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ABSTRACT

Proteomic research plays a crucial role in unraveling the mysteries of cellular
function. This paper explores the historical background and contemporary
significance of proteomics, emphasizing its importance in understanding protein
interactions within biological systems. We discuss key advancements in technology,
particularly in mass spectrometry and ionization techniques, which have greatly
enhanced our ability to analyze the proteome comprehensively. Moreover, we
examine the potential applications of proteomic research in fields such as diagnostics,
drug development, and personalized medicine, highlighting its transformative impact
on biomedical sciences. By addressing current challenges and future prospects, this
review aims to provide a clear overview of the role and potential of proteomic
research in advancing our understanding of complex biological processes.

Keywords: proteomics; mass spectrometry; protein-protein interaction
Stowa kluczowe: proteomika; spektrometria mas; oddzialywania biatko-biatko
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— akronim bazy danych Biological General Repository for
Interaction Datasets

— kwas deoksyrybonukleinowy

— jonizacja przez elektrorozpylanie, ang. electrospray
ionization

— jednostka zdolnoSci rozdzielczej, ang. full width at half
maximum

— ontologia gendéw, ang. gene ontology

— akronim znacznika izobarycznego Isobaric Tags For Relative
And Absolute Quantitation

— akronim bazy $ciezek metabolicznych Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes

— chromatografia cieczowa potaczong z tandemowa
spektrometrig mas, ang. Liquid Chromatografy MS/MS

— metoda proteomiki ilosciowej bez uzycia znacznikow
izotopowych, ang. label-free quantification

— laserowa jonizacja wspomagana matrycg, ang. matrix-
assisted laser desorption

— informacyjny kwas rybonukleinowy

— spektrometria mas, ang. Mass Spectrometry

— oddziatywania biatko-biatko, ang. protein-protein interaction
— akronim bazy danych Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins

— akronim znacznika izobarycznego Tandem Mass Tag
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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwo6j biologii molekularnej jest mozliwy dzigki badaniom ztozonych
mechanizméw biologicznych, w ktérych wykorzystuje si¢ zaawansowane techniki
proteomiczne. Istotne przy tym sa mozliwosci prowadzenia kompleksowych badan
struktury, funkcji i wzajemnych oddziatywan biatek, ktore stanowig kluczowy element
regulacji proceséw zyciowych. Wraz z postepem technologii pomiarowych
pozwalajacych na zrozumienie struktury oraz funkcji bialek, proteomika stata sig¢
niezwykle waznym narzedziem w biologii molekularnej, biotechnologii, medycynie
i wielu innych dziedzinach naukowych.

Niniejszy artykul poswiecony jest omoéwieniu roli oraz mozliwosci badan
proteomicznych zlozonych uktadéw biologicznych. Omawiamy role proteomiki
w zrozumieniu réznorodnych procesow biologicznych, miedzy innymi ekspresji genoéw,
regulacji metabolicznych, oddziatywan biatko-biatko czy mechanizméw patogenezy
chordb. Ponadto, omawiamy najnowsze osiagni¢cia w technologii badan proteomicznych
oraz nowych narzedzi bioinformatycznych wykorzystywanych do analizy i interpretacji
danych proteomicznych. Biorac pod uwage role i potencjal takich badan, zwracamy
uwage na niekwestionowane znaczenie proteomiki dla postgpu naukowego oraz jej
wplywu na rozwoj terapii i diagnostyki chordb. Zrozumienie zlozonych sieci
oddziatywan Dbiatek oraz identyfikacja biomarkeréw i terapeutycznych celow
molekularnych s3 kluczowymi elementami prowadzenia skutecznych badan nad
chorobami oraz opracowywania nowych strategii terapeutycznych. Badania
proteomiczne sa rowniez pomocne w ocenie wptywu czasteczek aktywnych w lekach na
procesy zachodzace na poziomie komorkowym, po ich podawaniu pacjentom w trakcie
leczenia. Takie zastosowanie proteomiki wybraliSmy w celu ilustracji sposobu
postepowania i mozliwosci jej wykorzystania w praktyce medyczne;j.

1. METODY INSTRUMENTALNE W IDENTYFIKACJI BIALEK

Istota badan biologicznych dotyczy fundamentalnej roli biatek dla funkcji
zyciowych, co zostalo docenione juz we wczesnych etapach rozwoju nauki.
Okreslenie "biatko", wywodzace si¢ od greckiego terminu proteios oznaczajgcego
"pierwszorzedny", po raz pierwszy zostalo uzyte przez Berzeliusa w 1838 roku [1],
podkreslajac znaczenie tej grupy zwigzkow. Biatka stanowia istotny sktadnik
wszystkich tkanek, miedzy innymi skory, mie$ni, nerwow i tkanki laczne;j.
Sa sktadnikiem enzymoéw, hormondw czy przeciwcial. Bogactwo biatek obecnych
w komorkach powoduje, ze poznanie ich wzajemnych oddziatywan i modyfikacji jest
kluczowe dla zrozumienia mechanizmow dziatania systemow biologicznych.

Proteomika to dziedzina zajmujaca si¢ analizg proteomu, czyli cato$ciowa
1 kompleksowg analizg wszystkich bialek znajdujacych si¢ w obrebie danej komorki,
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tkanki czy organu. Termin ten wprowadzit Marc Wilkins w 1994 roku [2,3], 1aczac
stowa "biatko" i "genom". Proteom jest dynamiczny i charakteryzuje si¢ znaczna
ztozonoscia, przewyzszajaca ztozono$¢ genomu, co przedstawiono pogladowo na
Rysunku 1.

Ztozonosé
proteomu

,I_u/ﬂ-m\t.u AAA . N |
Ty, M AAA =2 28 =25
AAA :
i 522 2 =z
Genom | ______ > Transkryptom | _____ > Proteom
20000 gendw 100 000 transkryptow > 1 000000 biatek

Rysunek 1.  Graficzna prezentacja ztozonosci proteomu.
Figure 1. Graphical presentation of the complexity of the proteome.

Warto podkresli¢, Zze ludzki genom zawiera okoto 20 000 genéw zdolnych
do kodowania biatek, a przy tym kazdy gen moze kodowac rézne formy biatka, ktore
moga ulega¢ réznym modyfikacjom potranslacyjnym lub 1gczy¢ si¢ z innymi
zwigzkami. Badania transkryptomiczne, mozliwe dzigki rozwojowi technologii
mikromacierzy DNA, dostarczajg informacji o ekspresji genow na poziomie mRNA.
Wprawdzie wskazujg na cele genomu w syntezie bialek, to jednak nie dostarczaja
petnych informacji o ich funkcjach. Proteomika przenosi informacje genetyczne na
poziom funkcjonalny, co umozliwia lepsze zrozumienie fizjologicznych
i patologicznych procesow zachodzacych w organizmie. Bez watpienia wyniki badan
proteomicznych odgrywaja kluczowa rolg w procesie rozwoju lekow jako
biatkowych czasteczek docelowych. Dzigki analizie wynikow badan proteomicznych
uzupelionych wynikami badan genomicznych, transkryptomicznych czy
metabolomicznych, mozliwe jest poglgbienie wiedzy i lepsze zrozumienie proceséw
biologicznych na poziomie molekularnym.



ROLA I MOZLIWOSCI BADAN PROTEOMICZNYCH 855

Koniecznosé¢ identyfikacji sekwencji aminokwasowych bialek jest niezwykle
istotna w naukowych badaniach. Dzieki pionierskiej metodzie opracowanej przez
Frederica Sangera, pierwszym zsekwencjonowanym materiatlem biologicznym bylo
biatko — insulina, za co naukowiec otrzymat nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii w
1958 roku [4], Sangera ponownie uhonorowano Noblem w 1980 roku [5] za
opracowanie metody sekwencjonowania DNA. Pomimo postepow i ulepszen, takich
jak metoda enzymatycznego sekwencjonowania DNA opracowana przez Pehra
Edmana z Uniwersytetu w Lund [6], oraz automatyzacja procesu przez Stanforda
Moore’a i Williama Steina [7], metody te nadal miaty liczne ograniczenia. Proces ten
byt stosunkowo powolny, wymagajac blisko godziny na cykl i nieskuteczny dla
peptydow powyzej 30 reszt aminokwasowych. Dodatkowo, mozliwe byto
zastosowanie tej metody jedynie dla pojedynczych, oczyszczonych probek
biatkowych, wymagajac stosunkowo duzej ilo$ci materiatu (okoto 100 pmol), nie
byta rowniez mozliwa identyfikacja biatek bez wolnej grupy aminowej na N-koncu
[8].

Warto réwniez wspomnie¢, ze w latach70-tych XX wieku, w badaniach
proteomicznych wykorzystywano dwuwymiarowg elektroforeze zelowa [9], jednak
ta technologia miata rowniez wiele ograniczen. Rozdzielczo$¢ nie byta zbyt wysoka,
co utrudnialo rozdzielenie wielu biatkowych sktadnikow obecnych w probee,
a koniecznos$¢ posiadania wzorca biatek uniemozliwiata analize tych biatek, ktorych
tozsamo$¢ nie byta znana. Jednakze, wraz z rozwojem biologii molekularnej, wzrosta
potrzeba identyfikacji bialek na szeroka skalg, aby pozna¢ réznice migdzy stanami
funkcjonalnymi organizmow.

Spektrometria mas (MS), ktorej poczatki siegaja przetomu XIX 1 XX wieku,
kiedy to Joseph John Thomson skonstruowal pierwszy spektrometr mas [10],
odegrala kluczowa rolg¢ w rozwoju chemii analitycznej w latach osiemdziesiatych XX
wieku. Pojawienie si¢ komercyjnie dostgpnych analizatorow mas umozliwito ich
wykorzystanie w analizie pierwiastkowej oraz w analizie zwigzkéw
matoczasteczkowych. Wczesniejsze ograniczenia zwigzane z badaniem ztozonych
uktadow biologicznych wynikaty glownie z trudnosci w efektywnej jonizacji biatek,
kwasow nukleinowych i ztozonych weglowodandéw. Poczatkowo, techniki jonizacji
powodowaly znaczng fragmentacje czasteczek juz w zrodle jondw, a przy tym
wymagana byta duza ilo$¢ badanej substancji. Przetom nastapit w 1988 roku, kiedy
opisano dwie nowe techniki jonizacji: MALDI (ang. matrix-assisted laser
desorption; laserowa jonizacja wspomagana matryca) oraz ESI (ang. electrospray
ionization; jonizacja przez elektrorozpylanie). Dzigki temu zakonczyly si¢ problemy
z jonizacja zwiazkéw wielkoczasteczkowych, a to zrewolucjonizowato
wykorzystanie spektrometrii mas w analityce. Nastapit dynamiczny rozw6j nowych
analizatorow mas, pojawity si¢ nowe uklady tandemowych spektrometrow mas, nie
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wspominajgc o znaczacym postepie w technikach rozdzielania ztozonych mieszanin.
W 2002 roku za te znaczace osiagnigcia John Fenn, Koichi Tanaka i Kurt Wiithrich
otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie chemii [11], a techniki MALDI i ESI do dzi$
pozostaja kluczowymi metodami jonizacji zwigzkéw wielkoczasteczkowych.
Kolejnym kamieniem milowym bylo opracowanie w 1999 roku przez Alexandra
Makarova nowego analizatora mas typu Orbitrap [12], co miato istotny wplyw
na poszarzenie obszaru zastosowan spektrometrii mas, zwlaszcza w proteomice.
Analizator typu Orbitrap charakteryzuje si¢ wysoka zdolnoscig rozdzielcza (do 500
000 FWMH) oraz zapewnia jedng z najwyzszych doktadno$ci pomiaru m/z si¢gajaca
1 ppm [13]. Obecnie spektrometria mas jest powszechnie stosowana do identyfikacji
biatek na duza skale. Niemniej jednak, nie jest uniwersalnym narzedziem do
osiggniecia wszystkich celow analizy proteomicznej, a wybor odpowiednich technik,
strategii pomiaré6w i narzedzi bioinformatycznych jest kluczowy dla uzyskania
pozadanych informacji w kazdym eksperymencie proteomicznym.

1.1. IDENTYFIKACJA BIALEK Z WYKORZYSTANIEM
WYSOKOROZDZIELCZEJ SPEKTROMETRII MAS

Analiza proteomiczna, wykorzystujaca wysokorozdzielczg spektrometri¢ mas,
obejmuje kilka etapow: (i) przygotowanie probki, (ii) rozdzielenie chromatograficzne
mieszaniny biatek Iub peptydow, a nastgpnie (iii) analize poszczegdlnych sktadnikow
probki za pomocg odpowiedniego analizatora MS, a takze interpretacje wynikow
z wykorzystaniem baz danych i narzedzi bioinformatycznych. Obecnie w analizie
proteomicznej stosuje si¢ dwa gtowne podejscia: top-down 1 bottom-up [14].

W podej$ciu top-down analizuje si¢ nienaruszone biatka (lub ich duze
fragmenty) o pelnej sekwencji aminokwasowej, bez ich uprzedniej proteolizy.
Ta strategia umozliwia identyfikacj¢ nieznanych wcze$niej bialek oraz pelng
charakterystyke proteoform, czyli wszystkich form, w ktorych moze wystepowac
kodowane przez dany gen biatko. Istotnym problemem analitycznym jest
ograniczony zakres wartosci m/z stosowanych analizator6w mas oraz ograniczona
efektywno$¢ stosowanych metod rozdzielania zlozonych mieszanin bialkowych,
przez co w praktyce mozliwa jest analiza pojedynczych biatek lub ich mato
ztozonych mieszanin.

W przeciwienstwie do tego, w strategii bottom-up analizowane sg peptydy
uzyskane w wyniku proteolizy biatek enzymem proteolitycznym. Do identyfikacji
danego biatka wystarczy zidentyfikowac charakterystyczny peptyd, ktory wystepuje
jedynie w tym biatku. W przeciwienstwie jednak do strategii fop-down, proces
przygotowania probki do analizy proteomicznej w strategii bottom-up jest bardziej
ztozony 1 obejmuje kilka etapéw (Rysunek 2): (i) izolacje i oczyszczenie materiatu
biatkowego; (i7) redukcje mostkow dwusiarczkowych i zabezpieczenie powstatych
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grup sulthydrylowych; (iii) proteolityczne trawienie bialek [14—18]. Aby uzyskaé
rozpuszczalno$¢ materiatu biatkowego, stosuje si¢ czynniki chaotropowe, ktore
zapobiegaja tworzeniu si¢ agregatOow poprzez zrywanie wigzan wodorowych
i oddziatywan hydrofilowych, a liza tkanek lub komérek prowadzona jest w buforach
zawierajacych silne srodki redukujace.

Przygotowanie probki

[a]
> Trawienie frio E—
w zelu

f‘;“;’,’é Ekstrakcja ¥ -

—
e [l
Tkanki, kon_‘lorkl, » Irawienie Peptydy
ptyny ustrojowe w roztworze /
Rozdzielenie chromatograficzne Spektrometria mas

Rozdzielenie /
peptydéw iﬁi\i
~~
nano-UHPLC Wysokorozdzielczy spektrometr mas

Identyfikacja biatek
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MKWVTFISLLL
E— LFSSAYSRGVF
RRDTHKSVFR
RDTHKSVFRR

Widmo peine MS Widmo fragmentacyjne MS/MS Przeszukiwanie baz danych
i analiza bicinformatyczna

Rysunek 2. Etapy przygotowania probki do analizy proteomicznej w strategii bottom-up.
Figure 2. Sample preparation steps for proteomic analysis in the bottom-up approach.

Podczas lizy komoérek dochodzi do uwolnienia endogennych proteaz, co moze
prowadzi¢ do naruszenia struktur komdrkowych i niespecyficznego trawienia bialek.
Aby temu zapobiec, stosuje si¢ inhibitory proteaz, takie jak fluorek
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fenylometylosulfonowy lub jego mieszaning z kwasem
etylenodiaminotetraoctowym. Do redukcji wigzan dwusiarczkowych najczesciej
uzywa sie ditiotreitolu, p-merkaptoetanolu oraz tris(2-karboksyetylo)fosfiny.
Powstate grupy sulthydrylowe zabezpiecza si¢ zwykle za pomocg 2-jodoacetamidu.
Biorac pod uwagg potencjalne reakcje uboczne zwiazane z jego stosowaniem, coraz
cze$ciej stosowane sa akrylamid lub kwas jodooctowy. Proces trawienia
enzymatycznego bialek najczesciej przeprowadza si¢ przy uzyciu modyfikowanej
trypsyny, chronionej przed autoliza. Trawienie to moze odbywaé si¢ w zelu
poliakrylamidowym (ang. in-gel digestion) lub w roztworze (ang. in-solution
digestion; shotgun). Nastgpnie oczyszczone peptydy ekstrahuje si¢ do fazy stalej.
Analize peptydow prowadzi si¢ zazwyczaj za pomocg chromatografii cieczowej z
nano-przeptywem polaczonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas, np. nano-
UHPLC-ESI-(Orbitrap)MS/MS. Do identyfikacji bialek wykorzystuje sie¢
zarejestrowane widma fragmentacyjne MS/MS peptydow, ktore poréwnuje si¢
z teoretycznymi  widmami wygenerowanymi dla sekwencji peptydowych
zgromadzonych w bazach danych biatkowych [17-19]. Do tego celu stuza
oprogramowania typu open-source, takie jak MaxQuant, Open MS, czy Viper,
atakze rozwigzania komercyjne, np. Mascot czy PEAKS. Wiele wiodacych
producentdow spektrometrow mas oferuje rowniez wilasne oprogramowanie do
analizy danych proteomicznych, takie jak Progenesis QI for Proteomics firmy Waters
czy Proteome Discoverer nalezacy do Thermo Fisher Scientific. Wprawdzie
korzystanie z baz danych jest powszechng praktyka w analizie proteomicznej, ma
wiele ograniczen, zwlaszcza gdy w probce obecne sg nieznane biatka. W takich
przypadkach stosuje si¢ alternatywne podejs$cie zwane sekwencjonowaniem de novo,
ktore polega na analizie widm fragmentacyjnych w celu przypisania
zarejestrowanym sygnatom odpowiednich sekwencji aminokwasowych.

1.2. ANALIZA POROWNAWCZA I ILOSCIOWA W PROTEOMICE

W biologii molekularnej wiele kluczowych odkry¢é dokonano poprzez
identyfikacj¢ roznic migdzy réznymi stanami funkcjonalnymi systemu
biologicznego. Przyktadem moze by¢ odkrycie procesu ubikwitynacji, na podstawie
poréwnania statusu komoérek poddanych stresowi z komorkami w warunkach
normalnych [20,21]. W takich badaniach nie informacje iloSciowe (stg¢zenie biatek)
nie sg kluczowe, istotne jest oszacowanie jak zmienia si¢ zawarto$¢ danego biatka w
wyniku dziatania okreslonego czynnika.

Wykorzystanie spektrometrii mas do analizy ilo§ciowej w proteomice wymaga
zastosowania przemyslanej strategii, biorgcej pod uwage techniczne ograniczenia
uktadow pomiarowych oraz ekonomiczne aspekty pomiaru [22]. Na efektywnos¢
jonizacji w typowych zrodtach jonow wptywa otoczenie chemiczne, a w przypadku
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zrodta ESI czynniki takie jak zasolenie probki, lotnos¢ czy napigcie powierzchniowe
rozpuszczalnika. Mozna temu zapobiec stosujgc wstepne frakcjonowanie [23] i/lub
oczyszczanie probki [24], ktore zmniejsza obecnos¢ potencjalnie przeszkadzajacych
sktadnikow. Metody ilo§ciowej proteomiki réznicowej mozna podzieli¢ na dwie
kategorie: te wykorzystujgce znakowanie biatka stabilnymi izotopami (ang. stable
isotope labeling) oraz te bez stosowania znacznikow izotopowych (ang. label-free
quantification, LFQ) [25]. Stosowanie trwalych izotopéw w analizie proteomiczne;j
polega na wprowadzeniu specjalnego znacznika, ktory zmienia sktad izotopowy
probki, co umozliwia odréznienie sygnatéw pochodzacych od poszczegoélnych
sktadnikow probki, w analizatorze mas. Najwicksza zaleta techniki znakowania
izotopowego jest to, ze sygnaly pochodzace od analitbw bez znacznika oraz
znakowane izotopowo mierzone sg jednoczesnie, co pozwala na eliminacje¢ efektow
zwigzanych z efektywnoscia jonizacji, zmiang sktadu roztworow, czy stabilno$ciag
uktadu pomiarowego. Metody proteomiki iloSciowej z wykorzystaniem znacznikow
izotopowych, mimo swojej popularno$ci i rozwinietych protokotéw analitycznych,
maja jednak kilka istotnych ograniczen. To przede wszystkim: (i) konieczno$¢
dodatkowych etapoéw przetwarzania probek w trakcie eksperymentu, (if) wysokie
koszty stosowanych odczynnikéw do znakowania, (#i7) zmienno$¢ wydajnosci
znakowania zalezna od powtarzalno$ci przygotowania probek do analizy oraz
(iv) ograniczenia w liczbie probek, ktére mozna jednocze$nie analizowa¢ w jednym
eksperymencie [26-28]. Ze wzgledu na te ograniczenia, ale réwniez dzigki
rozwojowi uktadow pomiarowych i algorytmdéw obliczeniowych, wprowadzane
sg alternatywne metody analizy iloSciowej bialek/peptydow bez koniecznos$ci
stosowania znacznikow izotopowych. W trakcie elucji sktadnikow probki z kolumny
chromatograficznej, uktad pomiarowy rejestruje widma mas dla kolejnych peptydow,
co umozliwia petng charakterystyke kazdego z nich, w tym informacje o czasie
retencji, intensywno$ci sygnalu 1 wartoSci m/z. Nastepnie wybrane jony
pseudomolekularne mogg by¢ poddane dalszej fragmentacji, co moze by¢ zrodlem
szczegotowych informacji o intensywnos$ciach sygnaldw 1 wartosciach m/z dla
wszystkich jonow fragmentacyjnych. Analiza tych danych za pomoca narzgdzi
bioinformatycznych pozwala uzyska¢ pelng charakterystyke ilosciowa peptydu
w danej probce, uwzgledniajac pole powierzchni i intensywno$¢ sygnatu oraz
wartosci m/z peptydu, w tym jego fragmentow widocznych na widmie
fragmentacyjnym. Obecnie, w wigkszosci dostepnych narzgdzi bioinformatycznych
wykorzystywanych w proteomicznej analizie iloSciowe] stosuje sie metodologi¢
przedstawiong Rysunku 3.
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Rysunek 3.  Metodyka analizy bioinformatycznej w proteomice ilosciowej na przyktadzie oprogramowania
MaxQuant oraz Perseus obejmujaca: A) przygotowanie danych MS oraz B) analizg statystyczng
i interpretacje biologiczng otrzymanych wynikow.

Figure 3. Methodology of bioinformatic analysis in quantitative proteomics using MaxQuant and Perseus
software, comprising: A) preparation of MS data, and B) statistical analysis and
biological interpretation of the obtained results.

W eksperymentach prowadzonych zgodnie ze strategia label-free, duza liczba
probek jest analizowana niezaleznie od siebie, za pomoca uktadu LC-MS/MS, co
generuje surowe dane. Nastepnie, dane te sg przetwarzane za pomoca specjalnych
protokotow 1 algorytméw, ktore korzystajac z baz bialkowych wyodrebniajg
informacje dotyczace liczby i tozsamosci bialek. Wyniki otrzymane dla réznych
probek sa porownywane, co pozwala uzyska¢ matryce danych ilo$ciowych dla wielu
biatek. Te, ktorych ekspresja ulegla zmianie, moga zosta¢ zidentyfikowane
zapomocg analizy statystycznej i walidacyjnej. Obecnie, dzigki postgpowi
technologicznemu, naukowcy maja dostgp do ogromnych zbiorow danych
proteomicznych, ktore wymagaja zaawansowanych algorytmow pozwalajacych na
wydobyciu istotnych informacji. Jednym z ciekawych rozwigzan jest algorytm
MaxLFQ, zaproponowany przez Matthiasa Manna w 2014 roku, bedacy czescia
oprogramowania MaxQuant [29]. Algorytm ten przetwarza dane LC-MS/MS,
identyfikujgc cechy reprezentujace poszczegdlne peptydy, a nastgpnie porownuje je,
tworzac macierz intensywnosci sygnatow, ktore mozna przypisa¢ do konkretnych
peptydow. WartoSci te sa sumowane, co pozwala na pozyskanie informacji
o zawartos$ci poszczegdlnych biatek w probkach. Algorytm MaxLFQ wykorzystuje
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rozne narzedzia statystyczne, migdzy innymi opdzniong normalizacj¢ i maksymalny
wspotczynnik ekstrakcji peptydow, co pozwala na doktadniejsze okreslenie
wzglednej zawartosci biatek w badanych probkach. Jako$¢ analizy proteomicznej
zalezy w duzej mierze od wykorzystywanego oprogramowania. W dostgpnej
literaturze [30-32] znajduje si¢ wiele przegladowych prac dotyczacych narzegdzi
bioinformatycznych w proteomice iloSciowej, jednakze brakuje obiektywnych
poréwnan dzialania tych narzedzi. Obecnie popularnymi narzgdziami sg MaxQuant
(z algorytmem MaxLFQ), Perseus oraz Proteome Discoverer, ktore sg ciagle
rozwijane i aktualizowane przez migdzynarodowe zespoly ekspertow.

2. ZNACZENIE BIOLOGICZNE DANYCH PROTEOMICZNYCH:
NARZEDZIA BIOINFORMATYCZNE

Proteomika stanowi kluczowe narze¢dzie w badaniach nad systemami biologicznymi,
szczegblnie w obszarze genomiki funkcjonalnej, gdzie pozwala na zglebianie ekspresji,
modyfikacji 1 oddzialywan biatek. Jak wspomniano wcze$niej, w badaniach
proteomicznych kluczowa role odgrywaja narzedzia bioinformatyczne, umozliwiajace
interpretacje duzych, bardzo licznych zbiorow danych. Przetwarzanie, analiza
statystyczna i walidacja tych danych, réznorodnych ze wzgledu na stosowane rézne
strategie eksperymentalne, takie jak przygotowanie probek czy parametry pracy
spektrometréw mas, sg kluczowe dla zrozumienia molekularnych mechanizméw
procesoéw biologicznych. Bioinformatyka odgrywa fundamentalng role w projektowaniu
eksperymentdéw, przechowywaniu i przetwarzaniu danych, kontroli jako$ci, a takze
analizie statystycznej i walidacji wynikow eksperymentalnych [33,34].

Warto tez podkresli¢, ze wigkszo$¢ biatek nie dziata samodzielnie, lecz wspotdziata
z innymi, co sprawia, ze zrozumienie ich funkcji wymaga ich wspoélnej charakterystyki.
Poznanie oddzialywan biatko-biatko (ang. protein-protein interaction, PPI) jest
niezwykle wazne dla zglebiania procesow komorkowych, umozliwiajac lepsze
zrozumienie relacji migdzy biatkami oraz ich aktywnos$cia w réznych kompleksach [35].
Sieci oddziatywan bialek obejmujg wszystkie geny kodujace biatka w danym genomie,
definiujac ich funkcjonalne powiazania. Analiza tych powiazan moze by¢ prowadzona
na réznych poziomach ztozonos$ci, poczawszy od pojedynczych biatek po cate proteomy.
Aby przeprowadzi¢ skuteczng analiz¢ oddziatywan biatek, kluczowe jest odpowiednie
przygotowanie danych wejsciowych oraz odniesienie do eksperymentalnych danych
bazowych. Istnieje kilka baz danych oddzialywan biatko-biatko, udostgpnianych
na zasadach open-source, ktore moga postuzy¢ do okreslenia funkcji biatka na podstawie
jego bezposrednich lub posrednich oddziatywan. Do najpopularniejszych naleza:
STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins, string-db.org) [36]
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oraz BioGRID (Biological General Repository for Interaction Datasets, thebiogrid.org)
[37]. Baza danych STRING integruje informacje pochodzace z réznych zrodet, takich
jak bazy danych i literatura naukowa, a nastgpnie umozliwia grupowanie biatek
o podobnych sekwencjach. Algorytm STRING posiada funkcj¢ oceny oddziatywan, ktore
mogg by¢ prezentowane w postaci grafow, co ulatwia zrozumienie ztozonych relacji
migdzy nimi. Dodatkowo, STRING umozliwia przewidywanie nowych oddziatywan
migdzy bialkami na podstawie analizy sekwencji biatkowych oraz danych
z sekwencjonowania genomu. Nalezy jednak pamigtac, ze funkcjonalno$¢ bazy STRING
jest mozliwa dzigki pozyskiwaniu informacji pochodzacych z réznych zrédel, co moze
wplyna¢ na analiz¢ danych lub prowadzi¢ do fatszywie pozytywnych wynikow, dlatego
wazne jest uwzglednienie tego podczas interpretacji danych.

Inng znana baza oddziatywan biatkowych jest BioGRID [37]. Jest to baza danych
podobna do STRING pod wzgledem narzgdzi wizualizacyjnych i modeli oddziatywan
biatkowych. Gtowna r6znicg miedzy BioGRID a STRING jest to, ze BioGRID obejmuje
przede wszytkim, poza nielicznymi danymi dla innych organizméw, informacje
0 oddzialywaniach miedzy biatkami ludzkimi, podczas gdy w bazie STRING
zgromadzone s3 dane odno$nie szerokiej gamy organizmow: ludzi, zwierzat, roslin,
grzybow 1 bakterii. Warto rdwniez zauwazy¢, ze BioGRID i STRING uzywaja innych
protokotow do interpretacji wynikow, co moze prowadzi¢ do pewnych roznic
w uzyskiwanych odpowiedziach. Dlatego wazne jest, aby badacze porownywali wyniki
uzyskane z obu baz danych, uwzgledniajac we wnioskowaniu, te ewentualne rdznice.
Baza STRING, ze wzgledu na duzy zbior danych, uproszczony dostgp oraz bardzo
przyjazny interfejs, jest najczgsciej stosowang baza do opisu oddziatywan biatko-biatko.
Ponadto, otrzymane dane wyjSciowe sguporzadkowane wedlug odpowiednich
oddziatywan i prezentowane w bardzo spojny sposob, poparte dowodami z innych baz
danych i publikacji naukowych. Warto podkresli¢, ze baza STRING integruje réwniez
informacje z innych istotnych zrédel, takich jak ontologia gendéw (ang. gene ontology,
GO) [38] oraz baza $ciezek metabolicznych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) [39], co czyni jg uniwersalnym narz¢dziem w analizie funkcjonalnej biatek.

3. BADANIA PROTEOMICZNE TKANEK PO PODANIU LEKOW
ZAWIERAJACYCH FLUOR

Wprawdzie leki, w ktorych czasteczka aktywna jest stabilizowana podstawnikami
zawierajagcymi fluor odgrywaja istotng rolg w wspodtczesnych terapiach, to coraz czgsciej
pojawiaja sie doniesienia o niepokojacych, dtugoterminowych skutkach ubocznych [40],
ktérych mechanizmy dzialania sg jeszcze stabo poznane. W szczego6lnosci, niejasne sa
konsekwencje obecnosci atomow fluoru w strukturze chemicznej czasteczek aktywnych
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biologicznie dla organizmu ludzkiego, zwtaszcza w kontekscie ich oddziatywan na biatka
1 inne bioczasteczki.

Badania proteomiczne, pozwalajace na kompleksowg analiz¢ zmian zachodzacych
na poziomie biatkowym w organizmie, stanowig obiecujace narzedzie w zrozumieniu
skutkow przyjmowania lekéw fluorowanych. Analiza proteomiczna pozwala
identyfikowa¢ zmiany w ekspresji biatek, ich modyfikacje oraz interakcje z innymi
czasteczkami, co moze rzuci¢ $wiatlo na mechanizmy dziatania tych lekow oraz
ewentualne skutki uboczne. W niniejszym rozdziale omowiony jest przyktad badan
proteomicznych, dotyczacych wplywu podawania leku zawierajacego fluor ze
szczegblnym uwzglednieniem mozliwych zmian proteomicznych oraz ich implikacji

klinicznych.
3.1. MATERIAL BIOLOGICZNY DO BADAN

W badaniach wykorzystano probki tkanek szczurow z gatunku Wistar (Rattus
Norvegicus), ktore zostaly uzyskane w efekcie wspotpracy naukowej z Zakladem
Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego oraz z Katedra Choréb Duzych Zwierzat z Klinika Szkoly Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego. W badaniu uczestniczyto osiemnascie dorostych osobnikow
w wieku od 10 do 16 tygodni o zblizonej masie ciata. Zwierz¢ta mialy staty dostep
do pokarmu iwody ad [libitum, byly utrzymywane w cyklu dnia i nocy oraz
w kontrolowanych warunkach temperatury (21 °C = 1 °C) i wilgotnosci (55% * 5%).
Zwierzeta zostaly losowo podzielone na trzy grupy: grupe kontrolna (n = 6) oraz dwie
grupy (n = 6), ktérym podawano lek zawierajacy fluor w postaci (1R)-N-(1-(naftalen-1-
ylo)etylo)-3-(3-(trifluorometylo)fenylo)propano-1-aminy (Cynakalcet, fac.
Cinacalcetum) przez 7121 dni. Substancja aktywna jest zwigzkiem aminowym, w ktéorym
jeden z atomoéw wodoru przylaczonych do atomu azotu jest podstawiony grupa
3-[3-(trifluorometylo)fenylo]-propylows. Pozyskanie tkanek watroby i mézgu zostato
przeprowadzone zgodnie z odpowiednimi wytycznymi i przepisami Unii Europejskiej
dotyczacymi opieki i1wykorzystania zwierzat laboratoryjnych, a  protokot
eksperymentalny zostal zatwierdzony przez wlasciwa komisj¢ etyczna (numer
zezwolenia: WAW2/055/2018, Warszawa, Polska).

3.2. MATERIALY I METODY

Badane tkanki (okoto 50 mg masy mokrej tkanki) zostaly zhomogenizowane
z uzyciem 1 mL buforu (1% SDS i inhibitora proteaz cOmplete™ EDTA-free; Merck,
Niemcy) w 100 mmol/L weglanu amonu (Merck, Niemcy) w temperaturze pokojowej

przez 15 minut przy uzyciu mechanicznie napgdzanego homogenizatora. Supernatant
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oddzielono poprzez wirowanie przez 30 minut przy obrotach 20 000 xg. Stezenie biatka
zostatlo wyznaczone za pomocg zestawu do oznaczania biatka Pierce™ BCA (Thermo
Scientific, USA) zgodnie z instrukcja producenta. Objetosci ekstraktow biatkowych
odpowiadajace 100 pg biatka zostaty wytracone z uzyciem acetonu (-20°C, 800 uL, 24 h;
Merck, Niemcy). Nastgpnie probki zostaly odwirowane (20 000xg) przy 4°C,
a supernatant zostal usunigty. Suchy osad biatkowy zostal nastgpnie rozpuszczony
w 50 pL 0,1% RapiGest (Waters, USA) w 50 mmol/L weglanu amonu (Merck, Niemcy).
Nastepnie biatka zostaty zredukowane z 75 pL 5 mmol/L 1,4-ditiotiotretolem (Merck,
Niemcy) przez 45 minut w 56°C i alkilowane z 75 pL 30 mmol/L akryloamidem (Merck,
Niemcy) przez 30 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Reakcj¢ alkilowania
zatrzymano przez dodanie réwnomolowej ilosci 1,4-ditiotiotretolemu i inkubacje
w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Probki zostaly poddane trawieniu
enzymatycznemu przez 18 godzin w 37°C z 75 pL 20 ng/L trypsyny Promega (USA)
1100 pL 50 mmol/L weglanu amonu (stosunek masy biatka: enzym - 100:1). Reakcje
zatrzymano przez dodanie 150 pL. 5% wodnego roztworu kwasu mrowkowego (Merck,
Niemcy). Do oczyszczania probek uzyto kolumn do oczyszczania peptydow Pierce™
Peptide Desalting (Thermo Scientific, USA).

Wydzielona frakcja peptydow zostata rozpuszczona w 100 pL 5% acetonitrylu
(Merck, Niemcy), 0,1% kwasu mrowkowego i poddana analizie LC-MS/MS. Mieszaniny
peptydow (1 pg) byly rozdzielane w odwroéconym uktadzie faz z uzyciem kolumny
krzemionkowej o dtugosci 50 cm, wypetnionej ztozem C18 (srednica wewnetrzna 75 um,
ReproSil Gold 120 C18, 1,9 um ziarno, Dr. Maisch, Niemcy) za pomocg ultrasprawnej
chromatografii cieczowej UHPLC (Ultimate 3000 nano-UHPLC, Thermo Fisher
Scientific, USA) potaczonej z spektrometrem mas Orbitrap Fusion™ Tribrid™ (Thermo
Fisher Scientific, USA). Elucje peptydow przeprowadzono przez 90 minut przy predkosci
przeptywu fazy ruchomej 300 nL/min z uzyciem gradientowej elucji sktadajacej si¢
z0,1% kwasu mrowkowego w wodzie (roztwor A) oraz 0,1% kwasu mrowkowego

w 80% acetonitrylu/20% wody (roztwor B).

3.3. INTERPRETACJA OTRZYMANYCH WYNIKOW

Badanie zmian ekspresji biatek w tkance watroby 1 mozgu szczurdéw
przeprowadzono za pomocg analizy bioinformatycznej danych LC-MS/MS przy uzyciu
oprogramowania MaxQuant w wersji 1.6.1.0. (Instytut Biochemii Max Plancka,
Niemcy). Baza sekwencji (Rattus norvegicus), wykorzystywana w analizie, zostata
pobrana z bazy danych UniProt (n=29 928 izoform biatkowych). Podczas analizy
wynikow, stata modyfikacja peptydow polegata na propionamidacji cysteiny (C), ktora
jest wynikiem uzycia akryloamidu jako $rodka alkilujacego podczas przygotowywania
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probek. Modyfikacje zmienne obejmowaty: fluorowanie alaniny (A), fenyloalaniny (F),
tryptofanu (W) i tyrozyny (Y); utlenianie metioniny (M); oraz acetylacj¢ konca N bialka.
Ustawienia  programu MaxQuant zostaly ustalone zgodnie =z protokolem
zaproponowanym przez Tyanova i wspolpracownikow [41] w trybie label-free.
Do przeprowadzenia analizy statystycznej i wizualizacji danych wykorzystano
oprogramowanie Perseus (wersja 1.6.14.0, Instytut Biochemii Max Plancka, Niemcy),
korzystajac z pliku wyjsciowego z programu MaxQuant. Analiza danych umozliwita
identyfikacj¢ okoto 2200 biatlek w probkach tkanki moézgu oraz okoto 2500 biatek
w probkach tkanki watroby. Wykorzystujac te dane, przeprowadzono analiz¢ glownych
sktadowych w celu poznania ogdlnego obrazu zmienno$ci proteomu pomigdzy badanymi
grupami. Analiza PCA wykazala istotne réznice miedzy grupa kontrolng a badanymi
grupami eksperymentalnymi. W analizie statystycznej oprogramowania Perseus
zdecydowano si¢ na rygorystyczne kryteria, eliminujac falszywie pozytywne wyniki
i skupiajac si¢ tylko na zmianach, ktére sg najbardziej istotne statystycznie.

Po 21 dniach podawania (1R)-N-(1-(naftalen-1-ylo)etylo)-3-(3-
(trifluorometylo)fenylo)propano-1-aminy zauwazono zmienione poziomy ekspres;ji
13 biatek w probkach tkanek watroby oraz jednego biatka w probkach tkanki moézgu.
Wszystkie zidentyfikowane biatka o zmienionej ekspresji zostaty przypisane do symbolu
genu przy uzyciu bazy danych UniProt i przeprowadzono ich klasyfikacje¢ na podstawie
adnotacji funkcjonalnych przy uzyciu ontologii genéw dla funkcji molekularnych
za pomocg bazy STRING. Zidentyfikowane biatka przede wszystkim byty zaangazowane
w regulacj¢ aktywnosci enzymatycznej (36%), wiazanie czasteczek biologicznie
aktywnych (31%) oraz aktywno$¢ katalityczng (19%) (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Klasyfikacja ontologia genow (GO) dla funkcji molekularnych dla biatek, ktorych ekspresja
ulegta zmianie pod wptywem leku zawierajacego fluor.

Figure 4. Gene ontology (GO) classification indicated molecular function of differentially expressed
proteins exposed to fluorinated drug.
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Do badania oddziatywan biatko-biatko dla wszystkich zidentyfikowanych biatek,
ktorych ekspresja ulegla zmianie, wykorzystano to samo narzg¢dzie bioinformatyczne.
Analiza oddziatywan miata na celu poznanie reakcji biologicznej organizmu na obecnos$¢
(1R)-N-(1-(naftalen-1-ylo)etylo)-3-(3-(trifluorometylo)fenylo)propano-1-aminy, w tym
przede wszystkim oddzialywania migdzy bialkami oraz na potencjalne konsekwencje
biologiczne tego procesu. Wyniki analizy pozwolity na identyfikacje istotnych potaczen
mig¢dzy biatkami oraz na zrozumienie ztozonych sieci interakcji, ktore odgrywaja rolg w
biologicznych odpowiedziach w danych warunkach. Wykorzystany algorytm [36],
umozliwil wizualizacje zalezno$ci oraz przypisanie konkretnych interakcji miedzy
biatkami o zmienionych stgzeniach (Rysunek 5). Dodatkowo, w celu wspomagania
interpretacji wynikow, zastosowano analiz¢ skupien przy uzyciu algorytmu Markova
[42], co pozwolito wyodrgbni¢ dwa istotne klastry biatek.

Interpretacja Graficzna analiza oddziatywan biatko-biatko

Warto$¢ zmiany ekspresiji biatka: [A] Analiza sieci oddziatywan biatko-biatko biatek, ktorych

O - - ekspresja ulegta zmianie po podaniu Cinacalcetu
6

Znane oddziatywania:

O—O Bazy danych
Okreslone
dodwiadczalnie

Przewidywane oddziatywania:

O () Sasiedztwo
genow

O O Fuzja
gendw

Wspohwystepowanie
genow

Inne oddziatywania:

Algorytmy typu
text-mining”
O—O Wspdilekspresja
- Homologia
biafek

Rysunek 5.  Graficzna interpretacja oddziatywan biatko-biatko dla biatek, ktorych ekspresja ulegta zmieniane
pod wptywem leku zawierajacego fluor. Dane zostaly wygenerowane z wykorzystaniem bazy
STRING, wersja 11.5.
Figure 5.  Graphic interpretation of protein-protein interactions for proteins whose expression changed after
exposed to fluorinated drug. The data were generated using the STRING database, version 11.5.
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Analiza zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu bazy danych STRING oraz
oprogramowania Perseus. W wyniku tej analizy uzyskuje si¢ interaktywny graf sieci
oddziatywan biatkowych (Rysunek 5), gdzie kazde bialko reprezentowane jest przez
»wezel”, a oddzialywania miedzy nimi przez ,.krawedzie”. Rozne kolory oznaczaja rézne
rodzaje oddziatywan, co ulatwia interpretacj¢ wynikow analizy funkcjonalnej danych
wejsciowych. Badanie wykazato istotng zmiang ekspresji biatek w badanych tkankach, w
tym warto zwroci¢ uwage na biatko N-koncowo przetworzone histonu H1.0 w mézgu,
ktore moze mie¢ negatywny wplyw na regulacje chromatyny, rekombinacje DNA i
transkrypcje RNA. Wyniki sugeruja, ze zwigkszone stgzenie tego biatka moze
przyspiesza¢ lub nasila¢ objawy otepienia u pacjentow z przewlekla chorobg nerek.
Ponadto, istotne zmiany ekspresji biatek w watrobie wskazuja na ich kluczowe funkcje
w transporcie jondw metalu, metabolizmie lipidow oraz reakcjach zapalnych, co moze
by¢ istotne dla pacjentow. Uzyskane wyniki sugeruja, ze stymulacja receptora CaSR
w komorkach watroby moze mie¢ istotny wplyw na procesy metaboliczne i stan zapalny
w tej tkance. Dodatkowo, zmiany stezenia glutationowej S-transferazy w tkance watroby
moga mie¢ wptyw na metabolizm innych lekow stosowanych jednoczesnie, co moze mie¢
znaczenie kliniczne dla pacjentow. W zwiazku z tym, istnieje potrzeba dalszych badan,
aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy dziatania leku zawierajacego fluor oraz jego
dlugoterminowe konsekwencje kliniczne, zwlaszcza w kontekscie terapii taczonej oraz
wystgpowania dziatan niepozadanych. Warto réwniez podkreslic, ze interpretacja
wynikdw  uzyskanych po zastosowaniu analizy bioinformatycznej zostata
przeprowadzona we wspotpracy z lekarzami i biochemikami, co jest niezmiernie istotne
dla petnego zZrozumienia wplywu (1R)-N-(1-(naftalen-1-ylo)etylo)-3-(3-
(trifluorometylo)fenylo)propano-1-aminy.

UWAGI KONCOWE

Podsumowujac, biatka odgrywaja kluczowa role we wszystkich procesach
biologicznych, stanowigc koncowy etap informacji biologicznej pochodzacej z genomu.
Proteom, czyli zbior wszystkich bialek w organizmie, jest niezwykle dynamiczny
i ztozony, ze wzgledu na ciagla odpowiedz na bodzce zewngtrzne, zmiany w diecie oraz
przyjmowane leki. Systematyczna analiza proteomiczna na duza skale staje si¢ wigc
niezastgpionym narzedziem do kompleksowej charakterystyki aktywnosci biologiczne;.
Opisany przypadek przyjmowania lekow zawierajagcych w aktywnej czasteczce atomy
fluoru pokazuje w jaki sposob wyniki badan nad zmianami ekspresji biatek otwieraja
mozliwo$ci badania oddziatywan molekularnych, $ciezek sygnalizacyjnych i
identyfikacji nowych biomarkerow. Aby zinterpretowa¢ dane proteomiczne uzyskane
przy uzyciu wysokorozdzielczej spektrometrii mas, konieczne jest potaczenie podejscia

eksperymentalnego z bioinformatycznym. Analiza ztozonych interakcji na r6znych
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poziomach informacji biologicznej moze przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia Sciezek
biochemicznych, sieci regulacyjnych oraz leczenia i monitorowania chorob. Narzg¢dzia
bioinformatyczne umozliwiajg skuteczne przetwarzanie, analize i interpretacj¢ danych
proteomicznych, co pozwala badaczom uzyskaé bardziej szczegotowe i kompleksowe
informacje na temat biatek i ich funkcji biologicznych. Bioinformatyka pozwala
na integracj¢ danych z réznych zrodet, takich jak dane genomowe, transkryptomiczne
i proteomiczne, co przyczynia si¢ do bardziej holistycznej analizy systeméw
biologicznych.
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