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Souhrn

Zakladni metodou pro studium exprese proteind je kombinace dvourozmérné elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Pro analy-
zu proteomu u pacientti s mnohocetnym myelomem je mozno vyuzit plazmatické bunky ¢i plazmu pacientti pied 1écbou, po 1é¢bé
a v pribéhu onemocnéni, coz umozni monitorovani 1é¢ebnych odpovédi a moznost objeveni novych biomarkerd zodpovédnych za
rezistenci ¢i senzitivitu k podavanému Ié¢ivu.
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Summary

Two-dimensional gel electrophoresis combined with mass spectrometry has become a fundamental technique for the study of protein
expression. Proteomic analysis of plasma cells or plasmatic proteins can be done before and after treatment. Proteomics offers the
possibility of identification of disease-associated protein markers for prognostic evaluation and for the selection of targets for specific

drug therapy.
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Uvod

Proteomika je védni odvétvi, pomoci néhoz je mozné ana-
Iyzou vsech proteinti pfitomnych v plazmé ¢i buikach
charakterizovat strukturu a funkce celého proteomu za de-
finovanych podminek v daném okamziku. Jejim cilem je
separovat, identifikovat a charakterizovat proteiny a urcit
jejich vzajemné interakce. Proteomicka analyza mize byt
vyuzita pro rizné druhy vzorkd jako jsou sérum a plazma,
sliny, exudaty, bunky a jiné. Zakladni metodou pro studi-
um exprese proteint je kombinace dvourozmérné elektro-
forézy v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) s hmotnost-
ni spektrometrii (MS), pomoci niz je mozné identifikovat
separované proteiny (Obrazek €. 1).
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Obrazek €. 1: Schéma navaznosti jednotlivych kroki proteomické
analyzy (2D-PAGE/MS)

Metoda 2D-PAGE byla poprvé popsana v roce 1975 O’-
Farrellem (10). Dalsi vyvoj vedl ke kombinaci elektrofo-
retickych technik s chromatografii ¢i hmotnostni spektro-
metrii, ¢imz bylo umozZnéno separovat a identifikovat pro-
teiny i ze slozitych komplexnich vzorkt, jako je napiiklad
lidska plazma.

Vstupni materiil, poZadavek na kvantitu,

kvalitu a Cistotu

Aby byla proteomicka analyza vyuzitelna v klinické praxi,
je nutno vysetfit co nejveétsi soubor pacientll, coZ umozni
monitorovani lécebnych odpovédi a moznost objeveni no-
vych biomarkerti zodpovédnych za rezistenci i senzitivi-
tu k podavanému lé¢ivu. Pro analyzu proteinového profilu
u pacientd s mnohocetnym myelomem je mozno vyuzit
plazmatické bunky vyseparované z kostni diené, plazmu,
poptipadé sérum.

Platna norma pro zpracovani vzorku pro proteomickou
analyzu neexistuje. Obecné doporuceni pro 2D-PAGE je
provést separaci vzorki ihned, to vSak z hlediska sbéru bi-
ologického materialu a technické naro¢nosti neni mozné,
a proto se doporucuje veskery material okamzité po odbéru
zamrazit ve vzduchotésnych kryotubach a uchovavat v te-
kutém dusiku nebo v hlubokomrazicich boxech s konstant-
ni teplotou minimaln¢ -80°C. Tyto vzorky zpracovat ihned
po rozmrazeni a opakované nezamrazovat (13, 12, 9).
Pted separaci pomoci 2D-PAGE musi byt proteiny ve
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vzorku solubilizovany, denaturovany, redukovany a al-
kylovany, aby byly naruseny veskeré mezimolekulové
interakce, a aby kazdy vysledny proteinovy spot repre-
zentoval jen jeden samostatny polypeptid. K solubili-
zaci vzorku se pouzivaji pufry obsahujici chaotropni
latky (urea, thiourea), detergenty (dodecylsiran sod-
ny, Triton X-100, CHAPS) a reduk¢ni Cinidla (dithi-
othreitol). Smés urea/thiourea je nezbytna pro ucinné
rozruseni vodikovych mustkli a hydrofobnich interakei
(3, 4). Detergenty se pouzivaji preventivné, aby brani-
ly interakcim mezi hydrofobnimi doménami proteint
a redukéni Cinidla proti zpétné oxidaci disulfidickych
vazeb. Pomoci téchto pufrl Ize dosdhnout kompletniho
rozvolnéni proteind ve smési.

Princip metody

2D-elektroforéza

2D-PAGE je zalozena na rozdéleni proteinové smési podle
izoelektrickych bodti a molekulovych hmotnosti jednot-
livych proteinti. Vzorek je nejprve separovan v tenkém
prouzku akrylamidového gelu s imobilizovanym gradien-
tem pH (IPG strip). V tomto kroku se bilkoviny rozdéli
podle jejich okamzitého naboje, ten je nulovy v oblasti pH
odpovidajici izoelektrickému bodu. Bilkoviny v izoelek-
trickém bod¢ tak ztraceji mobilitu a nemohou jiz z tohoto
mista migrovat dale. Poté je prouzek gelu s rozdélenymi
bilkovinami pfeveden na horni okraj polyakrylamidového
gelu. V elektrickém poli, kolmém na ptivodni smér déleni,
migruji proteiny k anodé v prostiedi SDS a separuji se pod-
le svych molekulovych hmotnosti. Vysledkem je dvouroz-
mérna mapa, v niz kazdy protein zaujima charakteristickou
pozici. V zavislosti na zvoleném pH gradientu stripu pro
izoelektrickou fokusaci a na pouzité velikosti gelu je tato
technika schopna rozdélit velkd mnozstvi proteint s mole-
kulovou hmotnosti 6-300 kDa. Pomoci vysokokapacitnich
elektroforetickych aparatur probiha proteomicka analyza
u 12 vzorkd soucasné, ¢imz se zvysuje reprodukovatelnost
vytvotenych proteinovych map. Nevyhodou této techniky je
vysoka narocnost na kvalitu a kvantitu vstupniho materialu,
nemoznost Uplného kvantitativniho vyhodnoceni v celém
rozsahu koncentraci, jelikoz se hladiny proteinii pohybuji
v Sirokém dynamickém rozmezi az 10 fadd. Dalsi limitaci
je stale velice obtizna analyza hydrofobnich proteint, velmi
malych a extrémné velkych proteind (3, 11, 14, 7).

Vizualizace proteinii

Po 2D-clektroforéze je tfeba separované proteiny na gelu
zafixovat a poté vizualizovat. Fixace probiha nékolik hodin
v roztoku ethanolu/kyseliny octové a vody a poté je mozno
barvit proteiny vybranou technikou. Jednotlivé typy zna-
¢eni proteinll maji své prednosti, ale i své nevyhody. Nej-
a stiibrem. Barveni Coomasie blue je jednoduché, je vsak
limitovano detekénim limitem (0,2 pg proteinu na spot),
a umozni tak detekovat pouze majoritni slozky proteino-
vé smési (3). Naproti tomu stiibfeni je mnohem vhodné;jsi
nastroj pro detekci proteint s nizkymi koncentracemi ve
vzorku, nebot’ je az 100 krat senzitivnéj$i nez Coomasie
blue. Obé¢ tyto techniky vs$ak vykazuji pomérné malé dy-
namické rozmezi, tendenci k negativnimu barveni jistych
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proteinti a malou reprodukovatelnost, kterd je u barveni
Coomasie o néco vyssi, jelikoz se jedna se o end-point
techniku barveni, zatimco stfibfeni je zaloZeno na subjek-
tivnim vyhodnoceni intenzity barveni, coz snizuje vyuzi-
telnost pro dalsi kvantitativni vyhodnocovani. Zavedenim
fluorescencnich barvicich technik se na trhu objevila alter-
nativa k stiibfeni. Barveni proteini pomoci Sypro Oran-
ge, Sypro Red a Cy2, 3 a 5 ma srovnatelnou senzitivitu
se stiibfenim, coz umoziuje detekovat i nizkoabundantni
proteiny ve smési a navic disponuji tyto techniky Sirokym
dynamickym rozmezim, a tudiz jsou mnohem efektivnéjsi
(5). Pro kvalitativni i kvantitativni vyhodnoceni proteo-
mickych map nabizi nékolik firem hardwarové vybaveni
(scannery, fluorescencni scannery) a softwarové vybave-
ni, napiiklad Bio-Rad (PDQuest), Amersham Biosciences
(ImageMaster).

Hmotnostni spektrometrie

Pred vlastni analyzou na hmotnostnim spektrometru je
nutné vybrané spoty z gelu vyfezat, prevést do roztoku
a bilkoviny enzymaticky nastépit na smés mensich pepti-
di. Nejcastéji je pouzivan trypsin, ktery az na vyjimky Sté-
pi za argininem a lyzinem, a generuje tak peptidy o délce
cca 10-30 aminokyselin (17).

Pro identifikaci proteint (z jednotlivych spotl, vyfeza-
nych z gelu) se vyuziva hmotnostni spektrometrie, ktera
na zéklad¢é analyzy nastépenych peptidi poskytuje vedle
vlastni identifikace i informaci o aminokyselinové sek-
venci proteinu ¢i o druhu a lokalizaci modifikaci. MS je
zalozena na rozdéleni ionti analyzovanych latek podle je-
jich poméru hmotnosti a naboje (m/z) v elektrickém/mag-
netickém poli. K analyze proteinti se naptiklad pouziva
ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI, matrix
assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s analy-
zatorem doby letu (TOF, time-of-flight). Po ionizaci jsou
latky urychleny silnym elektrickym polem (25-30 kV)
a vstupuji do trubice analyzatoru doby letu, kde jsou se-
parovany, nasledné dopadaji do detektoru. Z doby priletu
je pak zjistén jejich m/z, resp. molekulova hmotnost. Jako
komplementarni ionizaéni technika k MALDI pro ana-
Iyzu peptida a proteinti se pouziva elektrosprej, schopny
produkovat vicendsobné nabité ionty, které jsou pak ana-
lyzovany hmotnostnimi analyzatory rizného typu (napf.
iontova past). V proteomické analyze se obvykle pouziva
ve spojeni on-line s vysokouc¢innou kapalinovou chro-
matografii (HPLC). Tato kombinace umoziiuje snadnéjsi
analyzu smési, ptip. odliSeni analytu od kontaminujicich
slozek. Vyssi specifitu a podrobnéjsi informace je moz-
né ziskat pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS™). Vybrany iont je fragmentovan (napf. za pfitomnosti
helia, methanu) a poskytuje MS/MS spektrum. Soucasné
spektrometry automaticky produkuji MS/MS spektra na
zakladé rizné nastavenych parametrQ, napf. intenzity pii-
tomnych iontl, pfitomnosti vybraného iontu, jednoho ze
seznamu vyprodukovanych iontl apod. Dalsi mozné mo-
difikace MS technik jsou podrobnéji pospany v ¢lancich
Zelena (14), Petrak (11).

Ziskana MS, resp. MS/MS data jsou pak pouzita k vy-
hledavani a identifikaci proteinu pomoci databazového
prohledavani. Na internetu je dostupnych nékolik data-
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bazi zamétfenych na identifikaci proteind, napf. NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. K dispozici jsou i vzorové
2D-proteinové mapy pro jednotlivé typy vzorkd (Obrazek
¢. 2), viz ExPASy Molecular Biology Server http://www.
expasy.ch/ (7).

§<
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Obrazek ¢. 2: Ukazka 2D mapy proteinového profilu lidské plazmy.
Pi'evzato a doplnéno z http://www.expasy.ch

Specificka nastaveni a problémy u MM

Proteomickd analyza vySe zminénych biologickych mate-
ridli vSak narazi na urcité limitace. Kli¢ovou podminkou
pro vytvofeni proteinového profilu myelomovych bunék
pomoci 2D-PAGE je jejich dostate¢né mnozstvi a vysoka
Cistota. Proto je nutno pfed vlastni analyzou ziskat napii-
klad imunomagnetickou separaci (MACS) alespon jeden
milion plazmatickych bun¢k s Cistotou vyssi nez 90 %.
Zakladnim problémem pfi proteomické analyze plazmy ¢i
séra je detekovat minoritni proteiny s malou molekulovou
hmotnosti v pfitomnosti vysokoabundantnich proteini (5),
kterych je v plazmé 85-90% z celkového mnozstvi pro-
teinti. U téchto vzorkl se doporucuje selektivné odstranit
tyto majoritni proteiny a provadet 2D separaci pouze z mi-
noritné zastoupenych proteini (viz nize).

2-DE analyza lidské plazmy

Plazma, zékladni a nejdostupnéjsi klinicky vzorek, obsa-
huje znacné mnozstvi (60-80 mg/ml) a Siroké spektrum
proteinti. Mnohych z nich je jiz po dlouhd 1éta vyuziva-
no jako ukazateli fyziologickych funkci a biomarkert
patofyziologickych procest. Studium proteomu plazmy
slibuje pokrok v oblasti biologického a klinického vyzku-
mu mnoha onemocnéni, coz se sebou ptinasi nadéji na ob-
jeveni novych biomarkerti pouzitelnych pro diagnostiku
onemocnéni, piedpovéd’ odezvy na terapii a monitorovani
progrese onemocnéni (1, 6, 8).

Pro proteomickou analyzu se obecné doporucuje plazma
sbirana do EDTA nebo citratu zpracovana co nejrychleji
od odbéru. Lidska plazma obsahuje kolem 10 000 riznych
proteinil a disponuje velice Sirokym kvalitativnim i kvan-

titativnim dynamickym rozmezim, pricemz rozdily mezi
hladinami majoritnich a minoritnich proteinti se pohybuji
v rozmezi 10 fadu (7). Vétsina z nich jsou proteiny s velmi
nizkym zastoupenim. Nejpocetnéji zastoupenymi protei-
ny v plazmé jsou albumin (50 — 70%) a imunoglobulin
G (8 — 26 %). Béhem separace na gelu vysoké koncen-
trace téchto proteind maskuji pfitomnost proteinil, které
maji stejny izoelektricky bod ¢i podobnou molekulovou
hmotnost. Aby bylo mozno detekovat minoritni proteiny,
je tfeba nejdiive odstranit vétSinoveé zastoupené proteiny.
Toho je mozno docilit pomoci afinitni kolony ¢i za pouziti
specifickych protilatek. K tomuto tcelu je na trhu dostup-
nych né€kolik analytickych metod vyuzivajicich rtiznych
deplecnich principt (2).

Na nasem pracovisti jsou vyuzivany dvé metody:

1) ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit od
Sigmy-Aldrich, pomoci néhoz Ize ze séra ¢i plazmy od-
stranit albumin a IgG

2) High Capacity Multiple Affinity Removal System od
Agilent Technologies (MARS). Jedna se o separaci po-
moci vysoko G¢inné kapalinové chromatografie za pouziti
specialni afinitni kolony pro vysoce specifickou imuno-
separaci Sesti v plazmé majoritné zastoupenych proteini:
albuminu, IgG, IgA, haptoglobinu, antitrypsinu a transfe-
rinu.

Stavajici vyznam a oekavany piinos 2D-PAGE u MM
Uplatnéni proteomiky v problematice MM je doposud mi-
nimalni. Proteomika by méla navazat tam, kde jiz geno-
micky pfistup nestaci. O rozvoji a dynamice onemocnéni
rozhoduji kromé vlastnosti myelomovych plazmatickych
bunék i jejich vzajemné interakce s prostfedim kostni dfe-
né (6). Cytokinové interakce mezi plazmatickymi bunka-
mi a buiikami kostni dfené umoziuji rist, pfezivani a mi-
grace myelomovych bunék a pfedpoklada se, ze castecné
odpovidaji za pfechod monoklonalni gamapatiec do MM.
Analyzou proteomu mtizeme ziskat hlubsi a komplexnéjsi
vysvétleni pfi¢in progrese monoklonalni gamapatie ne-
jasného vyznamu do MM, pficin rezistence a senzitivity
pacientll s MM na 1é¢bu. Pomoci proteomické analyzy by
mohl byt nalezen nové panel biologickych markert zod-
povédnych za rezistenci ¢i citlivost na danou 1é¢bu, ¢i na
testované nové latky, coz by umoznilo v klinické praxi
predem specifikovat optimalni 1é€ebnou strategii pro kon-
krétniho pacienta, a tak 1é¢it MM maximalné efektivné.

Vyhody % Nevyhody %
rychld, instrumentalng
nendrond, piijatelnd cena, depletuje pouze albumin
1) ProteoPrep Blue Albumin | moznost depletovat az 25 (95%)a IgG (80%), mé
and IgG Depletion Kit vzorki paralelng, A h
niz8i ucinnost

kompatibilni s 2D-PAGE a
hmotnostni spektrometrii

Casové narond, draha,

depletujc 6 ysoko- neni moZné separovat
2) High Capacity Multiple | abundantnich proteind, coZ vaorky aralelflé
Affinity Removal System | znamené aZ 85-90% P ’
vzorky je nutno

celkovych proteind plazmy

zkoncentrovat a odsolit

Tabulka €. 1: Porovnani ProteoPrep Blue Albumin and IgG De-
pletion Kit s MARS kapalinovou chromatografii
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Zavér

AC se jedna o Casové a instrumentalné velice naro¢nou
metodiku, kterda ma stale mnoho omezeni pfevazné v ob-
lasti reprodukovatelného kvantitativniho vyhodnoceni,
predstavuje rozvoj proteomiky novou a vzrusujici cestu
k bliz8imu poznani patologickych procesti na molekularni
urovni. Informuje nés o expresi specifickych proteinovych
profill a o jejich zménach vyznamnych pro rtizné patolo-
gické stavy. Predpoklada se, ze dal$im rozvojem proteo-

mickych metod a v kombinaci s vysledky z gemonickych
analyz budeme moci slozit uplny a vycerpavajici obraz
vétSiny patologickych stavil a najit nové biomarkery, které
by slouzily pro diagnostiku onemocnéni, predpovéd’ ode-
zZvy na terapii a monitorovani progrese onemocnéni.

Podékovani 5
Prace byla podpotena projekty MSMT LC06027
a MSMO0021622434.
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