeni post-
transla¢nich modifikaci. Dal§imi cili jsou napf. charakteri-
zace nekovalentnich interakci bilkovin s jinymi latkami
a kvantitativni stanoveni heterogenity.

Strukturni proteomika se zabyva studiem struktury
bilkovin s pouzitim krystalografie, NMR, MS a fady dal-
Sich technik s cilem pochopit strukturni chovani bilkovin
(tvorbu a stabilitu nativni konformace) a vyuzit tyto po-
znatky v proteinovém inzenyrstvi pii modifikacich bilko-
vin pro specifické ucely (1éCiva, primyslové enzymy atd.).

Funkcni proteomika se zabyva nejen funkci bilkovin,
ale zejména studiem komplexnich Zivotnich procesi, je-
jichz pochopeni ma zasadni vyznam pro studium vyvoje
organismu ¢i mechanismu a 1é¢bu nemoci.

Diferencni (srovnavaci) proteomika je zaloZena na
analyze slozitych smési bilkovin, ktera sleduje zmény slo-
zeni bilkovin pfi riznych stavech organismu (napf. nor-
malni versus patalogicky stav) s cilem nalézt a identifiko-
vat rozdiln€ se vyskytujici bilkoviny.

High-throughput proteomika je zaméfena na rychlé
ziskavani velkého mnozstvi tdaji o bilkovinach, coz je
dilezité zejména pro screeningové Ucely ve zdravotnictvi,
zemé&délstvi, kontrole potravin atd.

High-coverage proteomika se zabyva ziskavanim
udaji o sekvenci aminokyselin vCetné posttranslacnich
modifikaci bilkovin s cilem co nejvyssiho pokryti primarni
struktury (tj. stanovenim potadi co nejvyssiho poctu ami-
nokyselinovych zbytkd v bilkovin€), coz je dulezité pfi
studiu role bilkovin v Zivotnich procesech.

Bottom-up proteomika ptedstavuje ,klasicky* postup
identifikace bilkovin, kdy je dand bilkovina nejprve izolo-
vana ze smesi, potom enzymove rozstépena na smes peptidi,
které jsou charakterizovainy hmotnostni spektrometrii
(molekulova hmotnost, piipadné sekvence). K tomu jsou
vétSinou vyuzivany specifické peptidy, tj. peptidy, které od-
povidaji specificité pouzitého enzymu (zpravidla trypsinu).
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Shotgun proteomika je obecny postup pro identifikace
bilkovin, kdy je neseparovand smés bilkovin nejprve enzy-
moveé rozStépena na smes peptidd, které jsou nasledné
separovany vhodnou metodou (nejcastéji HPLC) a potom
sekvenovany tandemovou hmotnostni spektrometrii (¢asto
jsou vyuzivany i nespecifické enzymy napft. proteinasa K).
Jedna z metod se nazyva MudPIT (multidimensional pro-
tein identification technology, vicerozmérna technologie
identifikace bilkovin).

Top-down proteomika je postup identifikace bilkovin,
kdy je dana bilkovina nejprve izolovana ze smési a potom
charakterizovana (nejvyhodnéji je cela molekula fragmen-
tovana v hmotnostnim spektrometru). Tento pfistup prinasi
rychlé informace o molekulové hmotnosti, sekvenci ami-
nokyselin a posttranslacnich modifikacich.

3. Metody proteomického studia

Priprava vzorku pro identifikaci je velmi diilezita.
Neni pfili§ rozumné zacit homogenizaci celého organismu
a ztéto komplexni smési se snazit charakterizovat cely
proteom. I kdyby se to podatilo, coz v soucasnosti se neda-
fi pln€ ani pro mikroorganismy, neziskdme vice informaci
nez ty, které zname jiz z genomu. Proto je nutné si defino-
vat na za¢atku kazdého projektu jeho cile a na tomto za-
kladé vzorek dostatecné zjednodusit (vybrat jen urcitou
Cast organismu nebo typ bilkovin) a tomu pfizpusobit izo-
laéni postup (vybér extrakénich ¢inidel, separa¢ni metody
atd.).

Tradi¢ni metodou analytické proteomiky je dvouroz-
mérna gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu,
vyuzivana nejen k separaci bilkovin, ale i k ziskavani
dvourozmérnych map bilkovin, které lze pfimo vyuzit
k proteomické charakterizaci organismu, tkani, bungk,
metabolickych procesii atd.'. Dali tradiéni metodou je
Edmannova degradace bilkovin vyuzivana k jejich sekve-
naci, ktera je nyni nahrazovana hmotnostni spektrometrii®.
Dvourozmérna kapalinova chromatografie spise dopliuje
neZ nahrazuje dvourozmérnou gelovou elektroforézu’. Jeji
nejveétsi  prednosti je, Ze separované bilkoviny jsou
v roztoku, a Ize je tedy snadno pouzit ke stanoveni jejich
molekulové hmotnosti, ze které 1ze rychle zjistit, zda je
bilkovina posttranslacné modifikovana. Tyto bilkoviny lze
pouzit pro dalsi studium. Existuje fada dalsich metod, které
umozituji izolovat bilkoviny pro proteomické ugely. Cast
znich je zaloZena na principu kapildrni elektroforézy a isoe-
lektrické fokusace v kapaling®®, dalsi vyuZivaji field-flow
frakcionaci’ pro izolaci bilkovin'® nebo biologickych ¢astic''.
Nejdulezitejsi jsou stale metody chromatografické. Kromeé
dvourozmérné kapalinové chromatografie se vyuZzivaji
v proteomice 1 dalsi techniky (napt. gelova chromatogra-
fie'?), ale stale diileZit&jsi ulohu hraji afinitni techniky'*™".

Dynamicky rozvoj analytické proteomiky byl umoz-
nén zejména diky pokrokiim hmotnostni spektrometrie,
ato hlavné vyuzitim novych ionizacnich technik MALDI
a ionizace elektrosprejem (ESI), za které byla v roce 2002
udélena Nobelova cena K. Tanakovi a J. Fennovi. Existuje
nékolik hmotnostné spektrometrickych zplisobl identifika-
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ce bilkovin: stanoveni molekulové hmotnosti intaktnich
bilkovin, PMF (peptide mass fingerprinting, peptidové
mapovani), fragmentacni analyza peptidi a fragmentacni
analyza intaktnich bilkovin.

Stanoveni molekulové hmotnosti intaktni bilkoviny
sice nelze povazovat za dostatecnou identifikaci, na dru-
hou stranu poskytuje okamzitou informaci o moznych
posttranslac¢nich modifikacich.

PMF vyuziva stanoveni molekulové hmotnosti pepti-
di vzniklych specifickym $tépenim bilkovin urcitym enzy-
mem, stanovené molekulové hmotnosti peptidd jsou po-
rovnany s teoretickymi molekulovymi hmotnostmi peptidi
vzniklych specifickym $tépenim stejnym enzymem vsech
bilkovin v databazich. Vyhodou je, Ze tento postup vyza-
duje velmi malé mnozstvi bilkovin a ze ho Ize snadno au-
tomatizovat. Nevyhodou je pak nejednoznacnost vysled-
kut pti analyze smési bilkovin a to, Ze jde pouze o nepfi-
mou identifikaci, kterd selhdva u mutaci a posttranslacnich
modifikaci.

Fragmentacni analyza vyuziva stanoveni molekulové
hmotnosti fragmentovych ionti vzniklych v hmotnostnim
spektrometru z peptidl ke stanoveni jejich aminokyselino-
vé sekvence. Ta je potom vyuZita pro identifikaci v databa-
PMF, protoZe byla vyvinuta pro elektrosprejovou tandemo-
vou hmotnostni spektrometrii (ESI MS/MS), ale rychly
rozvoj tandemovych technik MALDI (napt. MALDI TOF/
TOF, MALDI Q-TOF) umoznil pouziti stejného vzorku
pro oba pfistupy. Navic fragmenta¢ni analyza peptidu
umoziiuje i analyzu nespecifickych peptida'® nebo stano-
veni sekvence aminokyselin u bilkovin, které nejsou
v databazich, tzv. de novo sekvenaci. Fragmentacni analy-
za intaktnich bilkovin s pouZzitim MS pfinasi v ptipadech,
kdy je dana bilkovina nejprve izolovana ze smési a potom
fragmentovdna tandemovou hmotnostni spektrometrii,
informace o molekulové hmotnosti, sekvenci aminokyselin
a posttranslaénich modifikacich'®.

Udaje ziskané z MS/MS analyzy peptidii 1ze interpre-
tovat nékolika postupy. Dfive se pouZzivala rucni interpre-
tace koliznich spekter, kdy je ziskana sekvencni informace
pouzita k prohledavani databaze bilkovin vyhleddvacim
programem. Zpracovani obrovského mnozstvi dat ziskané-
ho hmotnostni spektrometrii si vyzadalo moznost ptimého
vyuziti experimentalnich MS/MS dat pro vyhledavaci pro-
gramy. Dal$i rozvoj vypocetni techniky a bioinformatiky
nejen pro rychlou identifikaci bilkovin, ale i pro zjistovani
jejich biologické role, je nezbytnou podminkou splnéni
cili proteomického vyzkumu.

4. Cile proteomiky

Proteomika, ktera prochazi v poslednich letech rych-
lym vyvojem, zasahuje do vSech oblasti veédy i aplikaci,
kde né&jakou roli hraji bilkoviny. Hlavnim cilem proteomi-
ky je popis a vysvétleni role bilkovin v procesech, které
probihaji v organismech, coz zahrnuje identifikaci bilkovin
(v€etné stanoveni molekulové hmotnosti, sekvence amino-
kyselin, kvantitativni stanoveni heterogenity, ur€eni vazeb
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S-S a posttranslaénich modifikaci), interakce bilkovin
sjinymi latkami, kvalitativni i kvantitativni stanoveni
zmén slozeni bilkovin béhem biologickych procest atd.
Nejdulezitgjsi jsou aplikace proteomiky v medicing
(studium pficin a mechanismd chorob, nalezeni markert
patologickych stavil), farmacii (hleddni a vyvoj 1éciv),
potravinaistvi (kvalita a bezpecnost potravin, nové vyrobni
procesy), prumyslu (technické enzymy), ochrané Zivotniho
prostiedi (likvidace Skodlivin enzymy), zeméd¢lstvi
(zvySovani vynost, péstovani novych odolnégjSich odrud
s niz8im obsahem skodlivych latek) atd.

Proteomika generuje stale vétsi mnozstvi dat o bilko-
vinach v makromolekuldrnich komplexech, bunkach, orga-
nelach, tkanich i celych organismech a tempo ziskavani
dat se neustale zrychluje. Soucasné se zlepSuji a vyvijeji
nové proteomické techniky, a to jak analytické, biologickeé,
tak zejména bioinformatické, nebot’ produkované mnozstvi
dat pfesahuje moznosti nepocitacového zpracovani.

5. Obsah proteomického ¢isla Chemickych listi

Prudky rozvoj proteomiky nebyl dosud pfili§ zachy-
cen v Seské odborné literatuie’, proto se vybor proteomic-
ké sekce Ceské spolednosti pro biochemii a molekularni
biologii spolu s redakci Chemickych listii dohodl na pfi-
pravé proteomického éisla, které by poskytlo ceskym za-
jemcum pokud mozno uceleny piehled této problematiky.
Na pocatku jsem oslovil asi 30 pracovnikd, ktefi se u nas
proteomikou zabyvaji, aby napsali prispévek na urcité
téma. Asi dvé tfetiny oslovenych vyhovélo mé zadosti
aprvni ¢ast spolecného Gsili nyni ¢tenaiim predkladame.
Druha ¢ast prispévki bude v Chemickych listech publiko-
véana v roce 2006, kde se mimo jiné objevi referaty o gly-
koproteinech, méfeni protemickych dat a studiu trojroz-
mérné struktury bilkovin hmotnostni spektrometrii.

Uvodni ¢&lanky prvni &asti shrnuji historii, vyvoj
a obecngjsi pristupy proteomiky'®?°. Nasledujici piispévky
popisuji moderni chemické proteomické postupy, vyuziti
proteolytickych enzymi®', integrovanych feeni’> a mik-
rofluidiky® v proteomice. Dali piispévek se zabyva diile-
Zitou skupinou bilkovin fosfoproteiny®*. Ti firemni pri-
spévky popisuji moderni hmotnostné spektrometrickou
instrumentaci®> .

Aplikace jsou jednak zameéfeny na vyuZziti dvojroz-
mémé kapalinové chromatografie pro izolaci bilkovin®®,
jednak na vyuziti proteomiky v molekularni toxikologii*,
na charakterizaci proteomu bakteriofaga 812 (cit.’) a na
proteomickou identifikaci glutenovych bilkovin®'.

Tato prace byla podporena prostiedky vyzkumnému
zaméru MSMT ¢ Z40310501.
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Proteomics is a fast developing field aimed at protein
identification. Its development was made possible by im-
provement of separation and spectroscopic techniques, and
development of bioinformatics necessary for data evalua-
tion. This review summarizes some basic approaches, aims
and methods (including MS, electrophoresis, chromatogra-
phy, focusing field-flow fractionation, etc.). The review
opens a special proteomics issue of the journal.



