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1. Uvod: genom, genomika, proteom
a proteomika

Znalost tiplné genetické informace daného organismu (ge-
nomu), ziskand sekvenovanim deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) a urcenim funkce jednotlivych gent, je nepochybné
velkym pokrokem, ktery umozni hloubéji proniknout do mo-
lekuldrni podstaty funkce Zivych systémi, coz zfejmé povede
i k 16¢bé dosud téZko prekonatelnych chorob. Genomika, od-
vétvi orientujici se na ,,pfecteni genomu, je vSak pouze
jednim z prostfedkli k naplnéni téchto cilii. Genetickd infor-
mace totiz hovofi predev§im o dédi¢né prevzatych schop-
nostech organismu. Proteiny, které jsou skute¢nymi Ciniteli
bunéénych procesi, v8ak musi byt z trovné DNA nejprve
prepsdny a prelozeny, pricemz jejich syntéza a degradace
(andsledné jejich redlnd funkce) zdvisi na mnoha podstatnych
regulacnich faktorech.

Pro soubor vsech buné¢nych proteinti se v roce 1995 ujal
pojem proteom’jako komplementdrni soubor proteinti k sou-
boru genl (genomu). Nazev vznikl z anglické definice ,,PRO-
TEin complement able to be encoded by a given genOME*
nebo ,,PROTEin equivalent of a genOME®!. Zatimco genom
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je pojmem statickym, v podstaté¢ konstantnim, proteom je
pojmem dynamickym; koncentrace jednotlivych druhti protei-
nd se (na rozdil od jejich gent) méni podle aktudlnich potieb
organismu.

Studiem proteomu se zabyvad nové védni odvétvi na roz-
hrani chemickych a biologickych véd, proteomika. Je to kom-
plexni analyza proteint buiiky, tkdné&, organely i biologické
tekutiny?. Jednim z hlavnich cilii proteomického vyzkumu je
ziskdni proteinové mapy — dvourozmeérného obrazu zndzoriu-
jictho (v metodicky idedlnim ptipadé vSechny) bunécné pro-
teiny jako skvrny (spoty), jejichZ integrdlni absorbance je
mirou jejich koncentrace za danych podminek. Vytvoren{
proteinové mapy pomoci dvourozmérné elektroforézy (2-DE),
charakterizace jednotlivych proteind, jejich identifikace v da-
tabdzich a obrazovd analyza 2-DE gelG umoziuji provadét
experimenty, pfi nichZ je srovndvdno komplexni proteinové
slozeni vzorku za riiznych podminek.

Na4s ¢ldnek si neklade za cil vytvofit vycerpavajici piehled
o vSech variantdch a aplikacich proteomickych metod popsa-
nych v literatufe — vzhledem k intenzivnimu rozvoji odvétvi
tento ukol uz ani nenf splnitelny. Snazili jsme se spiSe vytvofit
obraz oboru pro ¢tendre, kteii s proteomikou dosud nepfisli do
kontaktu, pfipadné poskytnout voditko zacinajicim uZivate-
Itm proteomickych technik. Pro zdjemce o hlubsi informace
jsou citovdny specializované piehledné referdty a vyznamné
plvodni préce.

2. Dvourozmeérna elektroforéza

Klic¢ovou technikou proteomiky je vysokorozlisovaci dvou-
rozmérnd elektroforéza (2-DE), jedine¢nd metoda schopnd
ucinné separovat komplexni smési bilkovin. Ackoliv byla
poprvé popsana O’Farrellem® a Klosem* jiz roku 1975, oprav-
du Sirokého rozsiteni dosdhla az s rozvojem proteomiky v po-
slednich letech. Jde o instrumentalné naro¢nou techniku, ktera
i pri pouziti Spickovych komer¢nich aparatd vyzaduje izkost-
livou laboratorni préci a zvlasté Cisté chemikalie. Cely proces
sestdva ze specidlniho postupu piipravy vzorku, isoelektrické
fokusace (IEF), polyakrylamidové elektroforézy v pritomnos-
ti dodecyl-sulfatu sodného (SDS-PAGE) a vizualizace obrazu
separovanych bilkovin (proteinové mapy) — viz obr. 1.

2.1. Ptiprava vzorku
pro dvourozmérnou elektroforézu

Tento krok je kvili svému zdsadnimu vlivu na obraz

tictéjSich cdsti proteomiky a miZe se velmi lisit podle typu
vzorku. Strategie je ddna snahou o solubilizaci (pfevedeni do
rozpustného stavu) a disagregaci (omezeni vzdjemnych inter-
akei) co nejvétitho mnozstvi proteini ve vzorku’. Rovnéz je
nutné minimalizovat piipadné interference Cinidel, kterd zl-
stala ve vzorku z ptedeslych krokd (soli, SDS, inhibitory
proteas ap.).

Vzorek bunék ¢i tkdné by mél byt centrifugacné promyt
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vzorek Prvni rozmér: isoelektrickd fokusace
Trubickovy gel (CA-IEF, NEpHGE)
nebo komer¢ni prouzek gelu (IPG-IEF)
- Separace na zakladé pl
kysely pl alkalicky
Po skonceni isoelektrické fokusace
a ekvilibraci je IEF gel nanesen na
vrch deskového SDS-PAGE gelu
v v .
velkd
Ml‘
Druhy rozmér: SDS-PAGE
Separace na zdkladé M,
mald
Vizualizace dvourozmérné separace
komplexni smési proteind
Fixace proteind v gelu; vizualizace stiibrem,
viditelnymi nebo fluorescenc¢nimi barvivy,
pfipadné metodami detegujicimi
viz napf. obr. 2 radioaktivitu
Obr. 1. Schematické znazornéni principu dvourozmérné elektroforézy
Tabulka I
Typické kombinace chaotropnich ¢inidel a detergentd ve vzorkovych pufrech
C. Popis d¢inku vzorkového pufru Pouzité chaotropy a detergenty Lit.
1 Standardni solubiliza¢ni podminky 8 M-mocovina, 4% CHAPS 7,8
2 Zlepsené solubiliza¢ni podminky (pro proteiny vyzadujici zvyseny 7 M-mocovina, 2 M-thiomocovina, 10
ucinek chaotropti)® 4% CHAPS
3 ZlepSené solubiliza¢ni podminky (pro proteiny vyZadujici zvySeny 5 M-mocovina, 2 M-thiomocovina, 10,11
uc¢inek detergentt)® 2% CHAPS, 2% SB 3-10
4 T.. ,optimdlni“ solubiliza¢ni podminky® 7 M-mocovina, 2 M-thiomocovina, 12,13

1% ASB14

* Kombinace s 2 M-thiomocovinou nelze uplatnit u CA-IEF pii pouziti chemicky katalyzované polymerace'4; zpracovano podle cit. 15

v pufru s nepfiili§ velkou iontovou silou a poté fyzikdlné nebo
chemicky rozbit (rozs§tépen). V zdvislosti na druhu vzorku lze
zvolit ,,french press®, sonikaci, osmotickou ¢i enzymatickou
lyzi, mechanickou homogenizaci, piipadné dalsi metody6’7.
Soucasné je nutné enzymové odstranit zbytky DNA a RNA.
Piirozbijeni a v ndslednych krocich je tfeba eliminovat ti¢inky
proteolytickych enzymi, jejichZ ptisobeni mize mit znac¢ny
vliv na obraz proteinové mapy. Nabizi se aplikace inhibitori
proteas (PMSF, Pefabloc®, EDTA), volba alkalického prostre-
di, kratkodobé také prace pii zvySené teploté. V kazdém
pfipadé se doporucuje proces co moznd nejvice zkratit. Pro
studium pouze urcité skupiny proteinti (membranové, riboso-
madlni, cytosoldrni) se provadi prefrakcionace, obvykle za
pouziti ultracentrifugace. Neni-li vzorek dostatecné koncen-
trovan, je mozné zahustit jej lyofilizaci®® nebo precipitaci
acetonem ¢i trichloroctovou kyselinou.
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Utinkem vzorkového pufru, s nimz je vzorek smichan pred
nanesenim na IEF gel, by mély byt proteiny solubilizovdny
a desagregovdny. Piitomnost vysoké koncentrace chaotrop-
nich ¢inidel (mocovina, thiomoéovinam) bran{ asociaci protei-
nd vodikovymi mustky. Zwitteriontové ¢i neiontové detergen-
ty (CHAPS, NONIDET NP-40, TRITON X-100, Tween 20,
oktylglukosid, SB 3-10, C8d, ASB 14) zajistuji rozpustnost
hydrofobnich ¢4sti bilkovin. Redukénf ¢inidla, dithiothreitol,
dithioerythritol, tributylfosfin, popt. 2-hydroxyethanthiol (2-
-merkaptoethanol), zamezuji vzniku disulfidovych mistkd;
amfolyty ¢i TRIS pufruji pH. Typické kombinace detergent
a chaotropt jsou v tabulce I.

Pro proteomiku je dosud ve zna¢né mife nevyfeSenym
problémem analyza funk¢né diilezitych membranovych pro-
teinti'*'®a analyza proteinii vyskytujicich se v bufice v malém
poctu kopii. Kvtli své hydrofobnosti se totiZ membranové
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proteiny Spatné rozpoustéji (solubilizuji) a omezené vstupuji
do IEF gelu. V disledku toho jsou pak jejich skvrny na
proteinové mapé pod limitem detekce 2-DE casto i v piipadé,
Ze jejich mnoZstvi v burice je znacné, a proto je tieba volit co
neucinnéjs$i solubiliza¢ni postupy a detergenty. NejlepSich
vysledki bylo zatim dosazeno pomoci amidosulfobetainu 14
(ASB 14), ¢. 4 v tab. 1, cit.'>!'”. Dlouho uZivanym postupem je
vlozeni presolubiliza¢niho kroku s pouZzitim aniontového de-
tergentu SDS. Tento detergent se vyznacuje zna¢nou solubi-
liza¢nf silou, ale interferuje pfi IEF. Tento fakt Ize ale obejit
ziedénim vzorku vzorkovym pufrem obsahujicim neiontovy
&i zwitteriontovy detergent'®"”. Rozpustnost proteini v prii-
béhu 2-DE analyzy zlepsuji také dvoukrokova ekvilibrace IEF
gelu (viz ddle) s pouzitim jodacetamiduzo, uplatnéni reduk-
¢niho &inidla tributylfosfinu®' a aplikace vzorku pred rehydra-
taci IPG prouzku®.

Za zminku stoji rovnéz elegantni metoda diferencidlni
frakcionace’. Zde jsou proteiny postupné extrahovény ze vzor-
ku nékolika ¢inidly se vzrastajici solubiliza¢ni silou. Jednot-
livé frakce jsou poté podrobeny 2-DE analyze. Proteinova
mapa se pak skladd z nckolika dil¢ich geld, obsahujicich
proteiny s podobnou rozpustnosti.

2.2.Prvni rozmér:
isoelektrickd fokusace

Solubilizovany vzorek — bilkoviny ve vzorkovém pufru —
je separovan isoelektrickou fokusaci, béhem niz se bilkoviny
rozdeli v elektrickém poli na zdkladé svych isoelektrickych
bodt (pI). Jako prvnich se pro tento ticel zacalo uzivat trubic-
kovych gelti o priméru 1-2 mm obsahujicich amfolyty — l4tky
vytvérejici gradient pH (CA-IEF) (cit.%). Vzhledem k obtizné
manipulaci s trubickovymi gely a Casto Spatné reprodukova-
telnosti se vSak stdle vice prosazuji komer¢ni prouzky gelu
s imobilizovanymi pH gradienty (IPG-IEF) (cit.”**% . Jejich
dal$imi vyhodami jsou moznost aplikovat mnohondsobné vét-
S$i objemy vzorkl a vétsi mnozstvi proteinu (azZ 5 mg oproti
100 ug u CA-IEF), coZ pomdhd zachytit hydrofobni a slabé
zastoupené proteiny a rozsifuje moznosti ndsledné identifika-
ce. Byly vSak popsany i ztraty néktergch hydrofobnich protei-
nt pii pouziti metody IPG-IEF (cit.'>'). Na trh bylﬁy uvedeny
také IPG prouzky se sigmoidnim pH gradientem®, ktery na
2-D gelu rozsifuje oblast pl 5-7 s nejvétsim mnozstvim pro-
teind. Zvlastni piistup vyzaduje analyza bazickych proteint,
které vlivem katodického driftu Spatné vstupuji do CA-IEF
gelu. Zpocatku se uplatiiovala nerovnovdznd isoelektricka
fokusace (NEpHGE) (cit.%), nyni se ¢dst problematickych
piipadd daii vyiesit pomoci IPG-IEF s tizkym rozsahem pH
v alkalické oblasti?’.

2.3. Druhy rozmér:
elektroforéza v pfitomnosti SDS

Trubickovy gel (CA-IEF, NEpHGE) nebo komer¢ni prou-
zek (IPG-IEF) obsahujici proteiny rozdélené podle isoelektric-
kych bodu (pl) je po ekvilibraci v ekvilibraénim pufru umistén
na vrch deskového gelu, pfipadné zalit agarosou s nizkym
bodem tuhnuti. Deskovy gel obsahuje dodecyl-sulfit sodny,
ddvajici proteinim uniformni specificky naboj (tj. ndboj vzta-
Zeny na jednotku relativni molekulové hmotnosti), takze ty
jsou separovany pouze na zdkladé svych velikostf (relativnich
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molekulovych hmotnosti). Pouzivd se obvykle gelti o koncen-
traci cca 10—13 % (m/V) akrylamidu. Ve snaze o lepsi rozlisen{
je nékdy uzivano gell s hustotnim (porozitnim) gradientem
(v rozmezi 7-20 % (m/V) akrylamidu) anebo diskontinudlnich
geld, sloZzenych z koncentracni{ a separacni ¢asti. Tyto postupy
ale znamenaji vneseni dal$iho kroku, ktery miZze byt pfic¢inou
zhorSeni reprodukovatelnosti celé metody. Doporucuje se pro-
to pouzivat bud gell bez gradientu nebo pocitacové fizeného
nalévani gradientovych geld?, popiipadé komer&nich hoto-
vych gelti.

2.4. Vizualizace: barveni 2-DE gelt

Po probéhnuti SDS-PAGE je tfeba proteiny v gelu zafixo-
vat proti difuzi a vizualizovat (obarvit), pficemz fixacni krok
jizbyva zarazen do barviciho postupu. Nejjednodussi moznos-
ti vizualizace proteind na dvourozmérném gelu je pouZiti
barviva Coomassie Brilliant Blue, nejlépe v koloidn{ varianté.
Toto barveni je navic kvantitativni a gel je poté mozné pouZzit
pro analyzu hmotnostni spektrometrii (MS) (cit.zg).

10-100x citlivéjsi je barveni stifbrem. Stiibrné ionty se
vSak vdzi jen na nékteré aminokyselinové zbytky (Asp, Glu,
His, Cys, Met, Lys), metodu proto nelze povaZovat za plné
kvantitativni, piesto jde o zpisob nejpouzivangjsi*’. Tohoto
barveni bylo publikovdno mnoho variant s riznym sloZenim

Obr. 2. Ukazka zaznamu 2-DE analyzy komplexni smési periplaz-
matickych proteint bakterie Paracoccus denitrificans. Anaerobné
rostld kultura bakterie Paracoccus denitrificans byla sklizena do
50 mM-TRIS/HCl pH 7,3. Buiiky byly rozbity kombinaci enzymatické
a osmotické lyze (DNA byla odstranéna pomoci deoxyribonuklea-
sy 1), centrifugacné byly odstranény zbytky celych bunék a ultra-
centrifugaci byla separovana membranova frakce. Periplazma (su-
pernatant po ultracentrifugaci) byla zakoncentrovana na zahustovaci
cele Amicon (membrdna YM 3). Vzorek byl presolubilizovdn pieve-
denim do 2% SDS, 0,5 mm-MgCl, a 50 mm-TRIS/HCI pH 6,8 sonikaci
4 min na ultrazvukové ldzni a zahtivanim pti 100 °C po dobu 3 min;
poté byl ochlazen na 4 °C a centrifugovdn pii 33 000 g a4 °C po dobu
60 min. Konec¢na solubilizace byla provedena zfedénim v poméru 1:2
vzorkovym pufrem o slozeni 9 M-mocovina, 4% (m/V) CHAPS,
65 mm-DTT a 1,6% (m/V) Bio-Lyte 3/10. Dvourozmérnd elektrofo-
réza byla provedena na zatizeni PROTEAN Il xi Cell (Bio-Rad) podle
navodu vyrobce systému; pii isoelektrické fokusaci s nosnymi amfo-
lyty bylo dosazeno celkem 9050 V.h; pro SDS-PAGE byl pouZit 12%
homogenni gel. Gel byl barven stiibrem podle Rabillouda™. Pozadi
bylo odeteno pomoci software PDQUEST, cit.”’
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¢inidel a s rGznou délkou jednotlivych kroki; v zdasad¢ je lze
rozdélit na tzv. kyselé metody na bdzi vodného roztoku
AgNOj; a tzv. alkalické metody na bdzi diamminkomplex
Ag" v alkalickém prostfedi. Pfi barveni stifbrem je vhodné
uplatnit néktery z moznych senzitizacnich kroku s cilem zlep-
it tvorbu tzv. latentniho obrazu®'. Byly vyvinuty rovnéz mo-
difikace kompatibilni s dalsi MS charakterizaci®>*. Piehled
kompatibility barveni s MS analyzou je uveden v cit.**

Pti funkcnich studiich, kdy ma byt zjisténa indukce protei-
nl v urcitém definovaném casovém okamziku (napf. po pii-
davku urcitého faktoru ¢i ptfi zméné podminek), se nékdy
pouzivd inkorporace radioaktivné znaceného methioninu L-
-[**S]Met do polypeptidového fetézce syntetizovaného za sle-
dovanych podminek. Buiiky jsou poté podrobeny 2-DE ana-
lyze, pficemz vyhradné€ indukované proteiny jsou detegovany
na rentgenovém filmu autoradiografii®® &i s pouzitim fosfoi-
mageru.

V posledni dobé se vkladaji nadéje do novych fluorescen-
¢nich metod barveni typu SYPRO (cit.***") (SYPRO Ruby,
Orange). Tyto metody jsou podobné jednoduché a kvantitativ-
ni jako barveni Coomassie, avsak citlivosti srovnatelné s bar-
venim stifbrem a navic kompatibilni s MS charakterizaci.
Vzhledem k vysoké cené vSak doposud nedoznaly masového
rozsifeni. Slibnd se zda byt také metodika tzv. 2-D Fluores-
cence difference gel electrophoresis (2-D DIGE) (cit.®). Zde
probihad celd 2-D analyza se smési dvou fluorescencné pred-
znacenych vzorkd, jejichZ proteinové sloZeni se md srovnat.
Po skoncenf celého procesu jsou srovndny fluorescencni ob-
razce 2-D gelu pfi rGznych vinovych délkach. Diky tomuto
postupu je omezen vliv odchylek 2-DE analyzy, protoze sepa-
race obou vzorkd probihd za identickych podminek.

3. Alternativy a jiné varianty
dvourozmérné elektroforézy

Nedostatky dvourozmérné elektroforézy, mezi néz patii
vedle problémii s analyzou hydrofobnich proteinti také ¢asova
a manudalni naro¢nost, vedou k hleddni alternativnich metod.
Zkréceni proteomického postupu bylo dosazeno analyzou pro-
teind pifmo na IPG prouZcich pomoci MALDI-TOF MS a tvor-
bou,,virtudlnich*2-D gelﬁ”. Zcela odlisny alternativni ptistup
predstavuje komplexni analyza proteinti zaloZend na skupiné
novych chemickych reagentii ICAT (isotope-coded affinity
tags), afinitni chromatografii a tandemové hmotnostni spek-
trometrii*’. Piesto viak 2-DE ziistivd nejrozsifendjsi a nej-
vhodnéjsi metodou ke svému ucelu*!.

Vedle dvourozmérné elektroforézy definované v tomto
¢lanku jako spojeni denatura¢ni IEF a SDS-PAGE byvaji
nékdy uzZivdny i jiné kombinace zdkladnich elektroforetic-
kych metod, napriklad kombinace nativni gradientové ,,mod-
ré* elektroforézy s denatura¢ni SDS-PAGE (cit.43) nebo nativ-
ni IEF s denaturaéni SDS-PAGE (cit.?).

4. Metody analyzy obrazu a obrazové
databaze 2-DE geli

Jak bylo feceno jiz v tuvodu, jednou z hlavnich naplni
proteomiky je po metodické strance tvorba proteinovych map,
vychdzejici ze srovndvani obrazi 2-DE geld. V prvni fézi je
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obraz nasnimdn, pficemz se vyuzivd CCD (charge coupled
device) kamer, densitometr a skenerti pro sniméni obrazu
ve viditelném svétle, fluoroimagerti pro detekci fluorescence
a fosfoimageri citlivych na radioaktivni zateni**!, Specidlni
software umoznuje detegovat skvrny na 2-DE gelu, odecitat
pozadi, navzdjem pfifazovat skvrny na riznych 2-DE gelech
(matching), vzdjemné standardizovat a kvantitativné vyhod-
nocovat gely, ¢imz jsou cdstecné eliminovdny nepfesnosti
vzniklé béhem komplikované 2-DE analyzy a pii barveni geld.
Dile 1ze konstruovat proteinové mapy a obrazové databaze.
Software bylo béhem let vyvinuto vice typt. K nejpouzivanéj-
$im dnes patii PC programy s unixovym jadrem PDQUEST
a MELANIE II, IIT a vzdjemné blizké produkty zaloZené na
PC platformé AIDA, Phoretix 2-D a ImageMaster. Praktické
rozdily mezi jednotlivymi druhy komer¢niho software lze
najit zejména v poctu soucasné srovndavanych geld a ve zpl-
sobu prifazovani skvrn (matchingu).

Jelikoz integraln{ absorbanci kazdé skvrny lze povazovat
za kvantitativni ukazatel exprese proteinu, je mozné pomoci
2-D software srovndvat parametry skvrn na riznych 2-DE ge-
lech a vyvozovat zdvéry o expresi proteinti za riiznych podmi-
nek. Ziskané gely mohou byt ukldddny do obrazovych databd-
z{ podle typu vzorku, pfi¢emz mnoho databazi je dostupnych
na internetu (pro piehled viz cit.*’). N&které typy komerénich
programu pro analyzu 2-DE geld uméji s témito databdzemi
komunikovat a vytvaret vlastni internetové stranky.

5. Charakterizace a identifikace proteini

Vyhodnocovaci software umoznuje priradit kazdé skvrné
na 2-DE gelu urcitou hodnotu isoelektrického bodu a relativn{
molekulové hmotnosti na zdkladé kalibrace. Ziskané hodnoty
jsou vsak pouze priblizné a k jednoznacné charakterizaci
bilkoviny v zddném piipadé nepostacuji. Vyuzivd se proto

urcovani ¢astecné primarni struktury bilkoviny ddle uvedeny-
mi metodami:

5.1. Edmanovo odbourdavani

Zjisténi N-termindlni sekvence aminokyselin analyzova-
ného proteinu postupem zahrnujicim Edmanovo odbourdva-
ni*® je metoda, kterd pied vice nez 30 lety umoznila vznik
strukturni chemie proteinti. Bilkoviny jsou nejprve pomoci
blotingu*’**pieneseny z gelu na blotovaci membranu z poly-
(vinylidendifluoridu) (PVDF) nebo skelnych vldken. Mem-
brdna je poté obarvena a je z ni vyfiznuto misto se skvrnou
analyzovaného proteinu. Tento vyfez je podroben Edmanovu
odbourdvani, kdy je postupnym odstépovanim aminokyselin
z polypeptidového fetézce a naslednou HPLC analyzou vzni-
kajicich PTH (fenylthiohydantoinovych) derivatii aminoky-
selin stanovena N-termindlni sekvence proteinu. V souvislosti
s uplatnénim Edmanova odbourdvani v ramci proteomickych
metod je tieba vzit v dvahu ndsledujici faktory: i) doba analyzy
je cca 40 minut na 1 aminokyselinovy zbytek, ii) cena se
pohybuje mezi 3—4 USD na aminokyselinu a iii) analyza maze
byt komplikovana modifikacemi (blokovanim) N-konce pro-
teinu (napf. acetylaci) (cit.?). Tyto faktory odsouvaji Edmano-
vo odbourdvdni z popiedi proteomického zdjmu, nebof dspés-
nd charakterizace desitek Ci stovek proteinti timto zpiisobem
nenf piili§ redlnd.
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Tabulka IT
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Strukturni databdze pouZitelné k identifikaci proteint v 2-D gelech

Ndzev databdze® URL

Popis databdze

Swiss-Prot http://www.expasy.ch

TrEMBL http://www.expasy.ch

PIR http://pir.georgetown.edu/pirwww/pirhome.html
OWL http://www leeds.ac.uk/bmb/owl/owl.html

GDB http://gdb.org

Washington University http://genome.wustl.edu/est/esthmpg.html

PDB http://www.rcsb.org/pdb

DDBIJ http://www.ddbj.nig.ac.jp

EMBL http://www.embl-heidelberg.de/Services/index.html
NCBI http://ncbi.nlm.nih.gov

EcoCyc http://ecocyc.pangeasystems.com/ecocyc/ecocyc.html

proteinovd databaze
proteinovd databdze
proteinovd databdze
proteinova databdze
genomovd databaze
»sequence tags* databdze
3-D struktury proteind
nukleotidova databdze
nukleotidova databdze
nukleotidova databdze
geny a metabolismus
Escherichia coli

*DDBJ — DNA Data Bank of Japan, EMBL — European Molecular-Biology Laboratory, GDB — Genome Database, NCBI — Natio-

nal Center for Biotechnology Information, PDB — Protein Data Bank, URL — universal-resource locator; zpracovano podle cit.

5.2. Hmotnostni spektrometrie

Pro analyzu bilkovin a peptidil se nejcastéji pouzivaji dva
typy hmotnostni spektrometrie (MS): i) ,,Matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight“ MS (MALDI-TOF MS)
(cit.;&)p a ii) ,,Electrospray-ionisation” MS (ESI-MS) (cit.3h.
Kromé ziskdni relativnich molekulovych hmotnosti peptidi
1ze pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
urcit ¢aste¢nou, piipadné i tiplnou primdrni strukturu peptida
a proteind. Pro blizsi prehled principi viz cit.’%. Proteiny mo-
hou byt hmotnostni spektrometrii charakterizovany v zdsadé
dvéma metodickymi piistupy, a to tzv. ,,peptide mass finger-
printing* (PMF) a ,,peptide fragment sequencing* (PFS).

Peptide mass fingerprinting

Principem je $tépeni proteinl separovanych 2-D elektro-
forézou obvykle piimo v gelu pomoci enzymu nebo ldtky,
kterd definované $tépi polypeptidovy fetézec. Nejpouzivanéj-
81 je pfitom trypsin, Stépici amidovou (peptidovou) vazbu na
C-strané argininu a lysinu. Smés peptidi je poté analyzovdna
hmotnostni spektrometrii, a to bud uZitim MALDI-TOF MS
nebo ESI-MS. Piesnost obou metod je lepsi nez 0,1 jednotky
relativni molekulové hmotnosti. Vystupem je soubor relativnich
molekulovych hmotnosti peptidd. Tento soubor je pak porov-
ndn se soubory molekulovych hmotnosti peptidd, vytvoreny-
mi pocitacem z proteinl v proteinové databazi. Uziva se pfi-
tom napi. program MS-FIT (http://www.prospector.ucsf.edu)
nebo MASCOT (http://www.matrixscience.com).

Peptide fragment sequencing

Pfi nedostatku informaci ziskanych z PMF je mozno pro-
tein identifikovat pomoci fragmentace jednotlivych peptidit. Pep-
tidy mohou byt fragmentovdny piimo ve hmotnostnim spek-
trometru, a to i) bud pomoci ,,collision-induced dissociation*
(CID) v pripadé ESI-MS, nebo ii) pomoci MALDI-TOF pra-
cujicim v rezimu MALDI-PSD (post-source decay). Ve srov-
nani s MALDI-PSD fragmentaci, kterd mize byt netiplnd, je
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metoda CID povaZovdna za stabilni a robustni metodu. Kratké
sekvence peptidl, nazyvané ,,peptide sequence tags®, spolec-
né s relativni hmotnosti peptidu a vzddlenosti koncl sekvence
k N- a C-konci peptidu v jednotkdch relativni molekulové
hmotnosti, jsou obvykle dostate¢nou informaci k identifikaci
proteinu.

5.3. Dals{ metody

Uplatnéni pri identifikaci proteinti nalézaji také imunoche-
mické metody, konkrétné Western-blotting: proteiny z 2-DE
gelu jsou pieneseny na blotovaci membranu (podobné jako
u Edmanova odbourdvani). Ta je inkubovdna s protildtkou A
proti hledanému proteinu. Nasledné probéhne inkubace s pro-
tildtkou B proti protildtce A. JelikoZ protildtka B md navdzdnu
chromogenni znacku, misto s hledanym proteinem je na mem-
brané barevné oznaceno.

Pomocné uplatnéni pii identifikaci proteint nékdy nachdzi
také analyza aminokyselinového slozeni. Pozadovany protein
je z 2-DE gelu blotovdn na membrdnu, odkud je vyfiznut
a hydrolyzovan (1 h pii 155 °C). Uvolnéné aminokyseliny
jsou derivatizovdny a podrobeny analyze HPLC. Na zdkladé
pomérného zastoupeni jednotlivych aminokyselin zjisténého
z chromatogramu je protein srovndvan s proteiny v databdzi,
naptiklad pomoci programi AACompldent, ASA, FINDER,
AAC-PI, PROP-SEARCH aj.2

5.4. Databdze

Césteénd informace o primérni struktufe proteinu, ziskand
s pomoci Edmanova odbourdvani nebo hmotnostni spektro-
metrie, je vyuzita k identifikaci proteinu v databdzi. Vedle jiz
zminénych obrazovych databdzi 2-DE geld, které jsou vytva-
feny vzdy pro urcity druh vzorku, existuji proteinové databdze
(obsahujici sekvence vSech popsanych proteintt) a databdze se
sekvenci DNA. Oba typy strukturnich databazi jsou obvyk-
le propojené a vyuzitelné pro identifikaci proteind — viz ta-
bulka II. Pfi urceni miry homologie se uplatiuji algoritmy
BLAST a FASTA.
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6. Aplikace

Za hlavni piinos proteomickych metod 1ze povazovat
moznost srovnani komplexniho proteinového slozeni vzorki
vzniklych za riznych podminek. V tdvahu pfipadd sledovan{
rozdild zptisobenych zménami teploty, pH prostiedi, omezen{
substrdtem, anaerobiosou, genovymi manipulacemi, vyvojo-
vym stavem ¢i chemickymi faktory, jako jsou hormony, anti-
biotika, cytostatika a dals$i. Kromé sestavovdni proteinovych
map a srovnavacich studif jsou také provddéna srovnani pro-
teinového slozeni vzork( riznych, zejména bakteridlnich dru-
ht. Hmotnostni spektrometrie umoziiuje sledovat posttrans-
la¢ni modifikace proteint.

Je tfeba si uvédomit, ze identifikace proteinii vychazi
ze zjisténi homologie identifikovaného proteinu s proteinem
v proteinové databazi nebo s preloZenou sekvenci genomu.
Znalost genomu daného organismu je tedy jedinou jistou
pomickou pfi identifikaci proteinu v piipadé, Ze jeho vlastni
struktura nebyla dosud popsdna. Ne ndhodou je ted%/ mnoho
proteomickych studii zaméfeno na mikroorganismy>*>* z ge-
nomd, které byly kompletné sekvenovdny, jsou totiz cca 3/4
bakteridlnich (aktudlni pfehled viz http:/www.tigr.org/tdb/
mdb/mdbcomplete.html nebo http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Entrez/Genome/org.html). Velmi pfinosny se zdd byt proteo-
micky vyzkum v mediciné, a to jednak ve farmakologii pii
studiu dc¢inku 1€k na proteosyntézu, jednak v medicinském
vyzkumu ke studiu komplexnich zmén proteosyntézy u rtz-
nych onemocnéni, napiiklad v onkologii>>”®. Rozviji se také
studium rostlinnych a zivo¢iSnych proteomd.

7. Zdroje proteomickych informaci

Zdjemcim o proteomickou problematiku lze doporucit
odbornd periodika — zvlasté specializovana cisla Casopisu
Electrophoresis vénujici se stiidavé metodickym otdzkam,
bakteridlnim proteomiim, bioinformatice, farmaceutické pro-
teomice, aj. Od roku 2001 vychazi ¢isté proteomické periodi-
kum, casopis Proteomics. Komplexni informace je mozné
nalézt také na serveru http://www.expasy.org, provozovaném
renomovanou Zenevskou skupinou prof. Denise F. Hochstras-
sera. Proteomice jsou vénovdny mezindrodni konference za
ucasti svétovych spicek oboru, v soucasné dobé napriklad
Proteomic Forum (Mnichov 2001, 2003), kongresy Svycarské
proteomické spole¢nosti (Zeneva 2001, Lausanne 2002) nebo
prestizni setkdni konand jednou za dva roky v italské Siené
(Siena 2002, viz http://www.unisi.it/eventi/proteome/).

8. Zavér

Proteomika se zdd byt velmi perspektivnim ndstrojem
vyzkumu v ,,postgenomovém* obdobi véd oznacovanych jako
védy o zivoté (Life Science). V poslednich nékolika letech
byly u¢inény velké pokroky v oblasti analyzy obrazu a iden-
tifikace proteind hmotnostni spektrometrif, umoziiujici pod-
statné zrychlent, zpfesnéni a automatizaci procesu identifikace
proteint. Velkou vyhodou je také piipadnd znalost genomu
studovaného organismu. Limitujici fdzi proteomiky je tak
i pres znacnou komercializaci metoda dvourozmérné elektro-
forézy. Otaznik visi zejména nad jeji vhodnosti k analyze
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hydrofobnich proteinii a proteind vyskytujicich se v malém
poctu kopii. Zd4d se proto, ze do okamziku, kdy proteinova
mapa bude znamenat pohled na skutecné vSechny bunécné
proteiny, zbyva udélat jeSt€¢ mnoho usilovné prace. Pres tyto
skute¢nosti proteomika nepochybné velmi prispéje k odhaleni
novych souvislosti mezi koncentraci a fyziologickou funkc{
proteint.

Seznam zkratek a symbold

2-D two-dimensional — dvourozmérny

2-DE two-dimensional electrophoresis — dvouroz-
mérnd elektroforéza

ASB 14 3-[dimethyl(3-tetradekanamidopropyl)amonio]-
propan-1-sulfonat

C89 3-{dimethyl[3-(4-oktylbenzamido)propyl]amo-
nio } propan-1-sulfondt

CA carrier ampholyte — nosny amfolyt

CCD charge coupled device (Cesky nazev se dosud
nevzil)

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-pro-
pan-1-sulfondt

CID collision induced dissociation (¢esky ndzev se
dosud nevzil)

DIGE difference gel electrophoresis — diferencni ge-
lovd elektroforéza

DNA deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova
kyselina

DTT dithiothreitol

EDTA ethylendiamintetraoctovd kyselina

ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry —
hmotnostni spektrometrie s ionizaci electro-
sprayem

HPLC high performance liquid chromatography — vy-
sokoti¢innd kapalinovd chromatografie

ICAT isotope-coded affinity tags

IEF isoelectric focusing — isoelektrickd fokusace

IPG immobilised pH gradient — imobilizovany pH
gradient

MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption ionization ti-
me-of-flight (¢esky ndzev se dosud nevzil)

M, relativni molekulovd hmotnost

MS mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

NEpHGE non-equilibrium pH gradient electrophoresis —
nerovnovaznd elektroforéza pii gradientu pH

pPC personal computer — osobni pocita¢

PFS peptide fragment sequencing — sekvenovani
peptidovych fragmentt

pl isoelectric point — isoelektricky bod

PMF peptide mass fingerprinting (Cesky ndzev se
dosud nevzil)

PMSF fenylmethansulfonylfluorid

PVDF poly(vinylidendifluorid)

RNA ribonucleic acid — ribonukleova kyselina

SB 3-10 3-(decyldimethylamonio)propan-1-sulfonat

SDS dodecyl-sulfit sodny

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis — polyakrylamidovd gelovd elek-
troforéza v pritomnosti dodecyl-sulfatu sodného

TBP tributylfosfin

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
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P. Bouchal and 1. Kuéera (Department of Biochemistry,
Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Two-Dimen-
sional Electrophoresis in Proteomics: Principles and Ap-
plications

Proteomics, a new branch of science related to genomics,
involves complex analysis of proteins of cells, tissues or bio-
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logical fluids. Proteomics is today based on two-dimensional
electrophoresis, the crucial technology in making protein
maps. It consists of a special procedure for preparation of
a sample, isoelectric focusation, sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis and gel visualization. Two-di-
mensional separations of complex protein mixtures in gels are
compared, evaluated by image analysis and protein maps are
constructed. Individual proteins on the maps can be charac-
terized by various methods, most frequently by mass spec-
trometry, and identified in databases using the information on
their structure. Proteomic methods find useful applications in
comparing complex protein composition in biology, espe-
cially in microbiology and medicine, where they can contri-
bute to revealing new relations between concentrations of
proteins and their physiological functions.
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