Proteomika

Proteomika je odvétvi biochemie zabyvajici se studiem protein(i. Proteiny jsou jednim ze zakladnich
stavebnich prvk( bunky, kde zajistuji vétsinu funkci od metabolickych az po opérné, nebo
reprodukcni. Identifikaci protein tak mGzeme odhalit procesy odehravajici se v burice. Porozuméni

témto procesiim napomaha k presnéjsi diagnostice nemoci nebo k vyvoji novych Ié¢ebnych postupl.

Ackoliv proteomika nabizi velké mozZnosti pfi odhalovani bunécénych procest, je samotna analyza
komplikovanda. Bézna bunka obsahuje kolem deseti tisic protein(, krevni sérum oplachujici cely
organismus stovky tisic proteind. VSechny tyto proteiny jsou pfitom sloZeny z 21 zadkladnich
aminokyselin. Nastésti existuje nékolik pfistupd, jak od sebe jednotlivé proteiny rozlisit. Tyto pristupy
vyuzivaji fyzikalné chemické vlastnosti protein( jako je velikost anebo specifické pH jednotlivych
proteinl. Metody, které tyto vlastnosti vyuzivaji, pocitaji s pohybem proteind v elektrickém poli.
Prvni metoda, nazvand elektroforéza, separuje proteiny podle jejich pohyblivosti v elektrickém poli.
Tato pohyblivost je z velké miry zavisla na jejich velikosti, protoZze mensi proteiny migruji rychleji.
Druhd metoda, isoelektricka fokusace, pocita se specifickym pH, pfi kterém je protein nenabity, tzv.
pl. Pokud tedy nechdme protein putovat v elektrickém poli pres skadlu pH, bude putovat podle svého
naboje az do mista, kde se pH $kdly a pl budou rovnat. V tomto misté je protein nenabity, a tim
padem také nepohyblivy v elektrickém poli. Tyto metody Ize také zkombinovat. Pokud proteinovou
smés rozdélime pomoci isoelektrické fokusace a nasledné je z fokusacni pasky nechame vycestovat
elektroforeticky, ziskdme takzvanou 2D elektroforézu. Tato metoda umoznila uz od 70. let minulého

stoleti separaci vétsich proteinovych smési a v podstaté stoji za soucasnou podobou proteomiky.

Biologické pristupy vyuZivaji enzymovou aktivitu téch protein(, které tuto aktivitu maji, anebo
specifické vazby protilatek. Protilatky jsou jednou ze zakladnich sloZzek imunitniho systému. Protilatky
se za normalnich okolnosti vaZi na specificky znak cizorodé bilkoviny, kterou télo uz nékdy v minulosti
potkalo. Imunologickymi metodami je mozno pfipravit protilatky se specifickou vazbou na libovolny
protein. Nevyhodou metod vyuzZivajicich protilatky je to, Ze je identifikovan vidy jen jeden protein.
Metody imunologické detekce proteind Ize vyuZzit k vizualizaci, nebo obohaceni proteinl ze smési.
Proteiny miZeme vizualizovat jak v bunéénych lyzatech, tak i v tkanovych fezech. Obohacovani
proteind ze smési probihd pomoci protilatek imobilizovanych na nosici. Na nosic¢ s protilatkou se tak

zachyti pouze protein zajmu a zbytek se vymyje.

Metoda, ktera je schopna identifikovat tisice proteinli, se nazyvd hmotnostni spektrometrie.
MozZnost identifikace pfesné hmoty spolecné s modernimi separacnimi technikami a vypocetnim
zazemim schopnym urcit sekvenci peptidu a vyhledat ji vdatabdazi vytvofila z hmotnostni

spektrometrie jedinecny nastroj, ktery se dnes stal zlatym standardem proteomiky.



Dnesni proteomika je nejen védecky obor, ale ma své uplatnéni i v klinické biochemii. Tam se uz
dlouho vyuZiva imunohistochemie pro presnou detekci onemocnéni z tkanovych rez( pacientd. Také

elektroforéza krevniho séra slouzi k vSeobecnému posouzeni zdravotniho stavu pacienta.

Obr.1 Proteinova elektroforéza

Proteinova elektroforéza: Zaznam z gelové proteinové elektroforézy. Sloupce jsou jednotlivé vzorky a
prouzky jsou jednotlivé proteiny. Za normalnich okolnosti jsou proteiny bezbarvé, musi se proto

barvit, v tomto pripadé barvou Coomassie brilliant blue.

Obr. 2 Western blot

Western blot je metoda imunologické vizualizace jednotlivého proteinu z elektroforeticky déleného
vzorku. Vtomto pfipadé se jednda o Vvizualizaci metabolického enzymu glyceraldehyd-

3fosfatdehydrogenazy, kterd se ucastni procesu glykolyzy.



