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1. ⁄vod: genom, genomika, proteom
a proteomika

Znalost ˙plnÈ genetickÈ informace danÈho organismu (ge-
nomu), zÌskan· sekvenov·nÌm deoxyribonukleovÈ kyseliny
(DNA) a urËenÌm funkce jednotliv˝ch gen˘, je nepochybnÏ
velk˝m pokrokem, kter˝ umoûnÌ hloubÏji proniknout do mo-
lekul·rnÌ podstaty funkce ûiv˝ch systÈm˘, coû z¯ejmÏ povede
i k lÈËbÏ dosud tÏûko p¯ekonateln˝ch chorob. Genomika, od-
vÏtvÌ orientujÌcÌ se  na Ñp¯eËtenÌì  genomu,  je vöak  pouze
jednÌm z prost¯edk˘ k naplnÏnÌ tÏchto cÌl˘. Genetick· infor-
mace totiû hovo¯Ì p¯edevöÌm o dÏdiËnÏ p¯evzat˝ch schop-
nostech organismu. Proteiny, kterÈ jsou skuteËn˝mi Ëiniteli
bunÏËn˝ch proces˘, vöak musÌ b˝t z ˙rovnÏ DNA nejprve
p¯eps·ny a p¯eloûeny, p¯iËemû jejich syntÈza a degradace
(a n·slednÏ jejich re·ln· funkce) z·visÌ na mnoha podstatn˝ch
regulaËnÌch faktorech.

Pro soubor vöech bunÏËn˝ch protein˘ se v roce 1995 ujal
pojem proteom.jako komplement·rnÌ soubor protein˘ k sou-
boru gen˘ (genomu). N·zev vznikl z anglickÈ definice ÑPRO-
TEin complement able to be encoded by a given genOMEì
nebo ÑPROTEin equivalent of a genOMEì1. ZatÌmco genom

je pojmem statick˝m, v podstatÏ konstantnÌm, proteom je
pojmem dynamick˝m; koncentrace jednotliv˝ch druh˘ protei-
n˘ se (na rozdÌl od jejich gen˘) mÏnÌ podle aktu·lnÌch pot¯eb
organismu.

Studiem proteomu se zab˝v· novÈ vÏdnÌ odvÏtvÌ na roz-
hranÌ chemick˝ch a biologick˝ch vÏd, proteomika. Je to kom-
plexnÌ anal˝za protein˘ buÚky, tk·nÏ, organely Ëi biologickÈ
tekutiny2. JednÌm z hlavnÌch cÌl˘ proteomickÈho v˝zkumu je
zÌsk·nÌ proteinovÈ mapy ñ dvourozmÏrnÈho obrazu zn·zorÚu-
jÌcÌho (v metodicky ide·lnÌm p¯ÌpadÏ vöechny) bunÏËnÈ pro-
teiny jako skvrny (spoty), jejichû integr·lnÌ absorbance je
mÌrou jejich koncentrace za dan˝ch podmÌnek. Vytvo¯enÌ
proteinovÈ mapy pomocÌ dvourozmÏrnÈ elektroforÈzy (2-DE),
charakterizace jednotliv˝ch protein˘, jejich identifikace v da-
tab·zÌch a obrazov· anal˝za 2-DE gel˘ umoûÚujÌ prov·dÏt
experimenty, p¯i nichû je srovn·v·no komplexnÌ proteinovÈ
sloûenÌ vzorku za r˘zn˝ch podmÌnek.

N·ö Ël·nek si neklade za cÌl vytvo¯it vyËerp·vajÌcÌ p¯ehled
o vöech variant·ch a aplikacÌch proteomick˝ch metod popsa-
n˝ch v literatu¯e ñ vzhledem k intenzivnÌmu rozvoji odvÏtvÌ
tento ˙kol uû ani nenÌ splniteln˝. Snaûili jsme se spÌöe vytvo¯it
obraz oboru pro Ëten·¯e, kte¯Ì s proteomikou dosud nep¯iöli do
kontaktu, p¯ÌpadnÏ poskytnout vodÌtko zaËÌnajÌcÌm uûivate-
l˘m proteomick˝ch technik. Pro z·jemce o hluböÌ informace
jsou citov·ny specializovanÈ p¯ehlednÈ refer·ty a v˝znamnÈ
p˘vodnÌ pr·ce.

2. DvourozmÏrn· elektroforÈza

KlÌËovou technikou proteomiky je vysokorozliöovacÌ dvou-
rozmÏrn· elektroforÈza (2-DE), jedineËn· metoda schopn·
˙ËinnÏ separovat komplexnÌ smÏsi bÌlkovin. AËkoliv byla
poprvÈ pops·na OíFarrellem3 a Klosem4 jiû roku 1975, oprav-
du öirokÈho rozöÌ¯enÌ dos·hla aû s rozvojem proteomiky v po-
slednÌch letech. Jde o instrument·lnÏ n·roËnou techniku, kter·
i p¯i pouûitÌ öpiËkov˝ch komerËnÌch apar·t˘ vyûaduje ˙zkost-
livou laboratornÌ pr·ci a zvl·ötÏ ËistÈ chemik·lie. Cel˝ proces
sest·v· ze speci·lnÌho postupu p¯Ìpravy vzorku, isoelektrickÈ
fokusace (IEF), polyakrylamidovÈ elektroforÈzy v p¯Ìtomnos-
ti dodecyl-sulf·tu sodnÈho (SDS-PAGE) a vizualizace obrazu
separovan˝ch bÌlkovin (proteinovÈ mapy) ñ viz obr. 1.

2 . 1 . P ¯ Ì p r a v a v z o r k u
p r o d v o u r o z m Ï r n o u e l e k t r o f o r È z u

Tento krok je kv˘li svÈmu z·sadnÌmu vlivu na obraz
proteinovÈ mapy jednou z nejd˘leûitÏjöÌch, ale i nejproblema-
tiËtÏjöÌch Ë·stÌ proteomiky a m˘ûe se velmi liöit podle typu
vzorku. Strategie je d·na snahou o solubilizaci (p¯evedenÌ do
rozpustnÈho stavu) a disagregaci (omezenÌ vz·jemn˝ch inter-
akcÌ) co nejvÏtöÌho mnoûstvÌ protein˘ ve vzorku5. RovnÏû je
nutnÈ minimalizovat p¯ÌpadnÈ interference Ëinidel, kter· z˘-
stala ve vzorku z p¯edeöl˝ch krok˘ (soli, SDS, inhibitory
proteas ap.).

Vzorek bunÏk Ëi tk·nÏ by mÏl b˝t centrifugaËnÏ promyt
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Tabulka I
TypickÈ kombinace chaotropnÌch Ëinidel a detergent˘ ve vzorkov˝ch pufrech

». Popis ˙Ëinku vzorkovÈho pufru PouûitÈ chaotropy a detergenty Lit.

1 StandardnÌ solubilizaËnÌ podmÌnky 8 M-moËovina, 4% CHAPS 7,8
2 ZlepöenÈ solubilizaËnÌ podmÌnky (pro proteiny vyûadujÌcÌ zv˝öen˝ 7 M-moËovina, 2 M-thiomoËovina, 10

˙Ëinek chaotrop˘)a 4% CHAPS
3 ZlepöenÈ solubilizaËnÌ podmÌnky (pro proteiny vyûadujÌcÌ zv˝öen˝ 5 M-moËovina, 2 M-thiomoËovina, 10,11

˙Ëinek detergent˘)a 2% CHAPS, 2% SB 3-10
4 T.Ë. Ñoptim·lnÌì solubilizaËnÌ podmÌnkya 7 M-moËovina, 2 M-thiomoËovina, 12,13

1% ASB14

a Kombinace s 2 M-thiomoËovinou nelze uplatnit u CA-IEF p¯i pouûitÌ chemicky katalyzovanÈ polymerace14; zpracov·no podle cit.15

v pufru s nep¯Ìliö velkou iontovou silou a potÈ fyzik·lnÏ nebo
chemicky rozbit (rozötÏpen). V z·vislosti na druhu vzorku lze
zvolit Ñfrench pressì, sonikaci, osmotickou Ëi enzymatickou
l˝zi, mechanickou homogenizaci, p¯ÌpadnÏ dalöÌ metody6,7.
SouËasnÏ je nutnÈ enzymovÏ odstranit zbytky DNA a RNA.
P¯i rozbÌjenÌ a v n·sledn˝ch krocÌch je t¯eba eliminovat ˙Ëinky
proteolytick˝ch enzym˘, jejichû p˘sobenÌ m˘ûe mÌt znaËn˝
vliv na obraz proteinovÈ mapy. NabÌzÌ se aplikace inhibitor˘
proteas (PMSF, PefablocÆ, EDTA), volba alkalickÈho prost¯e-
dÌ,  kr·tkodobÏ  takÈ pr·ce  p¯i zv˝öenÈ teplotÏ. V kaûdÈm
p¯ÌpadÏ se doporuËuje proces co moûn· nejvÌce zkr·tit. Pro
studium pouze urËitÈ skupiny protein˘ (membr·novÈ, riboso-
m·lnÌ, cytosol·rnÌ) se prov·dÌ  prefrakcionace, obvykle za
pouûitÌ ultracentrifugace. NenÌ-li vzorek dostateËnÏ koncen-
trov·n, je moûnÈ zahustit jej lyofilizacÌ8,9 nebo precipitacÌ
acetonem Ëi trichloroctovou kyselinou.

⁄Ëinkem vzorkovÈho pufru, s nÌmû je vzorek smÌch·n p¯ed
nanesenÌm na IEF gel, by mÏly b˝t proteiny solubilizov·ny
a desagregov·ny. P¯Ìtomnost vysokÈ koncentrace chaotrop-
nÌch Ëinidel (moËovina, thiomoËovina10) br·nÌ asociaci protei-
n˘ vodÌkov˝mi m˘stky. ZwitteriontovÈ Ëi neiontovÈ detergen-
ty (CHAPS, NONIDET NP-40, TRITON X-100, Tween 20,
oktylglukosid, SB 3-10, C8Ø, ASB 14) zajiöùujÌ rozpustnost
hydrofobnÌch Ë·stÌ bÌlkovin. RedukËnÌ Ëinidla, dithiothreitol,
dithioerythritol, tributylfosfin, pop¯. 2-hydroxyethanthiol (2-
-merkaptoethanol), zamezujÌ vzniku disulfidov˝ch m˘stk˘;
amfolyty Ëi TRIS pufrujÌ pH. TypickÈ kombinace detergent˘
a chaotrop˘ jsou v tabulce I.

Pro proteomiku je dosud ve znaËnÈ mÌ¯e nevy¯eöen˝m
problÈmem anal˝za funkËnÏ d˘leûit˝ch membr·nov˝ch pro-
tein˘13,16a anal˝za protein˘ vyskytujÌcÌch se v buÚce v malÈm
poËtu kopiÌ. Kv˘li svÈ hydrofobnosti se totiû membr·novÈ

Obr. 1. SchematickÈ zn·zornÏnÌ principu dvourozmÏrnÈ elektroforÈzy

Fixace protein˘ v gelu; vizualizace st¯Ìbrem,
viditeln˝mi nebo fluorescenËnÌmi barvivy,

p¯ÌpadnÏ metodami detegujÌcÌmi
radioaktivitu

PrvnÌ rozmÏr: isoelektrick· fokusace
TrubiËkov˝ gel (CA-IEF, NEpHGE)

nebo komerËnÌ prouûek gelu (IPG-IEF)
Separace na z·kladÏ pI

vzorek

kysel˝ alkalick˝pI

Po skonËenÌ isoelektrickÈ fokusace
a ekvilibraci je IEF gel nanesen na
vrch deskovÈho SDS-PAGE gelu

Druh˝ rozmÏr: SDS-PAGE

Vizualizace dvourozmÏrnÈ separace
komplexnÌ smÏsi protein˘

Separace na z·kladÏ Mr

velk·

mal·

Mr

viz nap .̄ obr. 2
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proteiny öpatnÏ rozpouötÏjÌ (solubilizujÌ) a omezenÏ vstupujÌ
do IEF gelu. V d˘sledku toho jsou pak jejich skvrny na
proteinovÈ mapÏ pod limitem detekce 2-DE Ëasto i v p¯ÌpadÏ,
ûe jejich mnoûstvÌ v buÚce je znaËnÈ, a proto je t¯eba volit co
ne˙ËinnÏjöÌ solubilizaËnÌ postupy a detergenty. NejlepöÌch
v˝sledk˘ bylo zatÌm dosaûeno pomocÌ amidosulfobetainu 14
(ASB 14), Ë. 4 v tab. I, cit.12,17. Dlouho uûÌvan˝m postupem je
vloûenÌ presolubilizaËnÌho kroku s pouûitÌm aniontovÈho de-
tergentu SDS. Tento detergent se vyznaËuje znaËnou solubi-
lizaËnÌ silou, ale interferuje p¯i IEF. Tento fakt lze ale obejÌt
z¯edÏnÌm vzorku vzorkov˝m pufrem obsahujÌcÌm neiontov˝
Ëi zwitteriontov˝ detergent18,19. Rozpustnost protein˘ v pr˘-
bÏhu 2-DE anal˝zy zlepöujÌ takÈ dvoukrokov· ekvilibrace IEF
gelu (viz d·le) s pouûitÌm jodacetamidu20, uplatnÏnÌ reduk-
ËnÌho Ëinidla tributylfosfinu21 a aplikace vzorku p¯ed rehydra-
tacÌ IPG prouûku22.

Za zmÌnku stojÌ rovnÏû elegantnÌ metoda diferenci·lnÌ
frakcionace9. Zde jsou proteiny postupnÏ extrahov·ny ze vzor-
ku nÏkolika Ëinidly se vzr˘stajÌcÌ solubilizaËnÌ silou. Jednot-
livÈ frakce jsou potÈ podrobeny 2-DE anal˝ze. Proteinov·
mapa se pak skl·d· z nÏkolika dÌlËÌch gel˘, obsahujÌcÌch
proteiny s podobnou rozpustnostÌ.

2 . 2 . P r v n Ì r o z m Ï r :
i s o e l e k t r i c k · f o k u s a c e

Solubilizovan˝ vzorek ñ bÌlkoviny ve vzorkovÈm pufru ñ
je separov·n isoelektrickou fokusacÌ, bÏhem nÌû se bÌlkoviny
rozdÏlÌ v elektrickÈm poli na z·kladÏ sv˝ch isoelektrick˝ch
bod˘ (pI). Jako prvnÌch se pro tento ˙Ëel zaËalo uûÌvat trubiË-
kov˝ch gel˘ o pr˘mÏru 1ñ2 mm obsahujÌcÌch amfolyty ñ l·tky
vytv·¯ejÌcÌ gradient pH (CA-IEF) (cit.3). Vzhledem k obtÌûnÈ
manipulaci s trubiËkov˝mi gely a Ëasto öpatnÈ reprodukova-
telnosti se vöak st·le vÌce prosazujÌ komerËnÌ prouûky gelu
s imobilizovan˝mi pH gradienty (IPG-IEF) (cit.23,24) . Jejich
dalöÌmi v˝hodami jsou moûnost aplikovat mnohon·sobnÏ vÏt-
öÌ objemy vzork˘ a vÏtöÌ mnoûstvÌ proteinu (aû 5 mg oproti
100 µg u CA-IEF), coû pom·h· zachytit hydrofobnÌ a slabÏ
zastoupenÈ proteiny a rozöi¯uje moûnosti n·slednÈ identifika-
ce. Byly vöak pops·ny i ztr·ty nÏkter˝ch hydrofobnÌch protei-
n˘ p¯i pouûitÌ metody IPG-IEF (cit.10,14). Na trh byly uvedeny
takÈ IPG prouûky se sigmoidnÌm pH gradientem25, kter˝ na
2-D gelu rozöi¯uje oblast pI 5ñ7 s nejvÏtöÌm mnoûstvÌm pro-
tein˘. Zvl·ötnÌ p¯Ìstup vyûaduje anal˝za bazick˝ch protein˘,
kterÈ vlivem katodickÈho driftu öpatnÏ vstupujÌ do CA-IEF
gelu. ZpoË·tku se uplatÚovala nerovnov·ûn· isoelektrick·
fokusace (NEpHGE) (cit.26), nynÌ se Ë·st problematick˝ch
p¯Ìpad˘ da¯Ì vy¯eöit pomocÌ IPG-IEF s ˙zk˝m rozsahem pH
v alkalickÈ oblasti27.

2 . 3 . D r u h ˝ r o z m Ï r :
e l e k t r o f o r È z a v p ¯ Ì t o m n o s t i S D S

TrubiËkov˝ gel (CA-IEF, NEpHGE) nebo komerËnÌ prou-
ûek (IPG-IEF) obsahujÌcÌ proteiny rozdÏlenÈ podle isoelektric-
k˝ch bod˘ (pI) je po ekvilibraci v ekvilibraËnÌm pufru umÌstÏn
na vrch deskovÈho gelu, p¯ÌpadnÏ zalit agarosou s nÌzk˝m
bodem tuhnutÌ. Deskov˝ gel obsahuje dodecyl-sulf·t sodn˝,
d·vajÌcÌ protein˘m uniformnÌ specifick˝ n·boj (tj. n·boj vzta-
ûen˝ na jednotku relativnÌ molekulovÈ hmotnosti), takûe ty
jsou separov·ny pouze na z·kladÏ sv˝ch velikostÌ (relativnÌch

molekulov˝ch hmotnostÌ). PouûÌv· se obvykle gel˘ o koncen-
traci cca 10ñ13 % (m/V) akrylamidu. Ve snaze o lepöÌ rozliöenÌ
je nÏkdy uûÌv·no gel˘ s hustotnÌm (porozitnÌm) gradientem
(v rozmezÌ 7ñ20 % (m/V) akrylamidu) anebo diskontinu·lnÌch
gel˘, sloûen˝ch z koncentraËnÌ a separaËnÌ Ë·sti. Tyto postupy
ale znamenajÌ vnesenÌ dalöÌho kroku, kter˝ m˘ûe b˝t p¯ÌËinou
zhoröenÌ reprodukovatelnosti celÈ metody. DoporuËuje se pro-
to pouûÌvat buÔ gel˘ bez gradientu nebo poËÌtaËovÏ ¯ÌzenÈho
nalÈv·nÌ gradientov˝ch gel˘2, pop¯ÌpadÏ komerËnÌch hoto-
v˝ch gel˘.

2 . 4 . V i z u a l i z a c e : b a r v e n Ì 2 - D E g e l ˘

Po probÏhnutÌ SDS-PAGE je t¯eba proteiny v gelu zafixo-
vat proti difuzi a vizualizovat (obarvit), p¯iËemû fixaËnÌ krok
jiû b˝v· za¯azen do barvicÌho postupu. NejjednoduööÌ moûnos-
tÌ vizualizace protein˘ na dvourozmÏrnÈm gelu je pouûitÌ
barviva Coomassie Brilliant Blue, nejlÈpe v koloidnÌ variantÏ.
Toto barvenÌ je navÌc kvantitativnÌ a gel je potÈ moûnÈ pouûÌt
pro anal˝zu hmotnostnÌ spektrometriÌ (MS) (cit.29).

10ñ100◊ citlivÏjöÌ je barvenÌ st¯Ìbrem. St¯ÌbrnÈ ionty se
vöak v·ûÌ jen na nÏkterÈ aminokyselinovÈ zbytky (Asp, Glu,
His, Cys, Met, Lys), metodu proto nelze povaûovat za plnÏ
kvantitativnÌ, p¯esto jde o zp˘sob nejpouûÌvanÏjöÌ30. Tohoto
barvenÌ bylo publikov·no mnoho variant s r˘zn˝m sloûenÌm

Obr. 2. Uk·zka z·znamu 2-DE anal˝zy komplexnÌ smÏsi periplaz-
matick˝ch protein˘ bakterie Paracoccus denitrificans. AnaerobnÏ
rostl· kultura  bakterie Paracoccus denitrificans byla sklizena do
50 mM-TRIS/HCl pH 7,3. BuÚky byly rozbity kombinacÌ enzymatickÈ
a osmotickÈ l˝ze (DNA byla odstranÏna pomocÌ deoxyribonuklea-
sy I), centrifugaËnÏ byly odstranÏny zbytky cel˝ch bunÏk a ultra-
centrifugacÌ byla separov·na membr·nov· frakce. Periplazma (su-
pernatant po ultracentrifugaci) byla zakoncentrov·na na zahuöùovacÌ
cele Amicon (membr·na YM 3). Vzorek byl presolubilizov·n p¯eve-
denÌm do 2% SDS, 0,5 mM-MgCl2 a 50 mM-TRIS/HCl pH 6,8 sonikacÌ
4 min na ultrazvukovÈ l·zni a zah¯Ìv·nÌm p¯i 100 ∞C po dobu 3 min;
potÈ byl ochlazen na 4 ∞C a centrifugov·n p¯i 33 000 g a 4 ∞C po dobu
60 min. KoneËn· solubilizace byla provedena z¯edÏnÌm v pomÏru 1:2
vzorkov˝m  pufrem o sloûenÌ 9 M-moËovina, 4%  (m/V) CHAPS,
65 mM-DTT a 1,6% (m/V) Bio-Lyte 3/10. DvourozmÏrn· elektrofo-
rÈza byla provedena na za¯ÌzenÌ PROTEAN II xi Cell (Bio-Rad) podle
n·vodu v˝robce systÈmu; p¯i isoelektrickÈ fokusaci s nosn˝mi amfo-
lyty bylo dosaûeno celkem 9050 V.h; pro SDS-PAGE byl pouûit 12%
homogennÌ gel. Gel byl barven st¯Ìbrem podle Rabillouda28. PozadÌ
bylo odeËteno pomocÌ software PDQUEST, cit.57
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Ëinidel a s r˘znou dÈlkou jednotliv˝ch krok˘; v z·sadÏ je lze
rozdÏlit na tzv. kyselÈ metody na b·zi vodnÈho roztoku
AgNO3 a tzv. alkalickÈ metody na b·zi diamminkomplex˘
Ag+ v alkalickÈm prost¯edÌ. P¯i barvenÌ st¯Ìbrem je vhodnÈ
uplatnit nÏkter˝ z moûn˝ch senzitizaËnÌch krok˘ s cÌlem zlep-
öit tvorbu tzv. latentnÌho obrazu31. Byly vyvinuty rovnÏû mo-
difikace kompatibilnÌ s dalöÌ MS charakterizacÌ32,33. P¯ehled
kompatibility barvenÌ s MS anal˝zou je uveden v cit.34

P¯i funkËnÌch studiÌch, kdy m· b˝t zjiötÏna indukce protei-
n˘ v urËitÈm definovanÈm ËasovÈm okamûiku (nap¯. po p¯Ì-
davku urËitÈho faktoru Ëi p¯i zmÏnÏ podmÌnek), se nÏkdy
pouûÌv· inkorporace radioaktivnÏ znaËenÈho methioninu L-
-[35S]Met do polypeptidovÈho ¯etÏzce syntetizovanÈho za sle-
dovan˝ch podmÌnek. BuÚky jsou potÈ podrobeny 2-DE ana-
l˝ze, p¯iËemû v˝hradnÏ indukovanÈ proteiny jsou detegov·ny
na rentgenovÈm filmu autoradiografiÌ35 Ëi s pouûitÌm fosfoi-
mageru.

V poslednÌ dobÏ se vkl·dajÌ nadÏje do nov˝ch fluorescen-
ËnÌch metod barvenÌ typu SYPRO (cit.36,37) (SYPRO Ruby,
Orange). Tyto metody jsou podobnÏ jednoduchÈ a kvantitativ-
nÌ jako barvenÌ Coomassie, avöak citlivostÌ srovnatelnÈ s bar-
venÌm st¯Ìbrem a navÌc kompatibilnÌ s MS charakterizacÌ.
Vzhledem k vysokÈ cenÏ vöak doposud nedoznaly masovÈho
rozöÌ¯enÌ. Slibn· se zd· b˝t takÈ metodika tzv. 2-D Fluores-
cence difference gel electrophoresis (2-D DIGE) (cit.38). Zde
probÌh· cel· 2-D anal˝za se smÏsÌ dvou fluorescenËnÏ p¯ed-
znaËen˝ch vzork˘, jejichû proteinovÈ sloûenÌ se m· srovnat.
Po skonËenÌ celÈho procesu jsou srovn·ny fluorescenËnÌ ob-
razce 2-D gelu p¯i r˘zn˝ch vlnov˝ch dÈlk·ch. DÌky tomuto
postupu je omezen vliv odchylek 2-DE anal˝zy, protoûe sepa-
race obou vzork˘ probÌh· za identick˝ch podmÌnek.

3. Alternativy a jinÈ varianty
dvourozmÏrnÈ elektroforÈzy

Nedostatky dvourozmÏrnÈ elektroforÈzy, mezi nÏû pat¯Ì
vedle problÈm˘ s anal˝zou hydrofobnÌch protein˘ takÈ Ëasov·
a manu·lnÌ n·roËnost, vedou k hled·nÌ alternativnÌch metod.
Zkr·cenÌ proteomickÈho postupu bylo dosaûeno anal˝zou pro-
tein˘ p¯Ìmo na IPG prouûcÌch pomocÌ MALDI-TOF MS a tvor-
bou Ñvirtu·lnÌchì 2-D gel˘39. Zcela odliön˝ alternativnÌ p¯Ìstup
p¯edstavuje komplexnÌ anal˝za protein˘ zaloûen· na skupinÏ
nov˝ch chemick˝ch reagent˘ ICAT (isotope-coded affinity
tags), afinitnÌ chromatografii a tandemovÈ hmotnostnÌ spek-
trometrii40. P¯esto vöak 2-DE z˘st·v· nejrozöÌ¯enÏjöÌ a nej-
vhodnÏjöÌ metodou ke svÈmu ˙Ëelu41.

Vedle dvourozmÏrnÈ elektroforÈzy definovanÈ v tomto
Ël·nku jako spojenÌ denaturaËnÌ IEF a SDS-PAGE b˝vajÌ
nÏkdy uûÌv·ny i jinÈ kombinace z·kladnÌch elektroforetic-
k˝ch metod, nap¯Ìklad kombinace nativnÌ gradientovÈ Ñmod-
rÈì elektroforÈzy s denaturaËnÌ SDS-PAGE (cit.43) nebo nativ-
nÌ IEF s denaturaËnÌ SDS-PAGE (cit.43).

4. Metody anal˝zy obrazu a obrazovÈ
datab·ze 2-DE gel˘

Jak bylo ¯eËeno jiû v ˙vodu, jednou z hlavnÌch n·plnÌ
proteomiky je po metodickÈ str·nce tvorba proteinov˝ch map,
vych·zejÌcÌ ze srovn·v·nÌ obraz˘ 2-DE gel˘. V prvnÌ f·zi je

obraz nasnÌm·n, p¯iËemû se vyuûÌv· CCD (charge coupled
device) kamer, densitometr˘ a skener˘ pro snÌm·nÌ obrazu
ve viditelnÈm svÏtle, fluoroimager˘ pro detekci fluorescence
a fosfoimager˘ citliv˝ch na radioaktivnÌ z·¯enÌ2,44. Speci·lnÌ
software umoûÚuje detegovat skvrny na 2-DE gelu, odeËÌtat
pozadÌ, navz·jem p¯i¯azovat skvrny na r˘zn˝ch 2-DE gelech
(matching), vz·jemnÏ standardizovat a kvantitativnÏ vyhod-
nocovat gely, ËÌmû jsou Ë·steËnÏ eliminov·ny nep¯esnosti
vzniklÈ bÏhem komplikovanÈ 2-DE anal˝zy a p¯i barvenÌ gel˘.
D·le lze konstruovat proteinovÈ mapy a obrazovÈ datab·ze.
Software bylo bÏhem let vyvinuto vÌce typ˘. K nejpouûÌvanÏj-
öÌm dnes pat¯Ì PC programy s unixov˝m j·drem PDQUEST
a MELANIE II, III a vz·jemnÏ blÌzkÈ produkty zaloûenÈ na
PC platformÏ AIDA, Phoretix 2-D a ImageMaster. PraktickÈ
rozdÌly mezi jednotliv˝mi druhy komerËnÌho software lze
najÌt zejmÈna v poËtu souËasnÏ srovn·van˝ch gel˘ a ve zp˘-
sobu p¯i¯azov·nÌ skvrn (matchingu).

Jelikoû integr·lnÌ absorbanci kaûdÈ skvrny lze povaûovat
za kvantitativnÌ ukazatel exprese proteinu, je moûnÈ pomocÌ
2-D software srovn·vat parametry skvrn na r˘zn˝ch 2-DE ge-
lech a vyvozovat z·vÏry o expresi protein˘ za r˘zn˝ch podmÌ-
nek. ZÌskanÈ gely mohou b˝t ukl·d·ny do obrazov˝ch datab·-
zÌ podle typu vzorku, p¯iËemû mnoho datab·zÌ je dostupn˝ch
na internetu (pro p¯ehled viz cit.45). NÏkterÈ typy komerËnÌch
program˘ pro anal˝zu 2-DE gel˘ umÏjÌ s tÏmito datab·zemi
komunikovat a vytv·¯et vlastnÌ internetovÈ str·nky.

5. Charakterizace a identifikace protein˘

VyhodnocovacÌ software umoûÚuje p¯i¯adit kaûdÈ skvrnÏ
na 2-DE gelu urËitou hodnotu isoelektrickÈho bodu a relativnÌ
molekulovÈ hmotnosti na z·kladÏ kalibrace. ZÌskanÈ hodnoty
jsou vöak  pouze  p¯ibliûnÈ a k jednoznaËnÈ charakterizaci
bÌlkoviny v û·dnÈm p¯ÌpadÏ nepostaËujÌ. VyuûÌv· se proto
urËov·nÌ Ë·steËnÈ prim·rnÌ struktury bÌlkoviny d·le uveden˝-
mi metodami:

5 . 1 . E d m a n o v o o d b o u r · v · n Ì

ZjiötÏnÌ N-termin·lnÌ sekvence aminokyselin analyzova-
nÈho proteinu postupem zahrnujÌcÌm Edmanovo odbour·v·-
nÌ46 je metoda, kter· p¯ed vÌce neû 30 lety umoûnila vznik
strukturnÌ chemie protein˘. BÌlkoviny jsou nejprve pomocÌ
blotingu47,48p¯eneseny z gelu na blotovacÌ membr·nu z poly-
(vinylidendifluoridu) (PVDF) nebo skeln˝ch vl·ken. Mem-
br·na je potÈ obarvena a je z nÌ vy¯Ìznuto mÌsto se skvrnou
analyzovanÈho proteinu. Tento v˝¯ez je podroben Edmanovu
odbour·v·nÌ, kdy je postupn˝m odötÏpov·nÌm aminokyselin
z polypeptidovÈho ¯etÏzce a n·slednou HPLC anal˝zou vzni-
kajÌcÌch PTH (fenylthiohydantoinov˝ch) deriv·t˘ aminoky-
selin stanovena N-termin·lnÌ sekvence proteinu. V souvislosti
s uplatnÏnÌm Edmanova odbour·v·nÌ v r·mci proteomick˝ch
metod je t¯eba vzÌt v ˙vahu n·sledujÌcÌ faktory: i) doba anal˝zy
je cca 40 minut na 1 aminokyselinov˝ zbytek, ii) cena se
pohybuje mezi 3ñ4 USD na aminokyselinu a iii) anal˝za m˘ûe
b˝t komplikov·na modifikacemi (blokov·nÌm) N-konce pro-
teinu (nap¯. acetylacÌ) (cit.2). Tyto faktory odsouvajÌ Edmano-
vo odbour·v·nÌ z pop¯edÌ proteomickÈho z·jmu, neboù ˙spÏö-
n· charakterizace desÌtek Ëi stovek protein˘ tÌmto zp˘sobem
nenÌ p¯Ìliö re·ln·.
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Tabulka II
StrukturnÌ datab·ze pouûitelnÈ k identifikaci protein˘ v 2-D gelech

N·zev datab·zea URL Popis datab·ze

Swiss-Prot http://www.expasy.ch proteinov· datab·ze
TrEMBL http://www.expasy.ch proteinov· datab·ze
PIR http://pir.georgetown.edu/pirwww/pirhome.html proteinov· datab·ze
OWL http://www.leeds.ac.uk/bmb/owl/owl.html proteinov· datab·ze
GDB http://gdb.org genomov· datab·ze
Washington University http://genome.wustl.edu/est/esthmpg.html Ñsequence tagsì datab·ze
PDB http://www.rcsb.org/pdb 3-D struktury protein˘
DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp nukleotidov· datab·ze
EMBL http://www.embl-heidelberg.de/Services/index.html nukleotidov· datab·ze
NCBI http://ncbi.nlm.nih.gov nukleotidov· datab·ze
EcoCyc http://ecocyc.pangeasystems.com/ecocyc/ecocyc.html geny a metabolismus

Escherichia coli

a DDBJ ñ DNA Data Bank of Japan, EMBL ñ European Molecular-Biology Laboratory, GDB ñ Genome Database, NCBI ñ Natio-
nal Center for Biotechnology Information, PDB ñ Protein Data Bank, URL ñ universal-resource locator; zpracov·no podle cit.45

5 . 2 . H m o t n o s t n Ì s p e k t r o m e t r i e

Pro anal˝zu bÌlkovin a peptid˘ se nejËastÏji pouûÌvajÌ dva
typy hmotnostnÌ spektrometrie (MS): i) ÑMatrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flightì MS (MALDI-TOF MS)
(cit.50) a ii) ÑElectrospray-ionisationì MS (ESI-MS) (cit.51).
KromÏ zÌsk·nÌ relativnÌch molekulov˝ch hmotnostÌ peptid˘
lze pomocÌ tandemovÈ hmotnostnÌ spektrometrie (MS/MS)
urËit Ë·steËnou, p¯ÌpadnÏ i ˙plnou prim·rnÌ strukturu peptid˘
a protein˘. Pro bliûöÌ p¯ehled princip˘ viz cit.52. Proteiny mo-
hou b˝t hmotnostnÌ spektrometriÌ charakterizov·ny v z·sadÏ
dvÏma metodick˝mi p¯Ìstupy, a to tzv. Ñpeptide mass finger-
printingì (PMF) a Ñpeptide fragment sequencingì (PFS).

Peptide mass fingerprinting

Principem je ötÏpenÌ protein˘ separovan˝ch 2-D elektro-
forÈzou obvykle p¯Ìmo v gelu pomocÌ enzymu nebo l·tky,
kter· definovanÏ ötÏpÌ polypeptidov˝ ¯etÏzec. NejpouûÌvanÏj-
öÌ je p¯itom trypsin, ötÏpÌcÌ amidovou (peptidovou) vazbu na
C-stranÏ argininu a lysinu. SmÏs peptid˘ je potÈ analyzov·na
hmotnostnÌ spektrometriÌ, a to buÔ uûitÌm MALDI-TOF MS
nebo ESI-MS. P¯esnost obou metod je lepöÌ neû 0,1 jednotky
relativnÌ molekulovÈ hmotnosti. V˝stupem je soubor relativnÌch
molekulov˝ch hmotnostÌ peptid˘. Tento soubor je pak porov-
n·n se soubory molekulov˝ch hmotnostÌ peptid˘, vytvo¯en˝-
mi poËÌtaËem z protein˘ v proteinovÈ datab·zi. UûÌv· se p¯i-
tom nap¯. program˘ MS-FIT (http://www.prospector.ucsf.edu)
nebo MASCOT (http://www.matrixscience.com).

Peptide fragment sequencing

P¯i nedostatku informacÌ zÌskan˝ch z PMF je moûno pro-
tein identifikovat pomocÌ fragmentace jednotliv˝ch peptid˘. Pep-
tidy mohou b˝t fragmentov·ny p¯Ìmo ve hmotnostnÌm spek-
trometru, a to i) buÔ pomocÌ Ñcollision-induced dissociationì
(CID) v p¯ÌpadÏ ESI-MS, nebo ii) pomocÌ MALDI-TOF pra-
cujÌcÌm v reûimu MALDI-PSD (post-source decay). Ve srov-
n·nÌ s MALDI-PSD fragmentacÌ, kter· m˘ûe b˝t ne˙pln·, je

metoda CID povaûov·na za stabilnÌ a robustnÌ metodu. Kr·tkÈ
sekvence peptid˘, naz˝vanÈ Ñpeptide sequence tagsì, spoleË-
nÏ s relativnÌ hmotnostÌ peptidu a vzd·lenostÌ konc˘ sekvence
k N- a C-konci peptidu v jednotk·ch relativnÌ molekulovÈ
hmotnosti, jsou obvykle dostateËnou informacÌ k identifikaci
proteinu.

5 . 3 . D a l ö Ì m e t o d y

UplatnÏnÌ p¯i identifikaci protein˘ nalÈzajÌ takÈ imunoche-
mickÈ metody, konkrÈtnÏ Western-blotting: proteiny z 2-DE
gelu jsou p¯eneseny na blotovacÌ membr·nu (podobnÏ jako
u Edmanova odbour·v·nÌ). Ta je inkubov·na s protil·tkou A
proti hledanÈmu proteinu. N·slednÏ probÏhne inkubace s pro-
til·tkou B proti protil·tce A. Jelikoû protil·tka B m· nav·z·nu
chromogennÌ znaËku, mÌsto s hledan˝m proteinem je na mem-
br·nÏ barevnÏ oznaËeno.

PomocnÈ uplatnÏnÌ p¯i identifikaci protein˘ nÏkdy nach·zÌ
takÈ anal˝za aminokyselinovÈho sloûenÌ. Poûadovan˝ protein
je z 2-DE gelu blotov·n na membr·nu, odkud je vy¯Ìznut
a hydrolyzov·n (1 h p¯i 155 ∞C). UvolnÏnÈ aminokyseliny
jsou derivatizov·ny a podrobeny anal˝ze HPLC. Na z·kladÏ
pomÏrnÈho zastoupenÌ jednotliv˝ch aminokyselin zjiötÏnÈho
z chromatogramu je protein srovn·v·n s proteiny v datab·zi,
nap¯Ìklad pomocÌ program˘ AACompIdent, ASA, FINDER,
AAC-PI, PROP-SEARCH aj.2

5 . 4 . D a t a b · z e

»·steËn· informace o prim·rnÌ struktu¯e proteinu, zÌskan·
s pomocÌ Edmanova odbour·v·nÌ nebo hmotnostnÌ spektro-
metrie, je vyuûita k identifikaci proteinu v datab·zi. Vedle jiû
zmÌnÏn˝ch obrazov˝ch datab·zÌ 2-DE gel˘, kterÈ jsou vytv·-
¯eny vûdy pro urËit˝ druh vzorku, existujÌ proteinovÈ datab·ze
(obsahujÌcÌ sekvence vöech popsan˝ch protein˘) a datab·ze se
sekvencÌ DNA. Oba typy strukturnÌch datab·zÌ jsou obvyk-
le propojenÈ a vyuûitelnÈ pro identifikaci protein˘ ñ viz ta-
bulka II. P¯i urËenÌ mÌry homologie se uplatÚujÌ algoritmy
BLAST a FASTA.
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6. Aplikace

Za hlavnÌ p¯Ìnos proteomick˝ch metod lze povaûovat
moûnost srovn·nÌ komplexnÌho proteinovÈho sloûenÌ vzork˘
vznikl˝ch za r˘zn˝ch podmÌnek. V ˙vahu p¯ipad· sledov·nÌ
rozdÌl˘ zp˘soben˝ch zmÏnami teploty, pH prost¯edÌ, omezenÌ
substr·tem, anaerobiosou, genov˝mi manipulacemi, v˝vojo-
v˝m stavem Ëi chemick˝mi faktory, jako jsou hormony, anti-
biotika, cytostatika a dalöÌ. KromÏ sestavov·nÌ proteinov˝ch
map a srovn·vacÌch studiÌ jsou takÈ prov·dÏna srovn·nÌ pro-
teinovÈho sloûenÌ vzork˘ r˘zn˝ch, zejmÈna bakteri·lnÌch dru-
h˘. HmotnostnÌ spektrometrie umoûÚuje sledovat posttrans-
laËnÌ modifikace protein˘.

Je t¯eba si uvÏdomit, ûe identifikace protein˘ vych·zÌ
ze zjiötÏnÌ homologie identifikovanÈho proteinu s proteinem
v proteinovÈ datab·zi nebo s p¯eloûenou sekvencÌ genomu.
Znalost genomu  danÈho  organismu je tedy jedinou jistou
pom˘ckou p¯i identifikaci proteinu v p¯ÌpadÏ, ûe jeho vlastnÌ
struktura nebyla dosud pops·na. Ne n·hodou je tedy mnoho
proteomick˝ch studiÌ zamÏ¯eno na mikroorganismy53,54: z ge-
nom˘, kterÈ byly kompletnÏ sekvenov·ny, jsou totiû cca 3/4
bakteri·lnÌch (aktu·lnÌ p¯ehled viz http:/www.tigr.org/tdb/
mdb/mdbcomplete.html nebo http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Entrez/Genome/org.html). Velmi p¯Ìnosn˝ se zd· b˝t proteo-
mick˝ v˝zkum v medicÌnÏ, a to jednak ve farmakologii p¯i
studiu ˙Ëinku lÈk˘ na proteosyntÈzu, jednak v medicÌnskÈm
v˝zkumu ke studiu komplexnÌch zmÏn proteosyntÈzy u r˘z-
n˝ch onemocnÏnÌ, nap¯Ìklad v onkologii55,56. RozvÌjÌ se takÈ
studium rostlinn˝ch a ûivoËiön˝ch proteom˘.

7. Zdroje proteomick˝ch informacÌ

Z·jemc˘m o proteomickou problematiku lze doporuËit
odborn·  periodika ñ zvl·ötÏ  specializovan· ËÌsla Ëasopisu
Electrophoresis vÏnujÌcÌ se st¯ÌdavÏ metodick˝m ot·zk·m,
bakteri·lnÌm proteom˘m, bioinformatice, farmaceutickÈ pro-
teomice, aj. Od roku 2001 vych·zÌ ËistÏ proteomickÈ periodi-
kum, Ëasopis Proteomics. KomplexnÌ informace je moûnÈ
nalÈzt takÈ na serveru http://www.expasy.org, provozovanÈm
renomovanou ûenevskou skupinou prof. Denise F. Hochstras-
sera. Proteomice jsou vÏnov·ny mezin·rodnÌ konference za
˙Ëasti svÏtov˝ch öpiËek oboru, v souËasnÈ dobÏ nap¯Ìklad
Proteomic Forum (Mnichov 2001, 2003), kongresy öv˝carskÈ
proteomickÈ spoleËnosti (éeneva 2001, Lausanne 2002) nebo
prestiûnÌ setk·nÌ konan· jednou za dva roky v italskÈ SienÏ
(Siena 2002, viz http://www.unisi.it/eventi/proteome/).

8. Z·vÏr

Proteomika se zd· b˝t velmi perspektivnÌm n·strojem
v˝zkumu v ÑpostgenomovÈmì obdobÌ vÏd oznaËovan˝ch jako
vÏdy o ûivotÏ (Life Science). V poslednÌch nÏkolika letech
byly uËinÏny velkÈ pokroky v oblasti anal˝zy obrazu a iden-
tifikace protein˘ hmotnostnÌ spektrometriÌ, umoûÚujÌcÌ pod-
statnÈ zrychlenÌ, zp¯esnÏnÌ a automatizaci procesu identifikace
protein˘. Velkou v˝hodou je takÈ p¯Ìpadn· znalost genomu
studovanÈho organismu. LimitujÌcÌ f·zÌ proteomiky je tak
i p¯es znaËnou komercializaci metoda dvourozmÏrnÈ elektro-
forÈzy. OtaznÌk visÌ zejmÈna nad jejÌ vhodnostÌ k anal˝ze

hydrofobnÌch protein˘ a protein˘ vyskytujÌcÌch se v malÈm
poËtu kopiÌ. Zd· se proto, ûe do okamûiku, kdy proteinov·
mapa bude znamenat pohled na skuteËnÏ vöechny bunÏËnÈ
proteiny, zb˝v· udÏlat jeötÏ mnoho usilovnÈ pr·ce. P¯es tyto
skuteËnosti proteomika nepochybnÏ velmi p¯ispÏje k odhalenÌ
nov˝ch souvislostÌ mezi koncentracÌ a fyziologickou funkcÌ
protein˘.

S e z n a m z k r a t e k a s y m b o l ˘

2-D two-dimensional ñ dvourozmÏrn˝
2-DE two-dimensional electrophoresis ñ dvouroz-

mÏrn· elektroforÈza
ASB 14 3-[dimethyl(3-tetradekanamidopropyl)amonio]-

propan-1-sulfon·t
C8Ø 3-{dimethyl[3-(4-oktylbenzamido)propyl]amo-

nio}propan-1-sulfon·t
CA carrier ampholyte ñ nosn˝ amfolyt
CCD charge coupled device (Ëesk˝ n·zev se dosud

nevûil)
CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-pro-

pan-1-sulfon·t
CID collision induced dissociation (Ëesk˝ n·zev se

dosud nevûil)
DIGE difference gel electrophoresis ñ diferenËnÌ ge-

lov· elektroforÈza
DNA deoxyribonucleic acid ñ deoxyribonukleov·

kyselina
DTT dithiothreitol
EDTA ethylendiamintetraoctov· kyselina
ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry ñ

hmotnostnÌ spektrometrie s ionizacÌ electro-
sprayem

HPLC high performance liquid chromatography ñ vy-
soko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie

ICAT isotope-coded affinity tags
IEF isoelectric focusing ñ isoelektrick· fokusace
IPG immobilised pH gradient ñ imobilizovan˝ pH

gradient
MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption ionization ti-

me-of-flight (Ëesk˝ n·zev se dosud nevûil)
Mr relativnÌ molekulov· hmotnost
MS mass spectrometry ñ hmotnostnÌ spektrometrie
NEpHGE non-equilibrium pH gradient electrophoresis ñ

nerovnov·ûn· elektroforÈza p¯i  gradientu pH
PC personal computer ñ osobnÌ poËÌtaË
PFS peptide fragment sequencing ñ sekvenov·nÌ

peptidov˝ch fragment˘
pI isoelectric point ñ isoelektrick˝ bod
PMF peptide mass fingerprinting (Ëesk˝ n·zev se

dosud nevûil)
PMSF fenylmethansulfonylfluorid
PVDF poly(vinylidendifluorid)
RNA ribonucleic acid ñ ribonukleov· kyselina
SB 3-10 3-(decyldimethylamonio)propan-1-sulfon·t
SDS dodecyl-sulf·t sodn˝
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-

trophoresis ñ polyakrylamidov· gelov· elek-
troforÈza v p¯Ìtomnosti dodecyl-sulf·tu sodnÈho

TBP tributylfosfin
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
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P. Bouchal and I. KuËera (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-

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.

»esk· skl·¯sk· spoleËnost Silik·tov· spoleËnost »R
⁄stav skla a keramiky VäCHT Praha ⁄stav anorganickÈ chemie VäCHT Praha
⁄stav chemie pevn˝ch l·tek VäCHT Praha ⁄stav anorganickÈ chemie AV »R

ANORGANICK… NEKOVOV… MATERI¡LY

PROCESY ñ TECHNOLOGIE ñ VLASTNOSTI

Odborn˝ semin·¯ o v˝sledcÌch dizertaËnÌch pracÌ v postgradu·lnÌm studiu se kon·

5. ˙nora 2003 v 9 hodin

v budovÏ ÑAì VäCHT Praha, posluch·rna A 02, Technick· 5, Praha 6

Na programu semin·¯e jsou p¯edn·öky doktorand˘ ˙stav˘, spolupo¯adatel˘ semin·¯e. Po kaûdÈ p¯ed-
n·öce bude v r·mci vymezenÈho Ëasu n·sledovat kr·tk· diskuse. K ˙Ëasti na semin·¯i jsou zv·ni vöich-
ni z·jemci o novÈ poznatky z v˝zkumu chemie a technologie anorganick˝ch nekovov˝ch materi·l˘.

Chem. Listy 97, 29 ñ 36 (2003) Refer·ty

36


