VEDA A VYSKUM

Proteomické pristupy
k analyze klinickych vzoriek

Bielkoviny su objektom
systematického vedeckého
skiimania viac ako storocie.
Pokroky v sekvenovani genémoy,
ich databazového spracovania

a vyvoj principialne novych
pristrojov v oblasti hmotnostnej
spektrometrie vyrazne zmenili

a urychlili biochemicky vyskum.
Proteomika, ktora vdaka tymto
faktorom vznikla v 90. rokoch
20. storocia, vychadza

z proteinovej chémie, ktorej
metody a techniky vo velkej
miere nadalej pouziva. Ma vSak
ambiciu na SirSiu a kompletnu
charakterizaciu velkého mnozstva
réznych proteinov v jedinom
experimente.
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Vyraz protedm, ktory v roku 1994 vytvoril
Marc Wilkins, bol prvykrat pouzity pri
charakterizacii bielkovin patogénnej
baktérie Mycoplasma genitalium (1). Pod
tymto pojmom autori rozumeli proteinovy
komplement genému. Proteomika sa
snazi urcit identitu, mnoZzstvo, Struktdru,
biochemické a bunkové funkcie vietkych
bielkovin v organizme, orgéne alebo
organele a skimat, ako sa tieto vlastnosti
menia napriklad v ¢ase alebo v zavislosti od
fyziologického stavu organizmu.

Z charakteru bielkovin vyplyva, Ze protedm
organizmu je variabilny a mimoriadne
dynamicky. Jednym z aspektov, ktory robi
studium protedmov zlozitym, je rézne
zastupenie jednotlivych bielkovin. Proteiny
nie je mozné amplifikovat ako nukleové ky-
seliny, a preto je Stdium bielkovin s nizkou
koncentraciou podmienené ich obohatenim
réznymi separac¢nymi technikami. Prikladom
proteému so Sirokym dynamickym
rozsahom méze byt ludské krvné plazma.
Obsahuje asi 3000 bielkovin, z ktorych

10 hlavnych tvorf celkovo 90 % bielkovi-
novej masy, a 22 proteinov s najvyssim
zastupenim tvori az 99 % bielkovin. Rozdiel
medzi bielkovinami s najvy$3ou (albumin)

a najnizsou koncentréciou (interleukin-6) je
az 10 radov (40 mg/ml oproti 5 pg/ml) (2).

Kvantitativna analyza jednotlivych sérovych
bielkovin pomocou imunodetekcie
(ELISA) je kazdodennou praxou klinickych

diagnostickych zariadeni. Imunodetekcia
ma vSak obmedzenia vyplyvajlce

z podstaty metddy, a to najma problém

s detekciou viacerych analytov sti¢asne (tzv.
multiplexing), identifikacia bielkovinovych
izoforiem a ziskané Udaje su cielené,

t. j. neziskavame informécie o ostatnych
bielkovinach, ktorych hladiny mézu byt
pozmenené. Proteomika zalozené na
hmotnostnej spektrometrii sa dokaze
vysporiadat s tymito obmedzeniami a ma
vysoky potenciél na identifikéciu a detekciu
biomarkerov v telesnych tekutinach, ¢i uz

v experimentalnom, alebo klinickom pros-
tredi. Hlavnym problémom tohto pristupu
zostava spominany Siroky dynamicky rozsah
koncentracif jednotlivych bielkovin.

V snahe priblizit k pacientovi proteomické
analyzy, zalozené na hmotnostnej spektro-
metrii, vedecky tim pod vedenim profesora
Matthiasa Manna optimalizoval proces
pripravy vzorky z krvnej plazmy, analyzu
pomocou kvapalinovej chromatografie

v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
(LC-MS/MS) a nésledné bioinformatické
vyhodnotenie ziskanych dat (obr. 1). Tento
komplexny proces, ktory pred par rokmi
trval niekolko dni, boli schopni tispesne
zavrsit v priebehu troch hodin. Vychadzajuc
iba z 1 pl krvnej plazmy a pri pouziti
kratkeho 20-minutového chromatografické-
ho gradientu identifikovali a kvantifikovali
priblizne 300 bielkovin s vysokou reprodu-
kovatelnostou (3).
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Obr. 1: Celkovd schéma spracovania krvnej vzorky na rychle profilovanie plazmového proteému. Po odobrati krvnej vzorky je v mikrocentrifugacnom zariadeni

pripravend krvnd plazma. Bielkoviny st enzymaticky natrdvené trypsinom a vzniknuté peptidy su ndsledne odsolené na mikrokoldne. Peptidovd vzorka je separovand

pomocou nano-HPLC s priamym ndstrekom do iénového zdroja hmotnostného spektrometra. Zaznamenané ddtové sady st bioinformaticky spracované pomocou

volne Sireného softvéru, ktory identifikuje zmeny v hladindch jednotlivych bielkovin. Upravené podla Geyer a kol. (3).

Medzi detegovanymi proteinmi bolo aj viac
ako 40 bielkovin, ktoré st schvélené ako bio-
markery Americkym Gradom pre kontrolu
potravin a lieciv (FDA). Z protedmovych
profilov boli vdaka detekcii zvysenych hladin
markerov (napr. CRP) lahko identifiko-

vani jedinci s prebiehajdcimi zapalovymi
procesmi. V proteéme organizmu sa
odzrkadluje aj geneticky status jednotlivca.
Niektoré genetické varianty vedu k tvorbe
modifikovanych bielkovin, ktoré st pro-
teomicky detegovatelné. Prikladom méze
byt variant apolipoproteinu E (ApoE4),
ktory je spajany s vy$§im rizikom vzniku
Alzheimerovej choroby. Autori spominanej

studie spolahlivo detegovali variantny
peptid ApoE4 bielkoviny v dvoch z desiatich
jedincov. Peptid nerizikovéno ApoE2/3 bol
pritomny u vSetkych z nich, ¢o reflektuje
heterozygotny (ApoE4 / ApoE2/3), resp.
homozygotny (ApoE2/3) geneticky stav.

Technologicky pokrok pri vyvoji hmot-
nostnych spektrometrov spolu s rozvojom
analytickych pristupov a bioinformatickych
nastrojov umozriuje vidiet redlne pouzitie
klinickej proteomiky nielen v $pecializova-
nom vyskume, ale aj pri rutinnej starostlivos-
ti o pacienta. Aj ked je eSte potrebné prejst
dlhu cestu, zéklady na tento typ modernej

diagnostiky boli polozené a je iba otazkou
Casu, kedy jej vyhody budeme moct naplno
vyuzivat.
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