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Streszczenie wyktadu: Proteomika wielkoskalowa w badaniach uktadu pokarmowego

Podstawy proteomiki

W latach dziewiecdziesigtych minionego stulecia analiza biatek i peptydéw przy uzyciu
spektrometréw masowych zaczynata nabieraé znaczenia w naukach biologicznych. Ze wzgledu na
swoj potencjat badawczy, umozliwiajgcy jednoczesne badanie duzej ilosci biatek, zostata ona,
przez analogie do genomiki i transkryptomiki - wielkoprzepustowych metod badan kwasow
nukleinowych, nazwana proteomiky. Proteomika, obdarzona umiejetnoscig szybkiej i
jednoznacznej identyfikacji biatek, znalazta roznorodne zastosowania, przede wszystkim do
badania skfadu proteomdw, czyli kompozycji biatek w komodrce Ilub jej funkcjonalnych
podjednostek - organelli. Waznym nurtem proteomiki stato sie badanie oddziatywan biatek z
biatkami lub innymi sktadnikami komorki. Proteomika oferuje réwniez unikalne mozliwosci
badania modyfikacji potranslacyjnych. Analiza pozwalajgca na identyfikacje i oznaczenie
ilosciowe kilku tysiecy do ponad dziesieciu tysiecy biatek w jednym pomiarze nazywana jest
proteomika wielkoskalowg lub globalna.

Spektrometr masowy, ktdry jest motorem proteomiki, pozwala na pomiary masy biatek lub
peptyddw oraz oznaczanie ich sekwencji aminokwasowej. Znajomosc¢ sekwencji oraz mas jest
podstawg identyfikacji biatek. Podczas gdy bezposrednia analiza biatek ma raczej marginalne
znaczenie jako narzedzie badawcze, analiza mieszanin peptyddw pochodzacych z
proteolitycznego trawienia biatek, tak zwana technika bottom-up, stata sie dominujacg metoda
proteomiczna.

W trawieniu biatek najwieksze zastosowanie ma trypsyna, ktéra w sposéb swoisty hydrolizuje
wigzania peptydowe, w ktére zaangazowane sg lizyna lub arginina. Tak przygotowane mieszaniny
peptydéw poddaje sie jonizacji umozliwiajacej oznaczenie ich mas. W nastepnym etapie, w
drodze zderzen z czgsteczkami gazu, zjonizowane peptydy poddawane sg dalszej fragmentacji.
Pomiary mas fragementéw dajg podstawe do wyznaczenia sekwencji peptydéw. Ten
dwuetapowy proces spektrometryczny nazywa sie technika tandemowa. Zdobyta w powyzszy
sposodb informacja o sekwencji peptyddw jest podstawg do identyfikacji biatek, ktéra jest mozliwa
przez poréwnanie z teoretycznymi sekwencjami wszystkich biatek przewidywanych przez analize
genomu badanego organizmu.

lloSciowe aspekty analizy proteomicznej

Z technicznego punktu widzenia, najwiekszg trudnoscig w analizie typu bottom-up jest zaréwno
ekstrakcja biatek, jak i ich trawienie. Ze wzgledu na funkcje i budowe biatka sg bardzo roznorodne.
Jedne cytosolowe i dobrze rozpuszczalne w wodzie, inne btonowe, w duzej czesci ztozone z
hydrofobowych aminokwasdw wymagajg uzycia detergentdéw lub rozpuszczalnikow organicznych
do ich rozpuszczenia. Uzycie detergentdw lub rozpuszczalnikéw czesto uniemozliwia trawienie
biatek trypsyna lub innymi proteazami.
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FASP jest jedng z popularnych metod konwersji biatek do peptyddéw. Umozliwia ona uzycie silnych
detergentéw, takich jak SDS, ich usuniecie i trawienie zdenaturowanych biatek w buforach
dajgcych proteazom petng aktywnos¢ enzymatyczng. W koncowym etapie FASP-u peptydy
izolowane sg od niestrawionych substancji przez ultrafiltracje. Niski poziom zanieczyszczen
peptyddw otrzymywanych tg metodg umozliwia wydajng identyfikacje peptyddéw pochodzacych
od biatek zaréwno rozpuszczalnych, jak i btonowych.

Metoda FASP umozliwita po raz pierwszy analize biatek btonowych oraz ich modyfikacji
potranslacyjnych na duzg skale. Badania te umozliwity identyfikacje ponad 10000 miejsc
fosforylacji w biatkach mdzgu. Innym przyktadem zastosowania FASP-u byta analiza N-glikozylacji,
modyfikacji wystepujacej jedynie w biatkach btonowych na powierzchni komarki lub wewnatrz
cystern aparatu Golgiego i kanatéw retikularnych.

Do badania i zrozumienia sktadu proteomu oraz zjawisk z nim zwigzanych, takich jak regulacja
Sciezek sygnatowych, czy organizacja organelli komérkowych, potrzebne sg pomiary ilo$ciowe.
Najczesciej stosowang metodyka jest wzgledne porédwnanie obfitosci biatek pomiedzy dwoma
albo wiekszg iloscig standw fizjologicznych. Powaznym mankamentem tej metody jest
niemozliwos$¢ okreslenia stezen biatek, co jest szczegdlnie istotne w zrozumieniu oddziatywan
biatek z ligandami lub enzymdéw z ich substratami. Do oznaczania obfitosci biatek czesto
stosowane sg izotopowo znakowane standardy, ale podstawowym ograniczeniem takiego
podejscia analitycznego jest niska liczba biatek, ktére moga byé jednoczesnie badane.

Innym podejsciem w badaniu iloSciowym proteomu jest metoda Total Protein Approach, w ktérej
zawartos$¢ catkowitego biatka w analizowanej probce definiowana jest przez catkowity sygnat
spektrometryczny mierzony w catej analizie (Ryc. 1). Natomiast stezenie kazdego biatka
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Ryc. 1. Podstawy ilosciowego oznaczania biatek z wielkoskalowych danych proteomicznych
metodgq Total Protein Approach. ‘MS_signal (i)’ to suma intensywnosci widmowych wszystkich
peptydéw pochodzacych z biatka (i), natomiast ‘Total MS_ signal‘ to catkowity sygnat
widmowy pochodzacy od wszystkich peptydéw.
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odpowiada sumie intensywnosci widm wszystkich jego peptydow. A zatem informacja
intensywnosci widmowych zawarta w duzych zbiorach danych otrzymywanych przez proteomike
wielkoskalowg umozliwia jednoczesne obliczenie stezen tysiecy biatek. Nalezy tu podkreslié, ze
Total Protein Approach pozwala na okreslanie stezen biatek bez potrzeby stosowania
jakichkolwiek standarddéw, czy tez oznaczania zawartosci biatka w probce. Nie wymaga ona
wstepnego definiowania biatek, ktdrych stezenia majg by¢ zmierzone.

Niejako pochodng metody Total Protein Approach jest Proteomic Ruler, ktéra, korzystajac z
informacji o zawartosci histondw w stosunku do pozostatych biatek, umozliwia oszacowanie
rozmiaréw komorki, a co za tym idzie, mozliwos¢ obliczenia ilosci czgsteczek biatek lub ich
komplekséw przypadajacych na jedng komérke (liczba kopii) (Ryc. 2). Nalezy tu podkresli¢, ze
obliczenia te takze nie wymagajg zadnych dodatkowych pomiardéw, takich jak liczenie komarek,
a zatem dostarczajg absolutnej informacji bazujgcej jedynie na pomiarze spektrometru
masowego.
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Ryc. 2. Proteomic Ruler umozliwia oznaczenie ilosci czasteczek biatek przypadajacych na
komoérke. Wykorzystuje ona to, ze w komodrkach eukariotéw masa histonéw jest niemal réwna
masie DNA. Dzieki temu, ze masy DNA przypadajgce na komérke s3 znane, mozliwe jest
obliczenie zawartosci catkowitego biatka w komodrce na podstawie proporcji intensywnosci
sygnatéw widmowych pochodzacych z histonéw i wszystkich pozostatych biatek.

Poniewaz liczba kopii biatka zalezy od wielkosci komérki, a stezenie biatka nie, obydwie te
wartosci mogg opisywac innego rodzaju zmiany w komédrce. Na przyktad, liczby kopii biatka
trafniej opisujg zmiany w obrebie jgdra komérkowego, a stezenia lepiej pokazujg potencjat
metaboliczny enzymdw w cytoplazmie.
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Opracowane przez nas metody proteomiki wielkoskalowej, staty sie dla nas narzedziem wielu
analiz komdrek, tkanek, czy tez organdw pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego. Istotng czescia
naszych badan byty analizy narzagdéw uktadu pokarmowego, w tym jelita cienkiego, grubego oraz
watroby.

Zmiany w jelicie cienkim spowodowane dietg wysokottuszczowa

Jelito cienkie jest gtdbwnym miejscem absorpcji i przekazywania do organizmu substancji
odzywczych: weglowodandw, biatek i ttuszczy. Jakkolwiek fizjologia tych proceséw byta przez
dziesieciolecia przedmiotem réznorodnych badan, cze$¢ jej molekularnych podstaw wcigz jest
przedmiotem kontrowersji. Takze zmiany adaptacyjne komdrek nabtonkowch (enterocytéw)
zaleznie od rodzaju przyjmowanego pokarmu nie mogty by¢ analizowane kompleksowo. Uzycie
proteomiki wielkoskalowej umozliwito oznaczenie obfitosci tysiecy biatek, w tym
odpowiedzialnych zaréwno za homeostaze enterocytéw, jak i za mechanizmy transportowe.
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Ryc. 3. Dieta wysokottuszczowa stymuluje synteze biatek oraz ich aktywne przemieszczanie sie
wewnatrz komorki. Wyraznie podniesiony jest mechanizm transportu tluszczy w postaci
chylomikronéw. Symbole czarne - normalna dieta, symbole czerwone - wysokottuszczowa.
Obfitos¢ biatek lub komplekséw jest wyrazona w procentach catkowitego biatka.

Poréwnanie proteomdéw nabtonka jelita myszy karmionych dieta normalng i jelita myszy
odzywianych pokarmem wysokottuszczowym wykazato istotne zmiany. Ogdlnie, dieta
wysokottuszczowa podnosi aktywnosé produkgcji biatek i ich transportu wewngtrzkomérkowego
(Ryc. 3). Towarzyszy jej podniesiony metabolizm oksydatywny w mitochondriach. Ponadto dieta
wysokottuszczowa obniza poziom podjednostek przeciwciat i sktadnikow kompleksu
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histokompatybilnosci I, co moze odzwierciedla¢ obnizong odpornos¢ i tolerancje
immunologiczng.

Proteom komodrek nabtonkowych jelita grubego i jego transformacja w gruczolaku i raku

Celem tego projektu byto zbadanie i poréwnanie proteomdéw komoérek nabtonkowych jelita
grubego i wywodzgcych sie od nich gruczolakéw i komérek rakowych. Materiatem klinicznym byty
tkanki utrwalone formaling i zatopione w parafinie (FFPE; formalin fixed and paraffin embedded).
W badaniach tych zastosowane zostaty wtasne protokoty izolacji komodrek i ekstrakcji biatek.
Poniewaz uzyte tu metody nie s3 w zaden oczywisty sposdb uzaleznione od witasciwosci
fizykochemicznych biatek, umozliwiajg one analize wielkoskalowg proteomdw, w ktorej
odzwierciedlony zostat naturalny rozktad obfitosci biatek w komadrkach.
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Ryc. 4. Analiza proteomdéw nabtonka jelita grubego oraz komorek jego gruczolaka i raka.
(A) Analiza gtéwnych sktadowych pokazuje istotne réoznice w proteomach trzech badanych
typow komarek. (B) Obfitos¢ biatek roposciera sie na 7 rzedow wielkosci, podczas gdy liczba
kopii okoto 95% biatek, w tym biatek zwigzanych z etiologig raka (TP53, APC, KRAS) oraz jego
markerédw (CEACA), miesci sie w przedziale 4 rzedow wielkosci.

Kompletna analiza trzech rodzajéw komodrek umozliwita identyfikacje ponad 10.000 biatek, z
czego obfitos¢ okoto 30% rdznita sie w sposdb statystycznie znaczacy pomiedzy kazdym z trzech
badanych proteomoéw. Potencjalnie kazde z tych biatek moze by¢ rozwazane jako biomarker, a
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duza czes¢ z nich, jako biatek docelowch w projektowaniu nowych lekéw. Otrzymane wyniki
stanowig pierwszy, i jak dotad jedyny bliski komprehensywnosci, iloSciowy opis proteoméw
prawidtowego nabtonka oraz jego gruczolaka i raka.

Perspektywa

Wyktad ten ma na celu przedstawienie aktualnych mozliwosci proteomiki, jakkolwiek w jego
ramach jedynie niektére metody proteomiki mogg zosta¢ omdéwione. W centrum uwagi znajduje
sie proteomika wielkoskalowa, umozliwiajgca systemowe spojrzenie na komorke, ktére w
znacznym stopniu rozszerza mozliwosci badawcze stworzone przez inne wielkoprzepustowe
analizy, takie jak genomika, czy transkryptomika. Podczas gdy macierzowe badania RNA
pozwalajg jedynie na uchwycenie wzglednych zmian w komodrce, proteomika wielkoskalowa
dostarcza informacje o podfozu termodynamicznym, gdyz stezenia biatek, czy liczby ich
czasteczek, sg wartosciami bezposrednio interpretowalnymi w kategoriach biochemii i fizjologii.

Ze wzgledu na ograniczong dostepnosé spektrometrow masowych, jak i wzglednie dtugi czas
analiz, proteomika wielkoskalowa wecigz pozostaje metoda gtdwnie dostepng specjalistom.
Rozpowszechnienie jej jest jednak jedynie kwestig czasu. Coraz szybsze i dostepniejsze
urzadzenia sprawig, ze globalne analizy proteomdw stang sie rutynowg metodg analityczng, taka
jaka sg dzis elektroforeza zelowa, czy western blot, i je zastgpia.



