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Proteomické metody
a hmotnostni spektrometrie

Proteomika je védni disciplina zkoumajici proteom, podobné jako napfr. geno-
mika zkouma genom. Zatimco genom je relativné staly, proteom je velmi dyna-
micky. Ruzné proteiny pfitomné v riznych bunkach urcuji, jak burnka vypada
a jaké funkce vykonava. Znalost proteomu nam umoziuje sledovat biologické
déje na molekularni virovni a porozumét zménam, ke kterym dochazi v reakci
na ruzné podnéty nebo béhem starnuti ¢i onemocnéni. Vzhledem k obrovskeé
dynamice proteomu a jeho komplexité neni v soucasné dobé mozné zmapovat
vSechny formy proteini pritomné ve studovaném biologickém objektu. Presto,
za vyuZziti modernich proteomickych technik a jejich kombinaci, miZeme do

proteomu stale detailnéji nahlizet.

Pred 30 lety, v . 1995, australsky moleku-
larni biolog Marc R. Wilkins zavedl termin
proteom, jimZ oznacoval veskeré proteiny
(bilkoviny) produkované v buiice nebo
tkani na zakladé genetické informace ulo-
zené v genomu. Jiz tehdy spolu s kolegy
upozoriiovali na vyznamné rozdily v defi-
novani proteomu ve srovnini s genomem.
Genom je, pokud neuvazujeme mutace, ve
vétsiné bunék lidského téla stejny — s vy-
jimkou napt. pohlavnich bunék, které maji
jen poloviéni pocet chromozom1, nebo &er-
venych krvinek (erytrocytiti), které nemaji
jadro a mitochondrie, a tedy ani jadernou
¢i mitochondridlni DNA. Oproti tomu pro-
teom je vysoce dynamicky a lisf se vyznam-
né v Case, napi. v reakci na néjaky podnét,
jako je infekce, hladovéni, starnuti apod.,
i prostoru — napf. neurony mozkové kiry
maji jiny proteom neZ neurony mozecku.
Pokud mluvime o proteomu, myslime tim
tedy soubor v8ech proteini pfitomnych
v konkrétnim ¢ase v konkrétnim prostoru —
napf. v buné¢né organele, burice, tkani nebo
v celém organismu. Proteiny pfedstavuji

skute¢ny fenotyp, proto je studium proteo-
mu (proteomika) zdsadni pro porozuméni
fyziologickym i patologickym stavim.

Mnoho tvari proteomu
U ¢lovéka zndme pfiblizné 20 700 gend,
které kéduji proteiny. Pocet riznych druhi
proteint je vsak vyrazné vyssi nez pocet
genu. Jak je to mozné? Pfi prepisu z DNA do
RNA (transkripci) dochazi u savct u fady
gent k alternativnimu sestfihu vznikajici
molekuly mediatorové RNA (mRNA), kdy
z kazdého genu jsou pramérné ¢ty¥i rtizné
transkripéni varianty. Alternativni sestfih
mRNA tak dava vzniknout vice nez 80 tisi-
ctm riznych proteinovych izoforem. Pro-
teiny kédované stejnym genem, ale jinou
transkripéni variantou, izoformy proteinu,
mohou mit zcela odlisné funkce. P¥fkladem
je gen ENO1, ktery muze kédovat cytoplaz-
maticky enzym drahy glykolyzy s délkou
434 aminokyselin, ale také jaderny DNA-va-
zebny protein s délkou 341 aminokyselin.
Regulace bunéénych drah a procest
vyzaduji moznost rychlé zmény aktivity
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1 Od genu po proteoformu. Lidsky
genom obsahuje pfiblizné 20 700 genti,
které kéduji proteiny. Kazdy gen ma
prumeérné ¢tyfi transkripéni varianty
dané alternativnim sestfihem,

coz umoziuje vznik vice nez 80 tisic
proteinovych izoforem. Proteiny poté
prochazeji posttranslacnimi modifikace-
mi (Gpravami, bliZe v textu), jichz
existuje vice nez 400 riznych typt

a vedou ke vzniku miliont unikatnich
proteoforem. Proteoformy: modré kolec-
ko — glykosylace, fialové — ubikvitinace,
zluté — fosforylace, zkraceni proteinu —
proteolyza

2 Protilatkové proteomické metody.
Proteinovy ¢ip (a) — protilatky jsou
imobilizovény na sklicku a specifickou
vazbou rozpoznavaji antigeny (proteiny
ve vzorku). Proximity Extension Assay
(PEA, b) — analyt (protein) je rozpozna-
van pomoci dvou protilatek, které na
sobé& maji jednovlaknovou DNA

s komplementarnim tsekem k vldknu
DNA na druhé protilatce. Po vazbé

na protein se dostanou do vzajemné
blizkosti, dojde k hybridizaci DNA

a syntéze dvouvlaknové DNA pomoci
polymerézové fetézové reakce (PCR).
PEA (c) — pokud se na protein navidzou
protilatky nespecificky, nebudou
jednovlaknové DNA vzajemné
komplementarni a k hybridizaci nedojde.
Vytvofeno v programu BioRender,

orig. J. Cervenka (obr. 1 a 2, odkazy
uvedeny na webové strance Zivy)

(funkce) nebo lokalizace proteint. Protoze
syntéza novych proteinti nebo odbourani
jiz pfitomnych jsou Sasové a energeticky
néroc¢né (u savcu je piiblizné 30 % veskeré
energie spotfebovano na syntézu proteina),
maji buniky jiny mechanismus pro rychlou
regulaci proteinti — posttransla¢n{ modifi-
kace (bliZe v ¢lanku Ze Zivota bilkovin aneb
Na tvaru zalezi, Ziva 2020, 6: 282-285).
Posttranslaéni{ Gpravy umozriuji velmi rych-
lou a pfesnou regulaci aktivity a lokalizace
proteinti v burikédch i mimo né. Pfi téchto
tpravach dochéz{ ke zméné chemického
sloZeni molekuly proteinu. Typickymi p¥i-
klady posttranslacénich modifikaci jsou od-
proteinu, fosforylace nebo defosforylace
proteinu (navazani nebo odstranéni fosfa-
tové skupiny, které se vyuziva napt. pro re-
gulaci signélnich drah) ¢i glykosylace (nava-
zani molekuly nebo vice molekul sacharidu
na vybrané aminokyseliny). Stejné izofor-
ma proteinu miiZe mit v rizném ¢ase nebo
v riznych buiikdch jiné posttransla¢ni mo-
difikace — mtize mit rizné typy tprav a ty
mohou byt na rtiznych aminokyselinach
i v jiné intenzité. Rlizné varianty stejného
proteinu, kédovaného tedy jednim genem,
se oznacuji jako proteoformy nebo protei-
nové druhy.

V soucasnosti bylo popséno u savct vice
neZ 400 raznych typt posttranslaénich
modifikaci, coZ dale zdsadné zvysuje kom-
plexitu proteomu. Jestlize u ¢lovéka pied-
pokladame vice nez 80 tisic proteinovych
izoforem, a pokud zapocitdme i posttrans-
laéni varianty proteint, dostdvame se na
droven milion® az miliard proteoforem
v lidském proteomu (obr. 1). Pro kompletni
zmapovani viech proteoforem v dané buni-
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proteinovy ¢ip

Proximity Extension Assay

ce i tkdni nam v8ak zatim chybéji analytické
néstroje. Pfesto je pravé studium proteo-
forem jednim z cild moderni proteomiky.

Kromé komplexity proteomu zptsobe-
né rozmanitosti jednotlivych proteoforem
komplikuje studium proteomu také obrov-
sky rozptyl v zastoupeni jednotlivych pro-
teind, tzv. dynamicky rozsah koncentraci
proteinti. Zatimco nékteré proteiny, typic-
ky cytoskeletu nebo enzymy zakladnich
metabolickych drah, jsou v burkach za-
stoupeny ve velkém mnozstvi kopii, ji-
nych, napf. nékterych proteint signalnich
drah nebo transkripénich faktort, je v buii-
kach velmi maélo. Jesté vice se rozdil pro-
jevi pii studiu krevni plazmy, kdy rozdil
koncentrace mezi vysoce zastoupenymi
a malo zastoupenymi proteiny dosahuje
ivice nez 10 fadu (1019). Zatimco interleu-
kin-6 (signdlni molekula regulujici zanét)
je v 1 ml krevni plazmy zdravého ¢lovéka
pfitomen v fadu jednotek pikogram (pg),
albumin (hlavni protein krevni plazmy) je
v ¥adu desitek mg (viz také Ziva 2013, 2:
50-53, obr. 2). Analyzovat celkovy proteom
takto slozité smési vyZaduje pokrocilé se-
paraéni a analytické metody. Zadné sou-
¢asna technika ale neumoziuje rozlisit
a presné kvantifikovat proteom v celém
jeho dynamickém rozsahu koncentraci
proteint v rdmci jediné analyzy.

Metody studia proteomu

V proteomice se k identifikaci a kvantifi-
kaci proteinid vyuZivaji zejména protilat-
kové metody a hmotnostni spektrometrie
(anglicky Mass Spectrometry, MS). Kazdy
z téchto pfistupt mé své vyhody i sva
omezeni, a proto se pro studium proteomu
¢asto pouZivaji oba. Nékteré moderni me-
tody, napf. hmotnostni cytometrie, kombi-
nuji obé techniky v rdmci jedné analyzy.
Protilatkové metody obvykle analyzuji celé
(intaktni) proteiny, metody zaloZené na
hmotnostni spektrometrii mohou také ana-
lyzovat intaktni proteiny, ale ¢asté&ji jsou
pfedem enzymaticky §tépeny na mensi
peptidy, které jsou pro analyzu vhodnéjsi.

e Protilatkové metody

Jsou nejstar§imi a zdroven nejrozsirené;jsi-
mi technikami studia konkrétnich pfedem
vybranych proteini. Metod s vyuzitim
protilatek je cela fada, my se zde zaméfime
na multiplexni postupy, které umoziiuji
sledovat vice proteini zaroveni a zmapovat
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tak vyznamnéjsi ¢ast proteomu v jednom
experimentu.

Protilatky vysoce specificky rozpozna-
vaji svij antigen (v angli¢tiné protein of
interest — nas protein zajmu) a dokaZou se
na néj navazat i v pfitomnosti mnoha ji-
nych proteini, které mohou byt kvantitou
i ve velkém nadbytku, a za vyuziti neproti-
latkovych technik by na$ protein zajmu
mohly maskovat. Protilatkové metody tak
1ze s vyhodou pouzit i ke sledovéni protei-
nd pitomnych v daném vzorku v malém
poc¢tu kopii, nap¥. zminéného interleuki-
nu-6 a dal3ich signalnich molekul.

Typickym pfikladem protilatkové metody
je ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sor-
bent Assay), ktera se $iroce uplatiiuje v kli-
nickych a vyzkumnych laboratofich (viz
¢ldnek Biochemické metody vyuzivané
v lékafstvi 1., Ziva 2025, 2: 73-76). ELISA
je v8ak metodou biochemickou, protoze
umoZiiuje analyzovat pouze jeden protein.
Pro studium proteomu je nutné analyzovat
soucasné, v jednom experimentu nejmé-
né stovky, lépe vsak tisice proteinid ve
vzorku. Toho je dosaZeno tim, Ze primarn{
protilatky jsou imobilizovany na desti¢cku
(napf. mikroskopické sklo) v pfedem urce-
nych pozicich. Proteiny ve studovaném
vzorku jsou fluorescenéné oznaceny a pii-
déany na sklicko, kde protilatky vychytaji
piislusné antigeny (proteiny). Kvantifika-
ce probihd na zdkladé intenzity signdlu
fluorescence jednotlivych pozic protila-
tek na sklicku. Tuto techniku oznac¢ujeme
jako proteinovy ¢&ip (protein microarray)
a je obdobou DNA ¢&ipu (DNA microarray)
vyuzivaného t¥eba pro sledovani genové
exprese (obr. 2a).

Moderni protilatkovou metodou je tech-
nika Proximity Extension Assay (PEA) za-
loZend na dvou specifickych protilatkach
rozeznavajicich dvé riizna mista (epitopy)
sledovaného proteinu. Kazd4 z protilatek
ma na sobé navdzanou jednovlaknovou
DNA, ktera je komplementarni k vlaknu
DNA na druhé protilatce. Po vazbé obou
protilatek na antigen se obé& vlakna DNA
dostanou do tésné blizkosti a hybridizuji
spolu (obr. 2¢). Hybridizovana dvouvléak-
nova DNA funguje jako primer pro nava-
zujici polymerazovou fetézovou reakci
(Polymerase Chain Reaction, PCR), pfi niZ
dojde k syntéze celé dvouvlaknové DNA
(obr. 2b). Kazd4 dvojice protilatek rozpo-
znévajici jeden protein ma specifickou
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sekvenci pfifazené DNA, podle které je
protein identifikovan, a mnozstvi synteti-
zované konkrétni dvouvldknové DNA je
piimo imérné mnozstvi daného proteinu
ve vzorku. Identifikace a kvantifikace pro-
teinu se nasledné provadi sekvenaci nebo
kvantitativni PCR — difky amplifikaci sig-
nélu v tomto poslednim kroku je metoda
vysoce citliva i pro mélo zastoupené pro-
teiny. PEA metoda byla neddavno pouzita
k analyze 3 000 proteint v krevni plazmé
54 tisic pacientl (Sun a kol. 2023) a v le-
to$nim roce byla ve Velké Britanii zahajena
rozsahla studie 5 400 proteint v 600 tisi-
cich vzorkd krevni plazmy. Prvni vysledky
ukazaly, Ze zmény hladin nékterych pro-
tein by mohly slouzit jako biomarkery
pro posuzovéani rizika rozvoje urc¢itych
onemocnéni. Napf. u nadora plic nebo né-
kterych leukemii bylo moZné zaznamenat
zmény hladin vybranych proteind v krvi
jiz 7 let pfed stanovenim diagnézy.

Alternativou k protildtkovym metodam
je vyuziti aptamerti namisto protilatek.
Aptamery jsou syntetické jednovlaknové
DNA molekuly s modifikovanymi nukleo-
tidy, které se podobné jako protilatky vazou
na cilové proteiny. Specifita vazby aptame-
ru na hledany protein je zajisténa sekvenci
a chemickymi modifikacemi nukleotida
v aptameru. Identifikaci proteinti provadi-
me na zékladé sekvence aptameru, kterd je
pro kazdy protein unikatni. Aptamery jsou
fluorescentné znacené a kvantifikace se
provadi pomoci DNA ¢ipu. V soucasnosti
jsou k dispozici aptamerové metody pro
analyzu aZ 11 tisic proteind.

Hlavni vyhodou protilatkovych (a apta-
merovych) metod je jejich vysoka citlivost —
diky specifické vazbé na hledany protein
umoziiuji ve vzorku nalézt i malo zastou-
pené proteiny, jako napf. rustové faktory,
chemokiny a cytokiny. Tyto metody se daji
vyuzit i k rozpoznani konkrétnich proteo-
forem, napft. proteinti fosforylovanych v ur-
¢itém misté, coZ nam muze poskytnout
nepfimou informaci i o aktivité cilového
proteinu. Princip a provedeni protilatko-
vych metod jsou v porovnani s metodami
hmotnostni spektrometrie srozumitelné
i bez pfedchozich zkuSenosti s pokroci-
lymi proteomickymi technikami. Navic
vyuzivaji technologie a postupy analyzy
dat, které jsou dlouhodobé zavedené a po-
uzivané pro genomiku a transkriptomiku.
Na druhou stranu, protilatkové (a aptame-
rové) metody umoziiuji detekci a kvantifi-
kaci pouze pfedem vybranych proteini
a proteoforem — pokud neni protein rozpo-
znéavan protilatkou/aptamerem, nemiize
byt studovan. Zasadni nevyhodou téchto
metod je v8ak problematicka specifita pro-
tilatek (aptamerti), které nemuseji roze-
znévat pouze konkrétni protein, pfipadné
mohou interagovat mezi sebou a narusit
tak specifitu detekce.

e Metody separace proteomu

pro naslednou hmotnostni spektrometrii
Jak jsme si jiz ukazali, proteom je vysoce
komplexni a dynamicka smés proteina.
Pro analyzu proteomu pomoci hmotnostni
spektrometrie je proto nutné tuto smeés
zjednodusit — rozdélit (separovat). Dvéma
zékladnimi p¥i{stupy separace proteint
jsou dvojrozmérna gelova elektroforéza
a kapalinové chromatografie.
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K separaci proteinti na zékladé izoelek-
trického bodu (pI) a molekulové hmotnosti
slouzi dvojrozmérné gelova elektroforéza
(2-DE). Proteiny se nejprve rozdéli podle
svého pI pomoci izoelektrické fokusace
v uzkém prouzku gelu s gradientem pH.
Jakmile protein doputuje do oblasti, kde
pH gelu odpovida pl proteinu, celkovy na-
boj proteinu bude roven nule a pohyb pro-
teinu v elektrickém poli v gelu se zastavi.
Prouzek gelu s fokusovanymi proteiny se
nésledné umfisti na polyakrylamidovy gel
a elektroforézou s dodecylsulfatem sod-
nym (SDS-PAGE) se proteiny rozdéli na
zédkladé své velikosti, resp. molekulové
hmotnosti. Pfed nebo po separaci jsou
obarveny, coZ umozni urdit jejich polohy
a intenzitu proteinové skvrny v gelu (obr. 3).
Obrazovou analyzou pomoci specidlnich
programu lze poté nalézt proteinové skvr-
ny s odlinou intenzitou mezi vzorky, ty
z gelu vyFiznout a dany protein identifi-
kovat hmotnostni spektrometrii. Metoda
2-DE poskytuje cennou informaci o izo-
elektrickém bodu proteini, velikosti a p¥i-
padné i posttranslaénich modifikacich
(ovliviiuji separaci v obou rozmeérech).
Nevyhodou je slozité a ¢asové narocné
provedeni, nizka reprodukovatelnost a po-
mérné maly pocet kvantifikovatelnych
proteinti — obvykle okolo 1 000 proteint
zastoupenych ve vzorcich v nejvétsim
mnoZzstvi.

Nejrozsifenégjsi separa¢ni metodou sou-
¢asnych proteomickych experimentt je
vysokou¢inna kapalinova chromatografie
(High-Performance Liquid Chromatogra-
phy — HPLC) s reverzni fazi, p¥i které do-
chéazi k interakcim separovanych molekul
se dvéma fadzemi — pevnou faz{ ve formé
kuli¢ek s hydrofobnim povrchem (nejcas-
t&ji se pouziva povrch tvofeny nasyceny-
mi osmnactiuhlikovymi fetézci) a mobil-
ni fazi, kapalinou, ktera kolem kulicek
protéké a unasi peptidy do hmotnostniho
spektrometru (viz obr. 2 na str. CLXXXVI
kuléru).

Po naneseni vzorku se peptidy rozpusté-
né ve vodé navézou na hydrofobni povrch
kulic¢ek. Postupné je pfivadéna mobilni
faze se zvysujicim se podilem organické-
ho rozpoustédla a uvoliiuje nam nejprve
hydrofilngjsi peptidy z kuli¢ek do roztoku,
a tedy nasledné do hmotnostniho spektro-
metru. Hydrofobnéjsi peptidy drzi na kulic¢-
kach pevnéji a do mobiln{ faze se uvoliuji
aZ p¥i vyssich koncentracich organického
rozpoustédla. HPLC s reverzni faz{ umoz-
fiuje rozdélit i vysoce komplexni smési
peptidi a zaroverii peptidy o stejné hydro-
fobicité zakoncentruje, ¢imZ umozni jejich
detekci a kvantifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrie. Nevyhodou HPLC je potfe-
ba specifickych pfistroji a nutnost opti-
malizace protokolu pro detekci nékterych
peptidt (proteini).

e Hmotnostni spektrometrie

Z¥ejmé nejrozsifenéj$im proteomickym ana-
lytickym pfistupem soucasnosti je hmot-
nostni spektrometrie, obvykle v podobé
kapalinového chromatografu pfimo napo-
jeného na tandemovy hmotnostni spektro-
metr (LC-MS/MS). Hmotnostni spektro-
metr si 1ze pfedstavit jako vysoce pfesné
vahy, které méfi hmotu nabitych ¢astic
(iontt) s presnosti na tisiciny daltonu (je-

ziva.aver.cz

pH 4

Rozdéleni podle izoelektrického bodu proteinu

pH7

Rozdéleni podle molekulové hmotnosti proteinu [kDA]

3 Separace proteint dvojrozmérnou
gelovou elektroforézou. Proteiny z lid-
skych fibroblastti byly v prvnim rozméru
rozdéleny na zdkladé izoelektrického
bodu (pI) v gradientu pH 4 az 7
(izoelektricka fokusace). Rozdéleni

ve druhém rozméru bylo provedeno
pomoci elektroforézy s dodecylsulfatem
sodnym (SDS-PAGE) na zakladé jejich
molekulové hmotnosti (jednotky kDa —
kilodaltony). Proteiny byly nasledné
barveny stfibfenim. Orig. H. Kupcova
Skalnikova

den dalton odpovida hmotnosti ptibliZné
jednoho protonu nebo neutronu, coZ je
zhruba 1,66 x 10724 g). Pomoci MS tak lze
velmi pfesné urc¢it molekulovou hmotnost
studovanych analytd. P¥i tandemové MS,
kdy jsou dva hmotnostn{ analyzatory napo-
jeny za sebou (viz obr. 1 na str. CLXXXVI
kuléru), lze téz srazkami s molekulami
plynného dusiku ¢i jinymi technikami pie-
rusit nékteré chemické vazby ve studova-
né molekule a ziskat tak specifické frag-
menty. V oblasti proteomiky se daji peptidy
fragmentovat v misté peptidovych vazeb,
tim ndm LC-MS/MS poskytne i ¢4ste¢nou
informaci o aminokyselinové sekvenci da-
ného peptidu, coz napoméah4 jeho spoleh-
livému uréeni. Moderni LC-MS/MS systé-
my umoziiuji béhem 30 minut ,,zvazit“
desetitisice peptidt a zaznamenat jejich
intenzity signald, ¢imz ziskame informace
o piitomnosti a kvantité az 10 tisic proteinti
ve studovaném vzorku. Zaroveri vyuzivaji
velmi mald mnozstvi vstupniho materialu
(fadové stovky ng proteinti), ale mohou
analyzovat i jednotlivé buiiky. Mimo kvan-
tifikace peptidd, resp. proteint, umoziiuje
LC-MS/MS analyzy proteoforem, véetné
uréen{ typl posttransla¢nich modifikaci
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a jejich lokalizace. Pro analyzy posttrans-
la¢nich modifikaci je ¢asto nutné protei-
ny/peptidy s danou modifikaci vyextra-
hovat a zakoncentrovat, aby mohly byt
v hmotnostnim spektrometru detekovany.
Napt. fosforylované proteiny/peptidy se
daji ze slozité smési ve vzorku vychytat
pomoci protilatek rozpoznavajicich fosfo-
rylovany tyrozin nebo pomoci nékterych
iont kovi (napf. oxidu titani¢itého). Po-
Cet proteinid/peptidd, které 1ze identifiko-
vat a kvantifikovat ve vzorku, silné zavisi
na typu vzorku a pouzitych separa¢nich
a jinych technikach.

Vyhodami MS metod je vysoka specifita
identifikace a kvantifikace proteint, moz-
nost necilenych i cilenych analyz (neni
nutné pfedem vybrat proteiny, které chce-
me studovat) a velké pokryti proteomu.
Hlavni nevyhodou je detekce pouze nabi-
tych peptidt (nelze studovat vSechny pep-
tidy/proteiny), dale nutnost specifického
a finan¢né ndkladného vybaveni a slozi-
téjsi analyza dat nez v pripadé protilatko-
vych metod.

V navazujicim pfispévku v kulérové
&4sti tohoto &isla Zivy (na str. CLXXXVI a%
CLXXXVII) naleznete podrobnéjsi popis
a grafické znazornéni fungovani hmotnost-
niho spektrometru a pfiklady vyuziti MS
v mediciné i jinych oblastech.

Tato prdce byla podporena projektem Nd-
rodni tistav pro vyzkum rakoviny (¢islo
LX22NP0O5102) financovanym Evropskou
unii — Next Generation EU.

Pouzitou a doporucenou literaturu
uvadime na webové strance Zivy.
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