Odkud a kam
mifi proteomika ?
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Neni budoucnost a nikdy nebyla.
Skutecnou budoucnosti je dnesek.
(Miguel de Unamuno)

Proteomika je studium souboru bilkovin (proteomu) v zZivém organismu nebo
v jeho definované c¢asti. Je to dynamicky se vyvijejici obor — v poslednim dese-
tileti vSechny velké farmaceutické firmy vybudovaly vlastni proteomova centra
a proteomické spolecnosti vyrostly jako houby po desti. Byl spustén mezinarod-
ni vyzkum lidského proteomu HUPO (Human Proteome Organization), na jehoz
vysledky ¢eka netrpé€livé medicina 21. stoleti.

Co je to proteom?

Vsechny zivé bunky charakterizuje pri-
tomnost nukleovych kyselin (tvofi dédic-
nou vybavu zvanou genom) a bilkovin
neboli proteinti. Proteiny vykonavaji
vlastni biologické funkce — zejména fize-
nou vyménu latek, energie a informace.
Soubor vsech proteint byl poprvé nazvan
proteom na konferenci v Siené r. 1994
australskym doktorandem Markem Wil-
kinsem.

Kompletni proteom urcitého mnoho-
buné¢ného organismu je tedy souborem
vSech proteinti ze vSech bunécnych pro-
teoml. Proteom je zpravidla vétsi nez
genom, protoze geny mohou byt rtzné
pfepisovany a proteiny mohou byt jesté
béhem syntézy dile pozménény fosforec-
nymi nebo cukernymi skupinami.

Kromé kompletniho proteomu rozezna-
vame proteomy bunécné, ale také proteo-
my tkanové, proteomy télnich tekutin
(napf. krve), proteomy bunécnych ustroj-
ki nebo proteomy bakterii ¢i virti. Proteo-
mem se tedy oznacCuje celkovy soubor
proteint urcité biologické struktury ¢i sub-
stance.
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Co je to proteomika?

Proteomika se zabyva studiem proteo-
mu. Cilem tohoto nového védniho oboru je
analyzovat vSechny proteiny v bunkach,
tkanich ¢i télnich tekutinach za raznych
podminek, napf. u zdravého ¢i nemocného
jedince. Z toho vyplyva, Ze proteomika je
mnohem slozitéjsi nez genomika — stu-
dium genomu.

Nejvetsi obtize pusobi obrovska pro-
ménlivost proteomu béhem rustu, diferen-
ciace, ale zejména béhem nemoci a stir-
nuti organismu nebo vlivem prostredi.
Koncentrace jednotlivych proteina v jedi-
né buince se pritom pohybuje v rozmezi
deviti fadd. Neni tedy divu, Ze zatimco lid-
sky genom byl jiz rozlustén, pro sestaveni
lidského proteomu bylo nezbytné vypraco-
vat nové metody déleni a identifikace pro-
teind a jejich automatizaci. Proteomika se
stala klicem ke studiu dynamiky biologic-
kych déju.

Od genomu k proteomu

Pred r. 1990 se k identifikaci proteint
zacalo pouzivat sekvenovani (urcovani
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sledu jejich stavebnich dild — aminokyse-
lin) neporusenych molekul nebo enzyma-
ticky vystépenych fragmenti chemickou
cestou. Tato technika ale byla pomala
a malo citliva.

Kdyz byly rozlustény genomy nékolika
Zivych organismu, zacaly byt proteiny
ur¢ovany pomoci genové databiaze, pfi-
¢emz se vychazelo z toho, Ze nukleotidové
sekvence gena kodujicich stejné proteiny
(napf. urdity enzym pfitomny u vétSiny
Zivych organismi) jsou u rtznych druht
podobné. Tak pomohly tfeba sekvence my-
Sich gent odhalit lidské geny s podobnymi
sekvencemi a tim i podobné proteiny c¢lo-
v€ka. Rychlost této metody byla omezena
schopnosti urcit alespon c¢aste¢nou infor-
maci o sekvenci daného proteinu a srov-
nat ji s daty uloZenymi v pocitacovych
databazich.

Déleni proteina

Aby bylo mozno proteiny skutecné
urcit, je nutné je napred ziskat z jejich
smési. I tak zdanlivé jednoducha tekutina,
za jakou povazujeme Krev, obsahuje stovky
raznych proteint. K jejich oddéleni (sepa-
raci) se pouziva dvojrozmérna gelova elek-
troforéza (2-DE). Elektroforéza je metoda
zalozena na déleni molekul v elektrickém
poli. Dvojrozmérna se nazyva proto, Ze se
proteiny nejdiive déli v jednom sméru
podle svych naboji a potom kolmo na
tento podle velikosti. Vysledkem je protei-
nova mapa, na niz ma kazdy protein svou
specifickou polohu.

Metodu 2-DE popsali v r. 1975 nezavisle
na sobé tfi rtizni autofi. Jiz v 80. letech byla
pouzita k porovnavani rtiznych proteino-
vych vzorkli a sestavovani proteinovych
databazi. V té dobé byly také navrZeny sta-
tistické metody hodnoceni proteinovych
map. Rozsahlejsi identifikaci proteint
z elektroforetickych geld vsak umoznily
teprve nové hmotnostni spektrometry na
pocatku 90. let 20. stol.

Identifikace proteinu
hmotnostni spektrometrii

V hmotnostnim spektrometru (viz obr.)
se méfi hmotnost (presnéji pomér hmot-
nosti k naboji) molekuly proteinu nebo
peptidu vzniklého Stépenim na mensi
casti. Latka musi byt nejprve ionizovana
a prenesena do vysokého vakua pfistroje.
Analyza proteinti hmotnostni spektromet-
rif nebyla zpocatku uspésna, protoze tato
metoda poskozovala jejich obrovské a slo-
zité molekuly. V 80. letech byly proto vyvi-
nuty nové hmotnostni spektrometry urce-
né pro proteiny.

Samotné stanoveni hmotnosti proteint,
neni-li dostatecné presné, vSak nestaci
k jejich urceni. To umozni teprve stanoveni
hmotnosti jejich fragmentd — peptidu,
které vzniknou stépenim ptvodniho pro-
teinu na urcitych mistech. Spektra peptida
se srovnaji s teoretickymi spektry vypocita-
nymi z databazi. Tak vznikly metody znamé
jako proteinové hmotnostni mapovani ¢i
otiskovani.

Hmotnostni spektrometr pro presné wuréent
hmotnosti proteinii je schopen béhem hodiny
analyzovat tisice fragmentalnich spekter pep-
tidii vanikljch Stépenim proteinii rozdélenych
dvourozmérnou elektroforézou
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Technika dvojrozmérné gelové elektroforézy
déli smés proteinii podle jejich ndbojii (zleva
doprava) a jejich velikosti (shora doli). Miize
rozdélit az nékolik tisic proteinii. Jednotlivé
skvrny na obrdzku predstavuji jednotlivé pro-
teiny. Ty mohou byt primo v gelu dile Stépeny
na peptidy, jejichz spektra v hmotnostnim
spektrometru proteiny identifikuji. Snimlky
archiv autori

Proteomické tovarny

Hledani urcitych zmén v proteomu pfi-
pomina hledani jehly v kupce sena. Proto
se pravé proteomika snazi zjednodusit pri-
pravu vzorkl a zautomatizovat jejich zpra-
covani. Izotopové sondy k oznaceni
urcitych aminokyselin, proteinové Cipy, na
nichz je cilovy protein detekovan proti-
latkou a optickou metodou, nebo mikro-
fluidika — to jsou nazvy jen nékterych
technik, které se rychle rozvijeji v proteo-
mickych tovarnach. Pristrojové celky jsou
umistény v tovarnich halich. Spole¢nost
GeneProt sidlici v Zenevé a v americkém
staté New Jersey vlastni pres 50 hmotnost-
nich spektrometrt a jeden z nejvykonnéj-
Sich pocitact v civilnim sektoru. Mnozstvi
dat produkovanych takovym zafizenim je
nepiedstavitelné.

Pro nékteré soukromé firmy se soucas-
né nadSeni proteomikou stalo jakousi
obdobou zlaté horecky 19. stol. Investice
do proteomiky v r. 1999 dosahly 700 mi-
liont dolard, ale pro r. 2005 se odhaduji
na neuvéritelny osminasobek této cCastky.
Spole¢nost Celera v Rockville (Maryland,
USA), ktera se proslavila sekvenovanim lid-
ského genomu, pripravuje srovnavani pro-
teini normalnich a nemocnych lidskych
tkani. Cellzome v némeckém Heidelbergu,
CuraGen Corp. v New Haven a Myriad
Proteomics v Kalifornii budou zkoumat
proteinové interakce. MDS Proteomics
v kanadském Torontu se zaméfily na iden-
tifikaci nadorovych proteind vhodnych
pro zasah protilatek i béznych 1éCiv a pro-
teint nitrobunécné signalizace. Spolec-
nosti SGX a Syrrx v San Diegu se zabyvaji
robotizaci proteinové krystalografie, vel-
koobjemovou produkci proteinovych
krystala a jejich analyzou difrakci rentge-
novych paprska.

Lze patentovat bilkoviny?

Patentovani lidského genomu je velmi
rozporuplné a vyvolava rozsahlé diskuse.
Spole¢nosti Human Genome Sciences
z Rockvillu ve staté Maryland nebo Incyte
Genomics z kalifornského Palo Alto jsou
vsak jiz nositelkami vice nez 25 tisic paten-
th souvisejicich s informacemi pochazeji-
cimi z lidské DNA. Za skandilni povazuji
védci patentovani informaci ziskanych
vefejnym konsorciem HUGO (Human Ge-
nome Organisation) financovanym z penéz
dafiovych poplatniki. Rada firem, jako
Oxford GlycoSciences ve Velké Britanii
vSsak nyni argumentuje, Ze to neni gen,
ktery v sobé skryva informaci nezbytnou
pro praktické vyuziti, ale pravé jednotlivé
proteinové produkty. MozZnosti patento-
vych pravnikt jsou zde prakticky neomeze-
né vzhledem k ohromnému mnozZstvi
proteint. Predpoklada se nicméné, ze sou-
kromé spolecnosti, které se dostanou do
sporu o patentovani urcité biologické
molekuly, se pokusi nejprve o dohodu

Ziva 1/2005

v
.
@ -
- 4
Y., ¢ N )
oo.': > . > o .‘
L .. |.
v . - T .
n .'_“ . .
= . .
.,' ~ o-"”-"“ -
o e -
. . -
-
.
.
-
e & .
- -
*¥
@ - .
% -
o. -
- e
. :

o dil¢i sublicenci, aby se vyhnuly soudnim
sportim spojenym se vznasenim protichtd-
nych naroku. Takové spory jiz maji s védec-
kym vyzkumem malo spole¢ného.

Proteomika v 1ékarstvi

Velké americké statni instituce jako Na-
rodni ustav pro vyzkum rakoviny (NCID)
nebo Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) podporuji vychovu odbornikti v pro-
teomice a standardizaci metodik tak, aby se
co nejrychleji uplatnily v klinické medici-
né. Pocita se s tim, ze by k identifikaci
abnormalnich proteini mélo stacit nékolik
tisic nemocnych bunék nebo kapka télni
tekutiny, takze proteomika se zaradi mezi
neinvazivni (pacienta nezatézujici) metody.
Podobn¢, jako se dnes v krevnim séru sta-
novuji rtizné biochemické a enzymatické
parametry, budou se vzorky podrobovat
rutinni proteinové analyze po podani béz-
nych lékt, aby bylo mozné zjistit, které
proteiny byly indukovany ci které proteiny
se ucastni nezadoucich vedlejsich ucinku.

Vyzkum lidského proteomu

Projekt rozlusténi lidského proteomu se
odlisuje od projektu lidského genomu
zejména technologicky. To vede k moznos-
ti zapojit védce i z téch zemi, které maji
v chemii proteint velkou tradici a pfitom
se nezucastnily sekvenace genomu. V Mos-
kvé vyrostlo pod vedenim prof. A. I. Archa-
kova velké centrum proteomiky. Velmi
aktivni je v tomto sméru také Jizni Korea
a Singapur. Integraci proteomovych center
vyroste celosvétova sit. Na druhé konferen-
ci o lidském proteomu v fijnu 2003 v Mon-
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trealu jiz byly uverejnény vysledky mezina-
rodniho vyzkumu proteinti plazmy a jater.
Bylo zahajeno studium proteinti lidskych
nervovych bunék.

Proteomika v Ceské republice

Mezi vyznamna pracovisté proteomiky
u nas patii Spole¢na proteomova laborator
ustavii Akademie véd CR (Mikrobiolo-
gického ustavu, zabyvajicitho se bakterialni
proteomikou, Ustavu fyziologie a genetiky
zivocicht, studujictho proteom zrajiciho
sav¢iho vajicka a kmenovych bunék, a Usta-
vu experimentalni mediciny, sledujiciho
interakce jadernych proteint) a firmy Im-
munotech, a. s., dale Ustav analytické che-
mie AV CR a Pfirodovédecka fakulta Ma-
sarykovy Univerzity v Brné (rostlinna
proteomika) a pracovisté Ustavu moleku-
larni patologie Univerzity obrany (proteo-
mika puvodce tularémie Francisella tula-
rensis). Dale se rozviji proteomika na
univerzitach v Praze a Olomouci. Na pod-
zim r. 2003 byla ustavena Proteomicka sekce
Ceské spolecnosti pro biochemii a moleku-
larni biologii a v Cervnu 2004 se konala
prvni Ceska proteomicka konference.

Proteomika je velmi vyznamnym védnim
oborem pocatku 21. stol. Poznani novych
proteind pomuze v blizké budoucnosti
vysvétlit dosud neznamé aspekty biologic-
kych systému. Poznani novych proteind,
které se vyskytuji v lidském organismu
v mizivych mnozstvich miliontin mikrogra-
mu nebo po nesmirné kratkou dobu,
umozni poznat slozité regulace a hierar-
chické urovné lidského organismu a poloZi
solidni, i kdyz slozité zaklady pro klinickou
medicinu zitrka.
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