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Glowne techniki badawcze stosowane w
proteomice

STRESZCZENIE

Przed powstata niecate 20 lat temu proteomika stoi ogromne wyzwanie - opisa¢ caty ludzki proteom,
czyli scharakteryzowa¢ wszystkie biatka wystepujace w organizmie czlowieka na przestrzeni jego
zycia. Zadanie to, o wiele bardziej skomplikowane niz poznanie ludzkiego genomu, wymaga
zastosowania efektywnych technik pozwalajacych na poréwnanie ztozonych mieszanin biatek oraz
ilosciowa i jakosciowa ocene ich sktadu. Do gtéwnych metod stosowanych w proteomice naleza
elektroforeza dwuwymiarowa oraz spektrometria mas. Dzieki zastosowaniu technik proteomicznych
w roznych konfiguracjach i w potaczeniu z nowoczesnymi bazami danych mozliwa jest analiza profili
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biatkowych w réznych stanach patologicznych organizméw.

SEOWA KLUCZOWE: Proteomika, proteom, elektroforeza, spektrometria mas, oznaczanie biatek,
chromatografia, masowy odcisk palca.
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z STEP

Dzieki projektowi poznania ludzkiego genomu naukowcom udato sie zsekwencjonowaé wszystkie
geny wystepujace w ludzkim DNA. Uwazano, ze wiedza ta pozwoli zrozumie¢ funkcjonowanie
organizmu i otworzy przed czlowiekiem nieograniczone mozliwosci. Jednakze okazalo sie, ze
poznanie samego genomu dostarcza jedynie informacji o biatkach jakie koduje, a nie méwi niczego
o modyfikacjach jakim ulegaja, funkcjach jakie petnia i w oddzialywaniach w jakich uczestnicza,
przez co mechanizmy dzialania komorek, organéw i catlego organizmu nadal pozostaja tajemnica.
Aby ja odkryé naukowcy podjeli sie badan nad poznaniem ludzkiego proteomu (z ang. PROTEin
complement of the genOME), czyli wszystkich biatek pojawiajacych sie w organizmie w ciagu catego
jego zycia. Dyscypling, ktora sie tym zajmuje jest mloda i szybko rozwijajaca sie dziedzina naukowa
nazwana proteomika. O ile poznanie genomu, mimo ze zmudne i dlugotrwate, byto dosy¢ prostym
zadaniem, o tyle poznawanie proteomu jest znacznie bardziej skomplikowane. Przede wszystkim
genom jest statyczny a proteom dynamiczny. Liczba genéw wystepujaca w ludzkim organizmie jest
stata i szacuje sie, ze wynosi ok. 30-50 tys., natomiast liczba i rodzaj biatek zmieniaja sie
w zaleznosci od stanu fizjologicznego organizmu, jego fazy rozwoju oraz warunkéw srodowiska.
Ponad to liczba biatek znacznie przewyzsza liczbe genéw. Obecnie ocenia sie, ze w ludzkim
organizmie jest ich ok. 400-500 tys., czyli prawie dziesie¢ razy tyle co gendéw. Wigze sie to ze
zjawiskiem alternatywnego splicingu oraz modyfikacjami potranslacyjnymi zachodzacymi w trakcie
ekspresji genéw, co prowadzi do powstania bialek o odmiennej budowie. Okazuje sie, ze z jednego
genu moze powsta¢ nawet kilkadziesiat roznych biatek. Wszystko to sprawia, ze poznanie catego
proteomu ludzkiego jest zadaniem o wiele bardziej ztozonym niz poznanie genomu.

Obecnie badania proteomiczne koncentruja sie wokét dwoch obszaréw: pierwszy z nich zwigzany jest
z ekspresja biatek a drugi z ich wzajemnymi oddzialywaniami. Proteomika ekspresji dazy do
poznania wzoréw ekspresji biatka w okreslonych warunkach( np. w stanach chorobowych,
w odpowiedzi na czynniki srodowiska). Zmierza do ustalenia reprezentatywnej mapy catego
proteomu, ktéra mogtaby by¢ wykorzystywana w badaniach nad rozwojem nowych lekdéw, badaniach
toksykologicznych oraz przy identyfikacji biomarkerow - biatek, ktoérych poziom ekspresji moze
dostarcza¢ informacji o wystapieniu okreslonych chordob lub o skutecznosci dziatania leku.
Poréwnanie profili biatkowych oséb zdrowych i chorych w celu wykrycia réznic jest podstawowym
zadaniem proteomiki klinicznej. Przeszukujac caty proteom osoby chorej badacze trafiaja na
odchylenia - odmienng ekspresje biatek niz w warunkach fizjologicznych, ktére staja sie
biomarkerami konkretnego stanu patologicznego. Jest to catkowicie odmienne podejscie niz
stosowane dotychczas (kiedy szukano jednego, okreslonego parametru) i wymaga zastosowania
efektywnych technik pozwalajacych na pordéwnanie ztozonych mieszanin bialek oraz iloSciowa
i jakosciowa ocene ich sktadu. Metody stosowane w proteomice zaleza od wielu parametréw biatek
m.in. od poziomu ich ekspresji i modyfikacji, lokalizacji wewnatrz komoérek czy zlozonosci ich



mieszanin. Technologie proteomiczne mozna podzieli¢ na te stosowane do charakterystyki biatek
oraz generowania map biatkowych a takze te, ktére stuza do badan funkcji biatek i interakcji miedzy
nimi. Do pierwszej grupy proteomicznych narzedzi nalezy elektroforeza dwuwymiarowa oraz
spektrometria mas a takze techniki pozwalajace na identyfikacje bialek takie jak ,biatkowy odcisk
palca”. Do badan interakcji stosuje sie gtownie drozdzowy system dwuhybrydowy oraz metody
oparte na immunopowinowactwie.

TECHNIKI STOSOWANE DO ROZDZIALU, IDENTYFIKAC]JI I 0ZNACZANIA ILOSCI BIALEK
ELEKTROFOREZA 2D

Elektroforeza dwuwymiarowa w zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE) jest powszechnie stosowana
metoda rozdziatu biatek. Dzieki zastosowaniu tej techniki mozliwa jest detekcja biatek oraz
uzyskanie informacji o zmianach w ich ekspresji jakie zachodza na tle catego proteomu.
Elektroforeza przebiega w dwoch kierunkach czy tez wymiarach. W pierwszym wymiarze biatka
rozdzielane sa zgodnie z ich punktem izoelektrycznym, czyli wartoscia pH, przy ktérej ich tadunek
wypadkowy jest réwny zero (tzw. ogniskowanie izoelektryczne, IEF), w drugim wymiarze natomiast
nastepuje rozdziat bialek na podstawie ich masy czasteczkowej. Powstaly w ten sposob obraz
obejmuje wiele plam, z ktérych kazda stanowi biatko o okreslonych parametrach masy czasteczkowej
i punktu izoelektrycznego. Ta mapa biatkowych plam moze by¢ traktowana jako ,biatkowy odcisk
palca” analizowanej préby. Poréwnanie takich map pochodzacych ze zdrowego i chorego organizmu
moze dostarczy¢ wiele informacji na temat konkretnego stanu fizjologicznego komoérki. Mimo to
elektroforeza ma pewne ograniczenia. Najwieksza trudnos$¢ sprawia uzyskanie profilu biatkowego
reprezentatywnego dla catego proteomu, poniewaz biatka wystepujace w komdrce roznia sie
rozpuszczalnoscia. Typowym sktadnikiem roztwordw, w ktorych przeprowadzana sie elektroforeze
jest mocznik, a jego dziatanie polega na rozrywaniu wigzan niekonwalencyjnych i jonowych. Jego
ilos¢ w buforze nie wystarcza do rozpuszczenia wszystkich biatek wystepujacych w badanej probie.
Przyktadowo biatka btonowe, hydrofobowe oraz o duzej masie czasteczkowej moga zostaé nie
wykryte przy zastosowaniu mocznika. Dlatego do poprawy skutecznosci elektroforezy podczas
ogniskowania izoelektrycznego do buforé6w dodawane sa inne sktadniki, m.in. amfoliny, ktore
zapobiegaja agregacji bialek i poprawiaja przewodnictwo elektryczne, detergenty niejonowe, ktdre
wplywaja na rozpuszczalnos¢ protein w warunkach niedenaturujacych, np. Triton X-100, a takze
detergenty zwane CHAPS lub ASB (tzw. zwitterionic detergents), wptywajace na rozpuszczalnosci
biatek btonowych, gtéwnie roslinnych. Jednakze okazalo sie, ze obecnos¢ tych ostatnich moze
wplywaé¢ na rozdziat innych klas biatek (np. hydrofilowych) obecnych w badanej prébie.
Alternatywna metoda pozwalajaca zwiekszy¢ rozpuszczalno$¢ bialek w elektroforezie jest ich
frakcjonowanie w oparciu o wspdlne wiasciwosci biofizyczne lub ze wzgledu na lokalizacje
w komorce, tak ze pojedynczy bufor moze zosta¢ uzyty do rozpuszczenia wielu biatek w jednej frakcji.

Inny problem stanowi wykrywanie biatek znajdujacych sie w prébie w niskich stezeniach. Szacuje sie,
ze w danym czasie w komorce ulega ekspresji od 5 do 10 tys. gendw co powinno skutkowac synteza
ok. 20-30 tys. biatek. Jednakze przy zastosowaniu elektroforezy mozliwe jest wykrycie maksymalnie
3 tys. biatek na zelu o wymiarach 18 x 20 cm2 co oznacza, ze wykrywane sa jedynie biatka
wystepujace w probie najliczniej. Jest to dosy¢ powazne ograniczenie elektroforezy poniewaz wiele
biatek regulatorowych, sygnatowych czy czynnikéw transkrypcji, waznych z punktu widzenia
diagnostyki i prognostyki, wystepuje w niskich stezeniach. Najprostszym sposobem na eliminacje
tych ograniczen jest wstepne frakcjonowanie badanej proby dzieki zastosowaniu waskiego zakresu
pH (jedna jednostka pH na 18 cm zelu) w ogniskowaniu izoelektrycznym. Niestety metoda ta jest
czasochtonna i niepraktyczna dlatego czesto z elektroforeza stosowane sa inne techniki separacji
charakteryzujace sie wieksza rozdzielczoscia takie jak elektroforeza kapilarna, ogniskowanie
izoelektryczne czy metody chromatograficzne, m.in.: wysokosprawna chromatografia cieczowa



(HPLC), chromatografia kolumnowa czy chromatografia powinowactwa.

Ostatnim etapem elektroforezy jest wybarwianie biatek w celu ich iloSciowej identyfikacji.
Powszechnie stosowanymi barwnikami sa tu btekit Coomassie Brillant Blue oraz sole srebra, ktére
jednak sa metodami mato czutymi i pozwalaja wykryé biatka w zakresie 10-40ng. Do poprawy
czutosci detekcji coraz czesciej uzywane sa znaczniki fluorescencyjne oraz cyjaninowe barwniki
fluorescencyjne, ktore stosuje sie w dwuwymiarowej fluorescencyjnej elektroforezie réznicowej
2D-DIGE. W tym wypadku biatka sa oznaczane jeszcze przed elektroforeza a wykrywane sa juz od
0,025-1ng.

SPEKTROMETRIA MAS

Spektrometria mas (MS) jest technika analityczng znana od ponad stu lat i stuzaca do identyfikacji
zwiazkow chemicznych i ich mieszanin. Powstale w ostatnich latach bazy danych i metody
obliczeniowe stosowane w polaczeniu z MS umozliwiaja analize probek o wysokiej ztozonosci,
identyfikacje biatek, ilosciowa ocene ich ekspresji, ustalenie ich masy czasteczkowej oraz sktadu
aminokwasowego. Spektrometria mas moze zostac¢ tatwo zaadoptowana do wysoko przepustowego
formatu dzieki czemu jest obecnie gtdwna technika stosowana do badan nad proteomem. Analiza
biatek przy zastosowaniu spektroskopu masowego polega na jonizacji czasteczek w stanie gazowym
a nastepnie ich rozdzieleniu w zaleznosci od stosunku ich masy do tadunkéw (m/z) co prowadzi do
powstania widma masowego bedacego podstawa do identyfikacji czasteczki. Kazdy spektrometr
masowy zbudowany jest z trzech czesci: jonizatora, analizatora masy i detektora. W zaleznosci od
budowy i zasady dziatania jonizatora istnieja rézne techniki jonizacji, jednak obecnie najczesciej
stosowane sa dwie, ktére rozwinieto ponad 10 lat temu i od tamtej pory zrewolucjonizowaty one
analize zwiazkow chemicznych. Techniki te to MALDI czyli desorpcja laserowa z udziatem matrycy (z
ang. Marix assisted laser desorption/ionization) oraz ESI (electrospray ionization) -
elektrorozpylanie. MALDI jest tagodna metoda jonizacji nie powodujaca fragmentacji badanych
czasteczek. Matryce stanowia mate czasteczki zdolne do pochtaniania promieni UV, dzieki czemu po
naswietleniu préby laserem o okreslonej dtugosci fali dochodzi do przejscia zaréwno matrycy jak
i analizowanych czastek w stan gazowy oraz ich jonizacji. Modyfikacja tej metody jest SELDI -
powierzchniowo wzmocniona laserowa desorpcja/jonizacja, w ktérej badana prébka jest wstepnie
frakcjonowana przy zastosowaniu jednej z technik chromatograficznych. W przypadku
elektrorozpylania do jonizacji czasteczek dochodzi podczas rozpylania badanej proby z igly, do ktorej
przytozono wysokie napiecie, dzieki czemu powstaja wysoko natadowane kropelki. Zastosowanie
gazu lub ciepta powoduje odparowanie rozpuszczalnika i z jonizatora wydostaja sie same
zjonizowane peptydy. Pewnym ulepszeniem tej metody jest technika nano-ESI, w ktorej juz bardzo
mate ilosci analitu - kilka mikrolitréw- wystarcza do okreslenia masy czasteczkowej i struktury
rozpuszczonych w nim biomolekul, a niskie natezenie przeptywu badanej substancji, wynoszace kilka
nanolitrow na minute, pozwala na bardziej precyzyjny pomiar. Po tym jak jony opuszcza jonizator
dostaja sie do najwazniejszego elementu calej technologii - analizatora mas, ktérego zadaniem jest
ich rozdziat. Odbywa sie to w polu elektrycznym lub magnetycznym na podstawie stosunku masy
jonéw do liczby ich tadunkow (m/z). Podobnie jak w przypadku jonizatoréw, istnieje wiele rodzajéw
analizatoréw mas stosowanych w spektrometrach. Obecnie najbardziej popularnym analizatorem jest
analizator czasu przelotu (z ang. Time Of Flight TOF), gdzie mierzony jest czas jaki zajmuje jonom
przebycie drogi od jonizatora do detektora, a jego wartos¢ zalezy od stosunku m/z badanych jonéw.
Analizator TOF jest bardzo prosty w obstudze i czesto uzywany w potaczeniu z jonizatorem MALDI.
W ostatnich latach zaczeto taczy¢ ze soba dwa analizatory TOF tworzac w ten sposob tandemowa
spektrometrie mas (MS/MS), podczas ktorej jony, po przejsciu przez pierwszy analizator sa rozbijane
na fragmenty tzw. jony potomne i analizowane przez znajdujacy sie tuz za urzadzeniem
fragmentujacym drugi analizator. Podejscie to pozwala na fragmentacje wczesniej
wyselekcjonowanych peptydéw i analize mas poszczegdélnych aminokwaséw a przez to ich



identyfikacje. Fragmentacja peptydow odbywa sie dzieki dysocjacji indukowanej zderzeniami (z ang.
Collision-induced dissociacion, CID), podczas ktérej dochodzi do zrywania wiazan peptydowych
w wyniku zderzen zjonizowanych peptydow z czasteczkami obojetnych gazéw. Do najnowszych
technik fragmentacji peptydéw naleza : ECD (z ang. electron capture dissociacion) - rozpad
z wychwytem elektrondéw oraz ETD (electron transport dissosciacion) - rozpad z transportem
elektronéw. Innym powszechnie uzywanym narzedziem jest analizator kwadrupolowy zwykle
stosowany z jonizatorem ESI. Zbudowany jest on z czterech rownolegtych, metalowych pretéw, ktore
moga zostac¢ tak nastawione aby przepuszczaly jedynie jony o okreslonej wartosci stosunku masy do
tadunku. Potaczenie dwoch kwadrupoli pozwala na bardziej precyzyjna filtracje badanych czastek,
w ten sposob, ze kolejny analizator przepuszcza jony o wezszym zakresie stosunku m/z. Na podobnej
zasadzie do kwadrupola dziata putapka jonowa (Ion trap IT) - analizator pozwalajacy uwiezi¢ jony
o okreslonym stosunku m/z. Dos$¢ popularne sa rowniez analizatory cyklotronowego rezonansu jondw
(Ion Cyclotron Resonance ICR) oraz cyklotronowego rezonansu jonow z fourierowska transformacja
wynikow (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance FT-ICR)dzialajace na zasadzie putapkowania
jonow i dzialania na nie polem elektromagnetycznym o zmiennej czestotliwosci, tak ze zaczynajg one
krazy¢ wokoét przytozonego pola z czestotliwoscia powiazana z ich stosunkiem m/z. Poniewaz
zaréwno kazdy jonizator jak i analizator mas posiada swoje wady i zalety czesto tagczone sa one
w réznych konfiguracjach i w potaczeniu z innymi technikami rozdziatu, tak aby maksymalnie
wykorzysta¢ potencjal kazdego z urzadzen.

Na przestrzeni ostatnich lat rozwinety sie dwie strategie identyfikacji biatek w oparciu
o spektroskopie mas: ,top-down” oraz ,bottom-up”. W pierwszym podejsciu wykorzystywane sa
spektrometry FTIRC pozwalajace, ze wzgledu na swoja wysoka rozdzielczos¢, na analize
pojedynczych biatek lub ich prostych mieszanin. Fragmentacja protein odbywa sie wewnatrz
spektrometru dzieki zastosowaniu techniki ECD. Analiza wartosci m/z powstalych w ten sposéb
jonow wskazuje na ich pozycje w biatku, tym samym ujawniajac sekwencje aminokwasow co pozwala
dane biatko zidentyfikowa¢. Tak otrzymana eksperymentalna sekwencje poréwnuje sie do
teoretycznych sekwencji biatek znajdujacych sie w komputerowych bazach danych. Opracowaniem
algorytmow pozwalajacych na doktadna identyfikacje sekwencji i zautomatyzowanie catego procesu
zajmuje sie bioinformatyka. Po tym jak biato zostato zidentyfikowane znajomosc¢ jego dokltadnej masy
czasteczkowej pomaga w okresleniu stopnia jego modyfikacji. Gldwnym ograniczeniem tej techniki
jest niemozliwos¢ jej zastosowania do analizy duzych bialek lub ich zlozonych mieszanin. Metody tej
uzywa sie gtownie przy identyfikacji matych protein (<10kD), ktére maja prawdopodobnie duze
znaczenie biologiczne, jednak jak do tej pory ich rola jest mato poznana. Strategia ,bottom-up”
stanowi alternatywe opisanej wyzej metody. W tym podejsciu mieszanina bialek jest wstepnie
frakcjonowana, tak ze w spektrometrze analizowane sa jedynie frakcje peptydéw. W pierwszym
wariancie tej metody, zwanym czasem mapowaniem masowym, wykorzystywana jest dwukierunkowa
elektroforeza zelowa (2D-PAGE) lub ogniskowanie izoelektryczne (IEF) do rozdzialu biatek
i okreslenia ich ilosci. Nastepnie frakcje biatek zostaja wyekstrahowane z zelu, poddane wstepnemu
trawieniu proteolicznemu (np. trypsyna) a powstata w ten sposéb mieszanina peptydoéw stanowi
przenoszona jest do analizy w spektrometrze masowym (zwykle typu MALDI-TOF). Analizator masy
mierzy mase czasteczkowa peptydéw na podstawie ich wartosci m/z, dzieki czemu powstaje ,masowy
odcisk palca” peptydow (Peptide Mass Fingerprint). Nastepnie, przy uzyciu odpowiednich
programéw takich jak np. ProFound, MASCOT czy MS-Fit, przeszukiwane sa proteinowe bazy
danych w celu odnalezienia biatka, ktore poddane trawieniu tym samym enzymem rozpadnie sie na
peptydy o takiej samej masie czasteczkowej. Jakos$¢ uzyskanych wynikow zalezy przede wszystkim
od czystosci badanej proby, doktadnosci pomiaru oraz liczby zmierzonych peptydéw. Drugi wariant,
zwany takze wielowymiarowa technologia identyfikacji biatek (MudPIT) lub proteomika typu
»shotgun”, polega na strawieniu badanej proby biatek enzymami proteolitycznymi i dopiero wéwczas
poddaniu jej dalszej analizie. Mieszanina powstatych w ten sposéb peptyddéw ulega rozdzieleniu
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) a nastepnie analizowana jest



przy uzyciu tandemowego spektrometru mas. Ze wzgledu na to, ze kolumny chromatograficzne sa
bezposrednio potaczone z jonizatorem spektrometru caty proces jest w duzym stopniu
zautomatyzowany a metoda przystosowana do wysoko przepustowych formatéw. Podobnie jak
w poprzednim wariancie uzyskane dane poréwnywane sa z danymi zawartymi w bazach danych. Do
przeszukiwania istniejacych zbioréw informacji stosowane sa tutaj takie programy jak Sequest,
PROWL, Protein Prospector i MASCOT. Jezeli w bazach danych nie ma informacji o szukanej
sekwencji przeprowadza sie sekwencjonowanie peptydéow de novo.

PODSUMOWANIE

Poznanie ludzkiego proteomu, po zakonczonym sukcesie projektu poznania ludzkiego genomu, jest
kolejnym krokiem przyblizajacym nas do zrozumienia podstawowych zjawisk biologicznych
zachodzacych nieustannie w zywych organizmach. Proteomika budzi zainteresowanie takze dlatego,
ze uzyskana wiedza moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystana w celu opracowania skutecznych
metod leczenia, precyzyjnego diagnozowania choréb czy testowania efektywnosci lekdw. Obecnie do
poszukiwania biatkowych biomarkerow stosowane sa techniki chromatograficzne oraz elektroforeza
w polaczeniu ze spektrometria mas. Duze zainteresowanie budza ptyny ustrojowe (osocze, mocz)
jako tatwo dostepne zrodio biomarkeréw co miedzy innymi doprowadzito do powstania w 2008r
projektu EUROKUP (European Urine and Kidney Proteomics), ktérego celem jest identyfikacja
i weryfikacja biomarkeréw dzieki proteomicznej analizie moczu. Ponad to w badaniach
proteomicznych upatruje sie szansy zrozumienia poszczegdélnych etapéw nowotworzenia, co
pozwolitoby zrewolucjonizowaé podejscie do leczenia raka. Niestety rozwdj i ulepszenie stosowanych
dotychczas metod jest konieczne aby skutecznie i sprawnie identyfikowac¢ biatka. Zastosowanie
pojedynczej technologii nie dostarczy odpowiedzi na wszystkie pojawiajace sie pytania, dlatego
istnieje potrzeba potaczenia réznych technik proteomicznych i stworzenia jednej zintegrowanej
strategii. Potrzebna jest takze metoda pozwalajaca okresli¢ wzajemne oddzialtywania miedzy
biatkami a takze sprawne metody obliczeniowe pozwalajace przewidzie¢ ich funkcje, dzieki czemu
mozliwe bedzie stworzenie map interakcji komdérkowych i wieksze zrozumienie procesow jakie
w tych komorkach zachodza. Obecnie najwieksze wyzwania stojace przed proteomika skupiaja sie
wokdt trzech kwestii: sekwencjonowaniu peptydow de novo, identyfikacji modyfikacji
potranslacyjnych oraz okreslaniu ilosci biatek przy uzyciu spektrometrii mas.
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