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proteomika - přehled
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Souhrn
Základní metodou pro studium exprese proteinů je kombinace dvourozměrné elektroforézy s hmotnostní spektrometrií. Pro analý-
zu proteomu u pacientů s mnohočetným myelomem je možno využít plazmatické buňky či plazmu pacientů před léčbou, po léčbě 
a v průběhu onemocnění, což umožní monitorování léčebných odpovědí a možnost objevení nových biomarkerů zodpovědných za 
rezistenci či senzitivitu k podávanému léčivu.
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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 identifi cation of disease-associated protein markers for prognostic evaluation and for the selection of targets for specifi c 
drug therapy. 
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Úvod
Proteomika je vědní odvětví, pomocí něhož je možné ana-
lýzou všech proteinů přítomných v plazmě či buňkách 
charakterizovat strukturu a funkce celého proteomu za de-
fi novaných podmínek v daném okamžiku. Jejím cílem je 
separovat, identifi kovat a charakterizovat proteiny a určit 
jejich vzájemné interakce. Proteomická analýza může být 
využita pro různé druhy vzorků jako jsou sérum a plazma, 
sliny, exudáty, buňky a jiné. Základní metodou pro studi-
um exprese proteinů je kombinace dvourozměrné elektro-
forézy v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) s hmotnost-
ní spektrometrií (MS), pomocí níž je možné identifi kovat 
separované proteiny (Obrázek č. 1).

Metoda 2D-PAGE byla poprvé popsána v roce 1975 O’-
Farrellem (10). Další vývoj vedl ke kombinaci elektrofo-
retických technik s chromatografi í či hmotnostní spektro-
metrií, čímž bylo umožněno separovat a identifi kovat pro-
teiny i ze složitých komplexních vzorků, jako je například 
lidská plazma.

Vstupní materiál, požadavek na kvantitu, 
kvalitu a čistotu
Aby byla proteomická analýza využitelná v klinické praxi, 
je nutno vyšetřit co největší soubor pacientů, což umožní 
monitorování léčebných odpovědí a možnost objevení no-
vých biomarkerů zodpovědných za rezistenci či senzitivi-
tu k podávanému léčivu. Pro analýzu proteinového profi lu 
u pacientů s mnohočetným myelomem je možno využít 
plazmatické buňky vyseparované z kostní dřeně, plazmu, 
popřípadě sérum.
Platná norma pro zpracování vzorku pro proteomickou 
analýzu neexistuje. Obecné doporučení pro 2D-PAGE je 
provést separaci vzorků ihned, to však z hlediska sběru bi-
ologického materiálu a technické náročnosti není možné, 
a proto se doporučuje veškerý materiál okamžitě po odběru 
zamrazit ve vzduchotěsných kryotubách a uchovávat v te-
kutém dusíku nebo v hlubokomrazících boxech s konstant-
ní teplotou minimálně -80°C. Tyto vzorky zpracovat ihned 
po rozmražení a opakovaně nezamrazovat (13, 12, 9).
Před separací pomocí 2D-PAGE musí být proteiny ve Obrázek č. 1: Schéma návaznosti jednotlivých kroků proteomické 

analýzy (2D-PAGE/MS)



p r o t e o m i k a  -  p ř e h l e d

vzorku solubilizovány, denaturovány, redukovány a al-
kylovány, aby byly narušeny veškeré mezimolekulové 
interakce, a aby každý výsledný proteinový spot repre-
zentoval jen jeden samostatný polypeptid. K solubili-
zaci vzorku se používají pufry obsahující chaotropní 
látky (urea, thiourea), detergenty (dodecylsíran sod-
ný, Triton X-100, CHAPS) a redukční činidla (dithi-
othreitol). Směs urea/thiourea je nezbytná pro účinné 
rozrušení vodíkových můstků a hydrofobních interakcí 
(3, 4). Detergenty se používají preventivně, aby bráni-
ly interakcím mezi hydrofobními doménami proteinů 
a redukční činidla proti zpětné oxidaci disulfi dických 
vazeb. Pomocí těchto pufrů lze dosáhnout kompletního 
rozvolnění proteinů ve směsi.

Princip metody
2D-elektroforéza
2D-PAGE je založena na rozdělení proteinové směsi podle 
izoelektrických bodů a molekulových hmotností jednot-
livých proteinů. Vzorek je nejprve separován v tenkém 
proužku akrylamidového gelu s imobilizovaným gradien-
tem pH (IPG strip). V tomto kroku se bílkoviny rozdělí 
podle jejich okamžitého náboje, ten je nulový v oblasti pH 
odpovídající izoelektrickému bodu. Bílkoviny v izoelek-
trickém bodě tak ztrácejí mobilitu a nemohou již z tohoto 
místa migrovat dále. Poté je proužek gelu s rozdělenými 
bílkovinami převeden na horní okraj polyakrylamidového 
gelu. V elektrickém poli, kolmém na původní směr dělení, 
migrují proteiny k anodě v prostředí SDS a separují se pod-
le svých molekulových hmotností. Výsledkem je dvouroz-
měrná mapa, v níž každý protein zaujímá charakteristickou 
pozici. V závislosti na zvoleném pH gradientu stripu pro 
izoelektrickou fokusaci a na použité velikosti gelu je tato 
technika schopna rozdělit velká množství proteinů s mole-
kulovou hmotností 6-300 kDa. Pomocí vysokokapacitních 
elektroforetických aparatur probíhá proteomická analýza 
u 12 vzorků současně, čímž se zvyšuje reprodukovatelnost 
vytvořených proteinových map. Nevýhodou této techniky je 
vysoká náročnost na kvalitu a kvantitu vstupního materiálu, 
nemožnost úplného kvantitativního vyhodnocení v celém 
rozsahu koncentrací, jelikož se hladiny proteinů pohybují 
v širokém dynamickém rozmezí až 10 řádů. Další limitací 
je stále velice obtížná analýza hydrofobních proteinů, velmi 
malých a extrémně velkých proteinů (5, 11, 14, 7).

Vizualizace proteinů
Po 2D-elektroforéze je třeba separované proteiny na gelu 
zafi xovat a poté vizualizovat. Fixace probíhá několik hodin 
v roztoku ethanolu/kyseliny octové a vody a poté je možno 
barvit proteiny vybranou technikou. Jednotlivé typy zna-
čení proteinů mají své přednosti, ale i své nevýhody. Nej-
běžněji používanými jsou barvení Coomasie brilliant blue 
a stříbrem. Barvení Coomasie blue je jednoduché, je však 
limitováno detekčním limitem (0,2 μg proteinu na spot), 
a umožní tak detekovat pouze majoritní složky proteino-
vé směsi (3). Naproti tomu stříbření je mnohem vhodnější 
nástroj pro detekci proteinů s nízkými koncentracemi ve 
vzorku, neboť je až 100 krát senzitivnější než Coomasie 
blue. Obě tyto techniky však vykazují poměrně malé dy-
namické rozmezí, tendenci k negativnímu barvení jistých 

proteinů a malou reprodukovatelnost, která je u barvení 
Coomasie o něco vyšší, jelikož se jedná se o end-point 
techniku barvení, zatímco stříbření je založeno na subjek-
tivním vyhodnocení intenzity barvení, což snižuje využi-
telnost pro další kvantitativní vyhodnocování. Zavedením 
fl uorescenčních barvících technik se na trhu objevila alter-
nativa k stříbření. Barvení proteinů pomocí Sypro Oran-
ge, Sypro Red a Cy2, 3 a 5 má srovnatelnou senzitivitu 
se stříbřením, což umožňuje detekovat i nízkoabundantní 
proteiny ve směsi a navíc disponují tyto techniky širokým 
dynamickým rozmezím, a tudíž jsou mnohem efektivnější 
(5). Pro kvalitativní i kvantitativní vyhodnocení proteo-
mických map nabízí několik fi rem hardwarové vybavení 
(scannery, fl uorescenční scannery) a softwarové vybave-
ní, například Bio-Rad (PDQuest), Amersham Biosciences 
(ImageMaster).

Hmotnostní spektrometrie
Před vlastní analýzou na hmotnostním spektrometru je 
nutné vybrané spoty z gelu vyřezat, převést do roztoku 
a bílkoviny enzymaticky naštěpit na směs menších pepti-
dů. Nejčastěji je používán trypsin, který až na výjimky ště-
pí za argininem a lyzinem, a generuje tak peptidy o délce 
cca 10-30 aminokyselin (11).
Pro identifi kaci proteinů (z jednotlivých spotů, vyřeza-
ných z gelu) se využívá hmotnostní spektrometrie, která 
na základě analýzy naštěpených peptidů poskytuje vedle 
vlastní identifi kace i informaci o aminokyselinové sek-
venci proteinu či o druhu a lokalizaci modifi kací. MS je 
založena na rozdělení iontů analyzovaných látek podle je-
jich poměru hmotností a náboje (m/z) v elektrickém/mag-
netickém poli. K analýze proteinů se například používá 
ionizace laserem za přítomnosti matrice (MALDI, matrix 
assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s analy-
zátorem doby letu (TOF, time-of-fl ight). Po ionizaci jsou 
látky urychleny silným elektrickým polem (25–30 kV) 
a vstupují do trubice analyzátoru doby letu, kde jsou se-
parovány, následně dopadají do detektoru. Z doby průletu 
je pak zjištěn jejich m/z, resp. molekulová hmotnost. Jako 
komplementární ionizační technika k MALDI pro ana-
lýzu peptidů a proteinů se používá elektrosprej, schopný 
produkovat vícenásobně nabité ionty, které jsou pak ana-
lyzovány hmotnostními analyzátory různého typu (např. 
iontová past). V proteomické analýze se obvykle používá 
ve spojení on-line s vysokoúčinnou kapalinovou chro-
matografi í (HPLC). Tato kombinace umožňuje snadnější 
analýzu směsí, příp. odlišení analytu od kontaminujících 
složek. Vyšší specifi tu a podrobnější informace je mož-
né získat pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie 
(MSn). Vybraný iont je fragmentován (např. za přítomnosti 
helia, methanu) a poskytuje MS/MS spektrum. Současné 
spektrometry automaticky produkují MS/MS spektra na 
základě různě nastavených parametrů, např. intenzity pří-
tomných iontů, přítomnosti vybraného iontu, jednoho ze 
seznamu vyprodukovaných iontů apod. Další možné mo-
difi kace MS technik jsou podrobněji pospány v článcích 
Zelená (14), Petrák (11).
Získaná MS, resp. MS/MS data jsou pak použita k vy-
hledávání a identifi kaci proteinu pomocí databázového 
prohledávání. Na internetu je dostupných několik data-
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bází zaměřených na identifi kaci proteinů, např. NCBI 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. K dispozici jsou i vzorové 
2D-proteinové mapy pro jednotlivé typy vzorků (Obrázek 
č. 2), viz ExPASy Molecular Biology Server http://www.
expasy.ch/ (7).

Specifi cká nastavení a problémy u MM
Proteomická analýza výše zmíněných biologických mate-
riálů však naráží na určité limitace. Klíčovou podmínkou 
pro vytvoření proteinového profi lu myelomových buněk 
pomocí 2D-PAGE je jejich dostatečné množství a vysoká 
čistota. Proto je nutno před vlastní analýzou získat napří-
klad imunomagnetickou separací (MACS) alespoň jeden 
milion plazmatických buněk s čistotou vyšší než 90 %. 
Základním problémem při proteomické analýze plazmy či 
séra je detekovat minoritní proteiny s malou molekulovou 
hmotností v přítomnosti vysokoabundantních proteinů (5), 
kterých je v plazmě 85-90 % z celkového množství pro-
teinů. U těchto vzorků se doporučuje selektivně odstranit 
tyto majoritní proteiny a provádět 2D separaci pouze z mi-
noritně zastoupených proteinů (viz níže).

2-DE analýza lidské plazmy
Plazma, základní a nejdostupnější klinický vzorek, obsa-
huje značné množství (60-80 mg/ml) a široké spektrum 
proteinů. Mnohých z nich je již po dlouhá léta využívá-
no jako ukazatelů fyziologických funkcí a biomarkerů 
patofyziologických procesů. Studium proteomu plazmy 
slibuje pokrok v oblasti biologického a klinického výzku-
mu mnoha onemocnění, což se sebou přináší naději na ob-
jevení nových biomarkerů použitelných pro diagnostiku 
onemocnění, předpověď odezvy na terapii a monitorování 
progrese onemocnění (1, 6, 8).
Pro proteomickou analýzu se obecně doporučuje plazma 
sbíraná do EDTA nebo citrátu zpracovaná co nejrychleji 
od odběru. Lidská plazma obsahuje kolem 10 000 různých 
proteinů a disponuje velice širokým kvalitativním i kvan-

titativním dynamickým rozmezím, přičemž rozdíly mezi 
hladinami majoritních a minoritních proteinů se pohybují 
v rozmezí 10 řádů (1). Většina z nich jsou proteiny s velmi 
nízkým zastoupením. Nejpočetněji zastoupenými protei-
ny v plazmě jsou albumin (50 – 70 %) a imunoglobulin 
G (8 – 26 %). Během separace na gelu vysoké koncen-
trace těchto proteinů maskují přítomnost proteinů, které 
mají stejný izoelektrický bod či podobnou molekulovou 
hmotnost. Aby bylo možno detekovat minoritní proteiny, 
je třeba nejdříve odstranit většinově zastoupené proteiny. 
Toho je možno docílit pomocí afi nitní kolony či za použití 
specifi ckých protilátek. K tomuto účelu je na trhu dostup-
ných několik analytických metod využívajících různých 
deplečních principů (2). 
Na našem pracovišti jsou využívány dvě metody:
1) ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit od 
Sigmy-Aldrich, pomocí něhož lze ze séra či plazmy od-
stranit albumin a IgG
2) High Capacity Multiple Affi nity Removal System od 
Agilent Technologies (MARS). Jedná se o separaci po-
mocí vysoko účinné kapalinové chromatografi e za použití 
speciální afi nitní kolony pro vysoce specifi ckou imuno-
separaci šesti v plazmě majoritně zastoupených proteinů: 
albuminu, IgG, IgA, haptoglobinu, antitrypsinu a transfe-
rinu. 

Stávající význam a očekávaný přínos 2D-PAGE u MM
Uplatnění proteomiky v problematice MM je doposud mi-
nimální. Proteomika by měla navázat tam, kde již geno-
mický přístup nestačí. O rozvoji a dynamice onemocnění 
rozhodují kromě vlastností myelomových plazmatických 
buněk i jejich vzájemné interakce s prostředím kostní dře-
ně (6). Cytokinové interakce mezi plazmatickými buňka-
mi a buňkami kostní dřeně umožňují růst, přežívání a mi-
grace myelomových buněk a předpokládá se, že částečně 
odpovídají za přechod monoklonální gamapatie do MM. 
Analýzou proteomu můžeme získat hlubší a komplexnější 
vysvětlení příčin progrese monoklonální gamapatie ne-
jasného významu do MM, příčin rezistence a senzitivity 
pacientů s MM na léčbu. Pomocí proteomické analýzy by 
mohl být nalezen nové panel biologických markerů zod-
povědných za rezistenci či citlivost na danou léčbu, či na 
testované nové látky, což by umožnilo v klinické praxi 
předem specifi kovat optimální léčebnou strategii pro kon-
krétního pacienta, a tak léčit MM maximálně efektivně.
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Obrázek č. 2: Ukázka 2D mapy proteinového profi lu lidské plazmy. 
Převzato a doplněno z http://www.expasy.ch

Tabulka č. 1: Porovnání ProteoPrep Blue Albumin and IgG De-
pletion Kit s MARS kapalinovou chromatografi í
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Závěr
Ač se jedná o časově a instrumentálně velice náročnou 
metodiku, která má stále mnoho omezení převážně v ob-
lasti reprodukovatelného kvantitativního vyhodnocení, 
představuje rozvoj proteomiky novou a vzrušující cestu 
k bližšímu poznání patologických procesů na molekulární 
úrovni. Informuje nás o expresi specifi ckých proteinových 
profi lů a o jejich změnách významných pro různé patolo-
gické stavy. Předpokládá se, že dalším rozvojem proteo-

mických metod a v kombinaci s výsledky z gemonických 
analýz budeme moci složit úplný a vyčerpávající obraz 
většiny patologických stavů a najít nové biomarkery, které 
by sloužily pro diagnostiku onemocnění, předpověď ode-
zvy na terapii a monitorování progrese onemocnění.
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