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Abstract

The term "proteome"” refers to the entire
complement  of  proteins, including the
modifications made to a particular set of proteins,
produced by an organism or a cellular system. This
will vary with time and distinct requirements, such
as stresses, that a cell or organism undergoes. The
term “proteomics” is a large-scale comprehensive
study of a specific proteome, including information
on protein abundances, their variations and
modifications, along with their interacting partners
and networks, in order to understand cellular
processes. Cancer, in particular, is a model disease
for applying such technologies to identify unique
biosignatures and biomarkers responsible for the
diagnosis, prognosis and therapeutic prediction of
such disease. Biomarkers are biological molecules
found in blood, other body fluids, or tissues that are
a sign of a normal or abnormal process, or of a
condition or disease. They may also be used to see
how well the body responds to a treatment for a
disease or condition [1].
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UvoD

Biologické  systétmy s0 tvorené z
proteinovych zloziek, ktoré sd v bunke zastlpené v
roznom mnozstve, od miliénov koépii molekdl
jedného druhu na bunku az po menej ako jednu
képiu na bunku [2]. Zé&kladny princip ,, DNA je
podkladom pre tvorbu RNA a RNA je podkladom
pre tvorbu proteinu“ je stavebnym kameinom v
stcasnej molekularnej a bunkovej biolégii aje
predmetom zaujmu troch vednych disciplin:
genomiky, transkriptomiky a proteomiky. K tymto
diciplinam mézeme zaradit’ aj bioniku, pricom pod
pojmom bionika rozumieme hrani¢ny odbor
systematicky zamerany na uplatilovanie poznatkov
zo Stadia zivych organizmov aich Struktdr pri
vyvoji novych technolégii. Kazda z tychto oblasti je
zabezpecena vlastnymi technol6giami a kazda sa
snaZzi ¢o najlepSie vyuZit svoj potencidl na
ziskavanie novych vedomosti v diagnostike
a terapii Pudskych ochoreni [3]. V genomickej ére
kladla modernd medicina svoje taZisko na uréenie
presnej Struktdry a sekvencie gendmu v oblasti

genomiky a na otazky expresie hlavnych produktov
transkripcie mRNA v oblasti transkriptomiky [4].
Hlavnou napliou bioniky je vytvorit’ vel'mi tzku
vzajomn( vézbu medzi bioloégiou a technikou s
prirodzenou vidzbou na dal$i hrani¢né obory
biologie. Tato vzijomnd vidzba umoziuje ako
pomocou biologie tak aj jej pribuznych vednych
oborov rozvoj v technickych vedach, ale tiez
vyuzitim inZinierskych metdd a postupov pokrok vo
vedach biologickych. Bionika ma tieZ umoziovat
predovSetkym  Gzky vzajomny kontakt pri
poznavani zakonitosti Zivej a neZivej prirody a
zaistit' obojstranné vyhodné vyuzitie vysledkov
tohto vyskumu.

Gendm a protedbm

Vo svojej podstate sa genomika zaobera
Stadiom gendmu daného organizmu ako celku, ¢o
zahina identifikaciu vSetkych génov, regula¢nych
elementov a sekvencii celej DNA, ktora tvori
geneticky material [3]. Ludsky geném tvori
priblizne 2,9 miliardy nukleotidov. Tato sekvencia
genetického koédu je tvorend nekodujicimi
oblastami, intrdnmi a kodujacimi oblastami,
exonmi. Prave tieto kddujlce oblasti tvoria len 1%
ludskej DNA a aj napriek tomu je v nich
definovanych takmer 55 000 génov, ktoré pdsobia
ako templat pre vSetky biologické funkcie
organizmu [4]. Ludsky geném musi byt
analyzovany od zaciatku do konca ako celok a je
pevne dany individualne pre kazdého jedinca [2].

Projekt Tludského gendomu a dalSie
gendmové sekvenacné programy sa prejavujl
rychlou kompletizaciou gendémovych sekvencii
Specifickych druhov. Program sekvenacie celého
Pudského genému a genémov mnozstva inych
Specifickych druhov bol mimoriadne Uspesny.
Dosiahla sa kompletizdcia 46 mikrobialnych
druhov a zaroven d’alSich 120 druhov je v procese
sekvendcie a ¢aka na dokoncenie. Sucasne doslo ku
sekvendcii velkej casti gendmu eukaryotickych
organizmov (Aebersold a Goodlett, 2001 [5,6,7].

Expresia gendmu vedie ku formécii
transkriptomu, teda suboru vSetkych primarnych
MRNA, ktoré su pritomné v bunke v danom ¢ase a
za danych podmienok. Transkriptomika musi v
prvom rade vziat' do Gvahy fakt, Ze transkripcia
gendému je citlivd na velké mnozstvo faktorov,
ktoré zavisia nielen od bunky, ale aj od samotného
prostredia, v ktorom sa bunka nachadza. To
znameng, Ze ak sa zmenia podmienky, exprimovany
transkriptom sa tiez zmeni [3]. Hoci analyza
génovej expresie objasnila velké mnozstvo faktov
vo vztahu medzi relativnou zmenou expresie génov
a vznikom chorobnych stavov, jej vysledok
neposkytuje vzdy dostacujuci popis zmien v
bunkach a ich porusenie v roznych situaciach,
pretoze v mnohych pripadoch su to prave proteiny,
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ktoré realizuju zmenu bunkovej funkcie. AvSak pre
UpIné pochopenie bunkovej fyzioldgie a patologie
je potrebna komplexnd analyza transkriptému a
proteému [8].

Prevedenie  transkriptomu na jeho
proteinové produkty vytvara koreSpondujlci subor
proteinov - proteém [3]. Vyznam proteému je v
jeho prechodnom, dynamickom a plastickom
charaktere a pre jeho definiciu je zakladom
kvalitativna analyza proteinov a polypeptidov s
posttranslacnymi modifikaciami a katabolickymi
procesmi, ktoré sG  produkované  velkym
mnozstvom génov [2]. Av3ak protedm je od
genému a transkriptomu odlidny aj v d’aldej, vermi
dolezitej charakteristike. Zatial ¢o geném a
transkriptom s0 informéacie esencidlne linedrne
(sekven¢né), protedbm je definovany oboma
charakteristikami, linedrnou aj trojdimenzionalnou
[3]. Protedm bunky odraza okamziti zmenu okolia,
v ktorom je Studovany. Prave reakciou na vnatorné
alebo vonkajSie podnety sa proteiny mozu
posttranslacne modifikovat’ (acetylaciou,
fosforylaciou, adenylaciou, glykozylaciou a pod.),
prekonat translok&ciu vo wvnatri bunky, byt
syntetizované alebo degradované [9]. Proteiny len
vel'mi vynimoc¢ne vykonavaju svoju funkciu ako
individualne molekuly, va¢Sinou su st¢ast'ou vel'mi
zlozZitych proteinovych komplexov, ktoré su ciel'om
vyskumu v proteomike [10].

Identifikacia zmien v skupinach proteinov
vedie ku rozpoznaniu rozdielov medzi zdravym a
poSkodenym tkanivom, napoméha zistit zmeny v
bunkach po ich cielenej expozicii lie¢ivam a v
neposlednom rade dava moznost' identifikovat
biomarkery nadorovych aj nenadorovych ochoreni
[11,12].

Obr.1 Struktdra proteinu (Zdroj:[3])

VyuZitie proteomiky

Genomické Stadie % sGc¢asnosti
celosvetovo popisuju zmeny v expresii
individualnych génov pocas roznych
fyziologickych a patologickych stavov. Avsak tieto
Stadie davaju informacie len o tvorbe mRNA, nie o
mnoZstve, Strukture, stabilite a aktivite proteinov,
ktoré sG rozhodujlcimi reagenciami a tvorcami
fenotypu. V skuto¢nosti nebola najdend korelécia
medzi Stadiom tvorby mRNA a mnozstvom
koreSpondujucich proteinov v bunke. Dalo by sa

povedat’, Ze len identifikacia proteinov vedie ku
pochopeniu rozdielov medzi zdravym a chorym
tkanivom, ku najdeniu relevantnych zmien v
bunkach, ktoré su vystavené Gcinku liekov a ku
odhaleniu pritomnosti biomarkerov rozli¢nych
ochoreni [11,12].

Proteomika v biomedicine mbéze byt
vyuzitd v zakladnom aj aplikovanom vyskume a
taktiez v Kklinickej doméne s cielom objavit
biomarkery a zlepSit’ terapiu [14,15]. V poslednych
rokoch pokracuje proteomicky vyskum milovymi
krokmi dopredu s mnoZstvom inovécii, vyuZivajluc
hlavné technoldgie, ako je 2D elektroforéza [16],
vysokotlakové kvapalinova chromatografia
(HPLC), hmotnostnd spektrometria (MS), a s
roznorodostou stdle sa tvoriacich vedeckych
programov. V mnohych oblastiach mediciny sa
vynaraju  dobre  anotované  biomedicinske
proteomické databdzy a poskytuji zaklad pre
systematicky vyskum a ciasto¢ne aj slubni
progresiu v klinickych  aplikaciach  [17].
Proteomické Stidie sa =zatial zaoberaji hlavne
vyskumom v oblasti kardiologie a onkoldgie [9].

V tkanivich sa nachadzaju pocetné
interakcie protein-protein, ktoré riadia prezivanie
buniek a ich vzajomnl komunikéciu. Zabezpeduju
tok vitalnych signalov v bunkach. Tieto informécie
st v ustavicnom kolobehu prenaSané z jedného
proteinu na dalsi. Modifikdciou tychto vztahov
dochadza ku patologickému spravaniu buniek, aké
mbzeme pozorovat' napriklad pri  nddorovom
bujneni, kedy bunky stracaju kontrolu nad svojim
rastom a delenim a st schopné zakladat” metastazy
[18].

Jednym z poslednych cielov proteomiky
okrem Kkatalogizacie proteinov buniek, ktoré su
exprimované v zdravom organizme a pocas
choroby, bolo zistit organizaciu a dynamiku
metabolizmu, signaliza¢nych a regulaénych sieti,
ktoré sa pocas zivota bunky menia. Proteomika
vedie ku pochopeniu tychto sieti, ktoré sa stavajd
pocas ochorenia nefunkené a predpoveda, ako moze
byt ich funkcia zmenend posobenim liekov a
genetickych manipuldcii [17].

Viber vhadnej terapie Skora diagnostika ochorenia 4
a j#] mandtor ing anvlenmie boxisily terapae

Obr. 2 Klinické aplikécie tkanivovej proteomiky
[18].
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Priméarny defekt vedici ku malignemu
ochoreniu  méze byt ukryty v nukleovych
kyselinach  bunky.  AvSak patofyziologicky
mechanizmus tohto  ochorenia je determinovany
poskodenim proteinov, ktoré kodujd
chromozémové delécie a prestavby, ¢ize mutacie.
Takymto mechanizmom dochadza ku procesu
tumorogenézy, pretoZe prave zmatok, ktory vznika
v prostredi proteinov je dblezity pre vznik a prezitie
tumoru [18]. Neoplastické bunky rdznych typov
rakoviny vykazuju rovnaké funkéné vlastnosti.
Zahinaju samostatnost’ v rastovych signaloch,
desenzibilizaciu na zastavenie rastu, vyhybanie sa
apoptoze,  zrychlenie  procesu  angiogenézy,
nelimitovany replikacny potencial, tkanivovl
invdziu a metastazovanie [19]. VSetky tieto
vlastnosti vedd ku modifikacii protedbmu a zvysenej
senzitivite organizmu na nadorové ochorenie [14].
Av3ak poSkodenie casti proteinu nemusi viest' ku
zmenam pévodnych polypeptidovych sekvencii, ale
staci, ak zahitia posttranslacné modifikacie [18].
Zlozitost' popisu nddorovych ochoreni spogiva v
tom, Ze tumordézne masy tkaniva su zloZené z
velkeho  mnozstva buniek  rézneho  typu.
Nachadzaju sa tu fibroblasty, endotelové bunky,
normalne epitelové bunky, bunky tvoriace imunitny
systém a iné [14].

DalSou limitaciou je priprava vzorky
z nadorového tkaniva. Bola popisana
neenzymatickd metéda pripravy nadorovych
buniek, ktor& na rozdiel od enzymatickej
neznehodnocuje vzorku. Pri enzymatickej priprave
dochadzalo ku strate  vysokomolekularnych
proteinov vac¢Sej hmotnosti, ktoré nemohli byt
analyzované (Franzen et al., 1995[20]). VyuZivaju
sa tiez metodiky imunoselekcie buniek pred
proteomickou analyzou.

Na proteomické analyzy v oblasti vyskumu
nadorov s ¢asto vyuzivané laboratorne pestované
bunkové linie z toho dbévodu, Ze si ovela
jednoduchSie  pouzitelné ako tkanivo odobraté
pocas biopsie. Na rozdiel od bioptovaného tkaniva,
pocet buniek v pestovanej bunkovej linii prakticky
nie je limitovany [14].

V slUg¢asnosti sU vytvarané proteinové
databdzy réznych typov nadorovych ochoreni z
Udajov zistenych 2D elektroforézou.

Hmotnostna spektrometria je met6dou
prvej volby pri identifikacii proteinov a
charakterizicii ~ posttranslaénych  modifikécii.
Principom hmotnostnej spektrometrie je analyza
hmotnosti iénov (kationov alebo anidnov) [10].

Obr. 3 MALDI hmotnostny spektrometer

Metody v proteomike

Neoddelitel'nou sugastou zdokonalovania
vyskumu v oblasti proteomiky - bioniky su pokroky
tykajlce sa vedeckych metodik a technolégii. V
¢asoch objavu 2D elektroforézy existovalo len
vel'mi malo prostriedkov na spracovanie vzorky a
technolégie na hodnotenie vysledkov neboli
dostacujuce. Od tohto obdobia vedci urobili velké
pokroky, ktoré sa tykali hlavne separacie proteinov,
ale aj ich identifikacie [9]. Vzhradom na zloZitost’
stale sa rozvijajucich metodik v proteomike bol
proteomicky experiment rozdeleny do Siestich
zakladnych krokov [21]:

e separdcia a izolacia proteinov z bunkovej
linie, tkaniva, organizmu

e prva dimenzia zahfiajuca izoelektrickl
fokuséciu (IEF)

e druhd dimenzia (SDS-PAGE)

e vizualizécia proteinovych spotov
ziskanych gélovou elektroforézou

e pocitacova analyza proteinovych spotov
e selekcia proteinovych spotov na dalSie
spracovanie pomocou MS
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Obr. 4: Postup proteomickej analyzy [21].
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ZAVER

Proteomické biomedicinske analyzy su
vyznamné pre potvrdzujice expresie proteinov
v stvislosti s ¢inkom liekov, pri¢om tento pristup
otvara cestu definovania terapeutickych cielov pre
liecbu onkologickych, rovnako ako aj inych
ochoreni.
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