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PROTEOMICS – THE NEW CHALLENGE
The term ”proteome” (proteome, PROTEin
complement to a genOME) by now a generally
accepted expression in biomedical science
meaning a complete complements of proteins.
The discipline ”proteomics”, coined after
proteome, deals with the analysis of the
complete set of proteins occurring in the living
organism. This includes the identification and
quantification of proteins, the determination of
protein localisation, modifications, interactions,
activities and function. Performing comparative
studies is an important part of proteomics for the
analysis of proteins in health and disease. The
knowledge generated is already used for
improved diagnostic procedures and develop-
ment of new drugs and therapies. During the
proteome analysis, as outlined in this paper,
even very small quantities (concentrations) of
proteins are measured, then the protein is
identified and its structure is elucidated. This
procedure is followed by functional studies. An
important part of proteomics is the collection
and validation of numerical databases suitable
for data mining. There is a general under-
standing that methodology driven research (e.g.
NMR, mass spectrometry, DNA chips) is also an
integrated part of this discipline. It is already
sensed that the analysis of proteome can lead to
the discovery of new proteins proving targets for
drug research and to the establishment of new
procedures with a perspective of improved
diagnosis and therapy.

proteomics, proteome, protein structure,
separation and isolation of proteins,
protein bioinformatics

A proteom fogalma (proteome, protein comple-
ment to a genome) az utóbbi években vált a tudo-
mányos köztudat részévé. A proteomika a prote-
om, vagyis az élô szervezetben elôforduló összes,
szerkezetében akár a legkisebb mértékben eltérô
fehérje megismerésével foglalkozó tudományterü-
let, amely a genommal kapcsolatos kutatás mintá-
jára, annak kiegészítôjeként jött létre, de ma már a
genomikától független, önálló diszciplína. 
A proteomika meg kívánja ismerni a fehérjék szer-
kezetét, biológiai funkcióját és ezek térbeli és idô-
beli változását. Nemcsak úgy tekinti a fehérjét,
mint izolált molekulát, hanem figyelembe veszi a
fehérje és környezete közötti kölcsönhatást. Vizs-
gálódási körébe tartozik a fehérje eredetének
meghatározása, rendszertani besorolása, a külön-
bözô forrásból származó, de azonos biológiai
funkciót ellátó proteinek szerkezetének összeha-
sonlítása, a fehérje jelenlétének vagy hiányának
igazolása egészséges, illetve patológiás körülmé-
nyek között. Célja – a korszerû kémiai analitika
eszközeit felhasználva – az igen kis mennyiség-
ben, illetve koncentrációban jelen lévô fehérjék
kimutatása, azonosítása, szerkezetük meghatáro-
zása; a fehérjékkel kapcsolatos ismeretek taxonó-
miai, szerkezeti vagy funkcionális rendszerezése,
a kísérleti adatok megerôsítése (validálás), vala-
mint az így képzôdô adathalmazok (adatbázisok)
információtartalmának elemzése. Sokak nézete
szerint ide sorolhatóak a proteomika módszerta-
nával foglalkozó témakörök (például nagy érzé-
kenységû tömegspektrometriás módszerek, fluo-
reszcencián alapuló mikroszkópos technikák,
DNS-csipek fejlesztése stb.). Már most jól látszik,
hogy a proteomika jelentôsen segíti a korszerû
gyógyszerkutatást és az orvostársadalmat a mai-
nál hatékonyabb diagnosztikai eljárások és terápi-
ás szerek kifejlesztésében.

proteomika, proteom, fehérjeszerkezet,
fehérjeelválasztás,

protein-bioinformatika
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Az álom lényegében megvalósult. 2001 februárja
óta gyakorlatilag ismerjük a teljes humán
genom nukleotidszekvenciáját (1). A genom

felépítésének ismerete azonban még nem jelenti a szer-
vezetben elõforduló, a genom által kódolt fehérjék
mindegyikének ismeretét. Mára már az is kiderült,
hogy a genomnak csak egy része kódol fehérjéket, ezek
azonosítása azonban nem egyszerû feladat. Ma még
nem tudják teljes bizonyossággal azonosítani az
exonrégiókat, az eltérõ hasításból származó variánso-
kat („splicing variants”) és a kisméretû proteineket kó-
doló szegmenseket. A fehérjék számának becslését to-
vább nehezíti a proteinek szintjén tapasztalt polimor-
fizmus. Sok esetben már egy-egy aminosavrész cseréje
egy másikkal patológiás állapottal hozható összefüg-
gésbe (például a sarlósejtes anaemia). Mégis az ismert
polimorfizmusok többsége, az aminosavszekvenciában
elõforduló – akár jelentõsebb – eltérés, nincs hatással a
fehérjék biológiai viselkedésére. A polimorf fehérjék
azonosítása, „felismerése” tehát nem nyilvánvaló. 

A humán proteom, a fehérjék száma

Becslések és éles viták tárgyát képezi a proteineket kó-
doló gének számának meghatározása. Ma ez a szám
20 000 és 35 000 között mozog. Csupán polipeptid-
láncok („naked” proteins) genetikai kódolásáról lehet
beszélni, hiszen a génben rejlõ információból ma még
nem tudjuk megjósolni a proteinoldalláncokon, illetve
a fehérje N- és/vagy C-terminálisán bekövetkezõ –
transzláció utáni („post-translational”) – kémiai válto-
zásokat. A riboszómákon történt fehérjeszintézist kö-
vetõen ugyanis a molekula sokféle változáson mehet
keresztül. Mai tudásunk szerint több mint százféle ké-
miai módosítás következhet be. A genom szintjén be-
következõ alternatív hasítás („splicing”) és a poszt-
transzlációs módosítások miatt a humán genom a ko-
rábban genetikusok által valószínûsített 100 000-féle
fehérjével szemben közel egymillió, kémiai szerkezetét
tekintve különbözõ protein jelenlétét teszi lehetõvé a
szervezetben.   

A számok már önmagukban is világosan jelzik, hogy
mind a gének, mind pedig a fehérjék mûködésének
megismerése komplex feladat, jókora kihívást jelent a
modern természet- és orvostudomány számára. A
probléma felismerését követte annak nevén nevezése.
Így vált a tudományos köztudat részévé a proteom fo-
galma (proteome: protein complement to a genome).
(Lásd a szójegyzéket!) A proteomika a proteom, vagyis
az élõ szervezetben elõforduló összes, szerkezetében
akár a legkisebb mértékben eltérõ fehérje megismerését
tûzte ki célul. A genommal kapcsolatos kutatás
(genomika) analógiájaként, annak kiegészítõjeként jött
létre, de ma már a genomikától független, önálló
diszciplína. 

A rendkívül nagyszámú fehérjével kapcsolatos infor-
mációk feldolgozásának igénye hozta létre szinte egy
idõben, 2000-2001-ben a „Human Proteome Organi-
sation” (HUPO) szervezetet, valamint a Svájci Bio-

informatikai Intézet (Swiss Institute of Bioinfor-
matics, SIB) és az Európai Bioinformatikai Intézet
(European Bioinformatics Institute, EBI) közös prog-
ramját. A „Human Proteomics Initiative” (HPI) célja
az emberi proteinekkel kapcsolatos információk gyûj-
tése, rendszerezése és közreadása az élettudományok-
kal foglalkozó közösség számára (2).  

A program kezdeményezõi azoktól az angol lexi-
konkészítõktõl és filológusoktól vették az ötletet, akik
1857-ben elhatározták, hogy összegyûjtik az összes in-
formációt az angol nyelvben használt valamennyi szó
jelentésével és használatával kapcsolatban. A monu-
mentális munka több évtizedig tartott és máig páratlan
szótárhoz vezetett. Így készült az Oxford English
Dictionary (OED). Az OED létrehozásakor – és azóta
is – nyelvészek egy csoportja azzal a kéréssel fordult a
világ angol nyelven beszélõihez, írjanak arról, hogy az
egyes szavakat milyen értelemben, összefüggésben
használják, használták nyelvi környezetükben. A HPI
kezdeményezõi szó szerint ezt kérték a világban dolgo-
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SZÓJEGYZÉK

Genom: A kifejezés Winkler (1920) nevéhez fûzõdik,
aki a „genes and chromosomes” szavakból alkotta meg.
Az IUPAC által elfogadott meghatározás szerint egy
szervezet, egy sejt, egy organellum vagy egy vírus teljes
kromoszomális és kromoszómán kívüli génjeinek ösz-
szességét, vagyis a szervezet teljes DNS-állományát ér-
tik e kifejezés alatt.
Genomika: E kifejezés eredetileg egy újonnan elindított
tudományos folyóirat neve volt (Genomics). Ma a
genom szekvenciájára vonatkozó adatállományt, új gé-
nek felfedezését, a géntérképezést, különbözõ fajokból,
fajtákból származó genomok összehasonlítását, sõt, az
új, gén alapú eljárásokat is a genomika fogalmához so-
rolják (genomics – Roderick, 1986).
Proteom: A kifejezés Wilkins (1994) nevéhez fûzõdik,
aki egy olaszországi konferencián (Conference on
Genome and Protein Maps, Siena) használta elõször.
Szerkesztése a „protein complement expressed by a
genome” szövegbõl történt. Egy szervezet, egy sejt, egy
organellum vagy egy vírus összes proteinjét, a szervezet
teljes fehérjeállományát értik e kifejezés alatt.
Proteomika: A proteomot alkotó fehérjék mennyiségi
és minõségi analízise, a különbözõ fajokból, fajtákból
származó proteomok összehasonlítása; a proteom ösz-
szetételének vizsgálata különbözõ körülmények kö-
zött, új, a fenti problémák megoldását elõsegítõ eljárá-
sok és azok kutatása. Jelenti fehérjék azonosítását
(szekvencia, 3D szerkezet) és mennyiségi meghatáro-
zását; a kísérleti adatok alapján adatbázisok összeállítá-
sát; a fehérje lokalizációját, szerkezeti módosítását (pél-
dául transzláció utáni), funkciójának, aktivitásának
megismerését kísérletileg vagy predikcióval; a proteom
tanulmányozását a betegségek diagnosztizálása és terá-
piája céljából.

Készült a www.genomicglossaries.com/content/proteomics.asp hon-
lap felhasználásával. 



LAM 2003;13(3):216–224.218

zó kutatóktól, csak az „angol nyelv/angol szó” kifeje-
zések helyére a „humán proteom/humán protein” kife-
jezést illesztették.   

A proteomika

A proteomika a fehérjék kutatásával komplex módon
foglalkozó tudományterület, amely meg kívánja ismer-
ni a fehérjék szerkezetét, biológiai funckióját és ezek
térbeli és idõbeli változását. A proteomika nemcsak
úgy tekinti a fehérjét, mint izolált molekulát, hanem fi-
gyelembe veszi a fehérje és környezete közötti köl-
csönhatást. Ugyancsak a proteomika vizsgálódási köré-
be tartozik a fehérje eredetének meghatározása, rend-
szertani besorolása, a különbözõ forrásból származó,
de azonos biológiai funkciót ellátó proteinek szerkeze-
tének összehasonlítása, a fehérje jelenlétének vagy hiá-
nyának igazolása egészséges, illetve patológiás körül-
mények között. 

A proteomika célja – a korszerû kémiai analitika esz-
közeit felhasználva – az igen kis mennyiségben, illetve
koncentrációban jelen lévõ fehérjék kimutatása, azo-
nosítása, szerkezetük meghatározása. A proteomika
fontos területe a fehérjékkel kapcsolatos taxonómiai,
szerkezeti vagy funkcionális jellegû ismeretek rendsze-
rezése, a kísérleti adatok megerõsítése (validálás), vala-
mint az így képzõdõ adathalmazok (adatbázisok) in-
formációtartalmának elemzése. Sokak nézete szerint a
proteomika nemcsak a fenti problémákkal kapcsolatos
kutatásokat fedi le, hanem idesorolhatók a proteo-
mika módszertanával foglalkozó témakörök (például a
nagy érzékenységû tömegspektrometriás módszerek, a
fluoreszcencián alapuló mikroszkópos technikák, a
DNS-csipek fejlesztése stb.).

A proteomika kifejezés „divatos” is. Jól körvonalaz-
ható törekvés a kémia, a biokémia, a biofizika, valamint
más természettudományok és az orvosbiológiai kutatá-
sok területén az a felfogás, amely szerint a proteomika
inkább egy „komplex” megközelítési mód, mintsem
egy kiválasztott fehérjével kapcsolatos kutatás. 

A proteomikát gyakran tekintik azonosnak a funkci-
onális genomikával vagy éppen fordítva. Tartalmát te-
kintve a „metabolic engineering”, az „in silico &
molecular modeling” típusú fehérjeszerkezet-meghatá-
rozás, sõt, a génexpresszió is a proteomika részét képe-
zi (in silico: komputeres). A módszertani kutatás olda-
láról pedig idesorolják a fehérjekromatográfiát, az
elektroforézist, a fehérje-tömegspektrometriát, az
NMR-t és a röntgenkrisztallográfiát. 

A proteom megismerésének
gondolatmenete

A proteomika tárgykörébe tartozó kutatások egyre vi-
lágosabban kibontakozó gondolatmenetét az 1. ábra
foglalja össze. A folyamat a fehérje eredetének megha-
tározásával, rendszertani besorolásával kezdõdik. A
vizsgálat bizonyítja, hogy a fehérje szerkezete és funk-

ciója az adott sejt, szövet, szervezet sajátja, vagyis a
genom által kódolt. Ez azonban még nem jelenti azt,
hogy a fehérje jelen van a biológiai mintában, vagy
expresszálódik az adott kísérleti körülmények között.
Ismeretes, hogy a génexpresszió programozott törté-
néssorozat, függ a sejtciklustól, de jelentõs mértékben
befolyásolható külsõ körülmények által (például hõ-
mérséklet, sugárzás, kémiai ágensek, a médium össze-
tétele, pH-értéke). 

A protein expresszióját és kimutatását a vegyület
izolálása követi. A tiszta fehérje szerkezetének azono-
sítása az aminosavsorrend megállapításával (primer
szerkezet) veszi kezdetét, majd az alegységstruktúra és
a transzláció utáni módosítások felderítése kerül sorra.
A szerkezetrõl szerzett információkat akkor tekinthet-
jük teljesnek, ha a térbeli elrendezõdésre (konformá-
ció, 3D szerkezet) vonatkozó adatokat is – kísérletek
segítségével – meghatároztuk. 

Rendszerint már a struktúrával kapcsolatos részleges
adatok birtokában elkezdõdik a fehérje sejten belüli, il-
letve szöveti lokalizációjára vonatkozó adatgyûjtés.
Ezzel párhuzamosan zajlik a protein biológiai hatásá-
nak, funkciójának (például transzport, enzim, immun-
reakció) tisztázása. Érdemes megemlíteni, hogy a
proteomika – jelen pillanatban – nem tekinti tárgyának
a proteinszintézis, illetve -lebontás folyamatait. (Ezzel
foglalkozik a metabolomkutatás.) Ugyanakkor nagy je-
lentõséget tulajdonít a különbözõ forrásból származó
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A proteomikai kutatások gondolatmenete
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fehérjék szerkezeti és funkcionális rokonsága vizsgála-
tának. 

A proteomikának az orvosi diagnosztika és terápia
számára talán legfontosabb területe azt próbálja meg
felderíteni, hogy egyes betegségek miként hozhatók
összefüggésbe bizonyos protein(ek) jelenlétével vagy
éppen hiányával, esetleg mutációjával. A következõk-
ben a teljesség igénye nélkül számba vesszük a folya-
mat egyes lépéseivel kapcsolatos problémákat. Az átte-
kintés izgalmas intellektuális és egyben kihívást jelentõ
olvasmány lesz, amely megvilágítja e napról napra fej-
lõdõ tudományterület sokszor egészen gyakorlati ne-
hézségeit.

A fehérjék expressziója

A fehérjék azonosításának elõfeltétele, hogy jelen le-
gyenek a vizsgálat tárgyát képezõ sejtben, szövetben,
szervezetben. Ezt azt jelenti, hogy „normális” körül-
mények között vannak olyan fehérjék, amelyek lehet-
nének, de nincsenek jelen. Ebbõl a paradoxonból lát-
szik, hogy a természetes körülmények között ki nem
fejezõdõ proteinek megismeréséhez elõször olyan kö-
rülményeket kell elõállítani, amelyek elõidézik a fehér-
je szintézisét. Egy másik probléma forrása az, hogy bi-
zonyos fehérjék természetes körülmények között igen
kis mennyiségben expresszálódnak. E kétféle nehézség
megoldását segíti a rekombinánstechnika. Rekombi-
náns fehérjék gyors és nagy mennyiségû termeltetését
eredményezõ expressziós rendszerek kutatása ugyan-
csak fontos kapcsot jelenthet új fehérjék, illetve új gé-
nek között is. Napjaink egyik legkedveltebb eljárása a
célfehérjét kódoló gén beépítése és expressziója
bakulovírusban. Az expressziós rendszerek kutatásával
foglalkozó proteonomika célja olyan eljárások kidolgo-
zása, amelyek nagy mennyiségben képesek komplex
proteinek gyors termeltetésére. 

A nehézségek másik forrása az a megfigyelés, hogy a
gének számánál sokszorosan több fehérje fordulhat elõ
a sejtekben. A humán genom génjeinek számát, mint
említettük a bevezetésben, 20 000–35 000-re becsülik,
míg a fehérjék „sokfélék”, számuk egyes vélekedések
szerint 500 000 és egymillió közé esik. A sejtben
megjelenõ fehérjék minõsége és mennyisége az
„expressziós profillal” jellemezhetõ és jelentõsen eltér-
het egymástól. A külsõ körülmények (mint a hõmér-
séklet, a fény- vagy részecskesugárzás) nemcsak elõse-
gíthetik vagy gátolhatják egyes proteinek expresszióját,
hanem megváltoztathatják a fehérjék mennyiségét
(kocentrációját) is. O’Farrell és munkatársai (3) két
különbözõ összetételû táptalajon E. coli baktériumsej-
teket tenyésztettek. A fehérjéket kétdimenziós gél-
elekroforézissel – a proteinek mérete, illetve töltése
alapján – választották el egymástól. A „normális”, teljes
médiumban és az argininmentes táptalajon tenyésztett
sejtek lizátumairól készült gélek összehasonlítása vi-
lágosan mutatta, hogy bizonyos fehérjék az argi-
ninmentes körülmények között nem jelentek meg, míg
más fehérjék kisebb vagy nagyobb mennyiségben

vannak jelen. Hasonló módon különbözõ „expressziós
profilt” regisztráltak abban az esetben is, amikor a sej-
tek táptalajához különbözõ gyógyszermolekulákat
vagy környezetszennyezõket (például nehézfémiono-
kat, toxinokat) adtak. A toxikogenomika-kutatások
ezt a jelenséget használják ki gyógyszerjelölt vegyüle-
tek által okozott károsodások, például a májkárosodás
elõrejelzésére.

A fehérjekomponensek izolálása

A sejtekben jelen levõ fehérjék jelentõs része a
citoszolban oldott állapotban található, de nem elha-
nyagolható a sejtorganellumokban, membránban „rög-
zített” protein mennyisége. (A sejtek átlagos fehérje-
koncentrációját 300 g/l-re becsülik.) Ahhoz, hogy
tiszta, szerkezet- és funkcióvizsgálatokra alkalmas fe-
hérjéhez jussunk, elõször a sejtek struktúráltságát kell
megszüntetni. Ezt el lehet érni a sejtek „sokkolásával”.
Különféle detergensek, a hõmérséklet drasztikus eme-
lése vagy csökkentése egyaránt alkalmas sejtlizátumok
elõállítására. A sejtlizátumok készítésével kapcsolatban
azonban többféle nehézséggel számolhatunk. Például
esetenként a sejtek dezintegrációja nem megy végbe
teljesen, és a lizátum nemcsak molekulákat, hanem el
nem roncsolt sejtorganellumokat, molekulakomp-
lexeket is tartalmaz. A hidrofób (például membránból
származó) fehérjék rossz oldékonyságuk miatt aggre-
gátumokat hozhatnak létre. Másfajta probléma, hogy a
lízis következményeként az addig „ellenõrzés alatt ál-
ló” enzimek (proteázok, foszfatázok stb.) aktivitása
kontroll nélkülivé válik, és elindul a fehérjék degradáci-
ója. Például a lizoszómákba zárt enzimek térbeli elkü-
lönülése a membránstruktúra felbomlásával megszû-
nik. A fehérjék enzimkatalizálta hidrolízise, részleges
lebomlása azt is jelentheti, hogy olyan vegyületek is
megjelennek a lizátumban, amelyek az élõ sejtben nem
fordulnak elõ. 

A sejtlizátum olyan oldat, amely komplex keverék,
számos nem protein jellegû komponenssel. Érdemes
megjegyezni, hogy nemcsak e lizátumok, hanem a test-
folyadékok (például vérplazma, cerebrospinalis folya-
dék) is fontos forrásai a proteomikai kutatásoknak.
Ezek szintén komplex oldatok jelentõs fehérjetarta-
lommal. Becslések szerint például a humán plazmában
72 g/l a fehérjekoncentráció. 

A fenti keverékek alkotórészei közül a fehérjék elvá-
lasztása elsõsorban a proteinek eltérõ mérete, töltése és
esetenként specifikus, nagy affinitású kötõdése alapján
valósítható meg. Az alkalmazott módszerek túlnyo-
mó többsége kromatográfia és kétdimenziós (2D)
gélelektroforézis. A 2. ábra egészséges humán vastag-
bélbõl származó epithelsejtek lizátumáról (4), a 3. ábra
pedig humán plazmáról (5) készült fehérjekeverékek
komponenseit mutatja be. Az alkotórészeket elõször
méret, majd pedig izoelektromos pont alapján válasz-
tották el egymástól 2D gélelektroforézissel. Az ábrá-
kon látható pöttyök száma jelzi a fehérjekomponensek
sokféleségét, a foltok mérete pedig a mennyiségi kü-
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lönbségekre utal. Egy folt azonban nem biztosan csu-
pán egyféle vegyületet tartalmaz, hiszen a sejten belül
több hasonló méretû és töltésû protein is lehet. Ezek
viselkedése a gélelektroforézis körülményei között
egyforma.

A célfehérje izolálását a komponensek sokfélesége,
nagy száma mellett nehézzé teszi az egyes molekulafé-
leségek eltérõ mennyisége, koncentrációja is (6). A
nagy mennyiségben jelen lévõ protein („abundant pro-
tein”) mellett egy nyomokban elõforduló, hasonló
méretû és töltésû komponens kimutatása csak nagyon
érzékeny analitikai eljárással lehetséges. Egy másik
„gyakorlati problémát” jelent az, hogy egy kis kon-
centrációjú fehérje megfelelõ mennyiségben történõ
izolálásához igen nagy mennyiségû testfolyadékra
vagy sejtlizátumra lehet szükség. Ez pedig nagyszámú
sejtbõl álló mintát vagy olyan nagy mennyiségû testfo-
lyadék felhasználását jelenti, amennyi egy személyben
nincs is. 

A svájci GeneProt (www.geneprot.com) vállalkozás,
amelynek tudományos tanácsában három Nobel-díjas
mûködik, kutatási programjában emberi szövetben, il-
letve testfolyadékban található fehérjék azonosítását és
terápiás célú felhasználását tûzte ki célul. A vállalkozás
51 nagy teljesítményû tömegspektrométer és 90 nagy
teljesítményû folyadékkromatográf (HPLC) mellett
1420 szuperszámítógépet és 32 informatikust foglal-
koztat (2002. évi adatok). 2002. szeptember 30-án
Genfben jelentették be, hogy ipari méretû proteomikai
vizsgálatot indítanak a cerebrospinalis folyadék prote-
in-összetételének megállapítására különbözõ degenera-

tív, illetve vascularis dementia kórképek esetében (pél-
dául Alzheimer-betegség). A vizsgálathoz a cég rendel-
kezésére áll két liter liquor cerebrospinalis és három li-
ter plazma gondosan jellemzett, valamilyen demen-
tiában szenvedõ betegekbõl. Azért van szükség ilyen
nagy mennyiségû folyadékra, mert elsõsorban olyan fe-
hérjék azonosítására törekszenek, amelyek igen kis
koncentrációban vannak jelen. 

Nemcsak a mennyiségben, illetve koncentrációban
mutatkozó szélsõségek befolyásolhatják a fehérjekom-
ponensek elválasztását. Más, „extrém” tulajdonságok is
nehezítik a kutató munkáját. Például az igen nagy mé-
retû, a túlságosan kicsi vagy a hidrofób, fõként memb-
ránból származó proteinek izolálása távolról sem te-
kinthetõ rutinfeladatnak, ezeket (még) rendszeresen
elveszítjük. Gondot okozhatnak az „átlagos” tulajdon-
ságok is. Például a humán szérumról 2D elektrofo-
rézissel készült gél 600 foltot tartalmaz. Ebbõl több
mint 200 a pI=5-6 izoelektromospont-tartományban
található. Nem csoda, hogy a proteomika szakirodal-
mának jelentõs része fehérjeelválasztás-tudomány, s az
új megoldásokat bemutató közlemények bizony gyor-
san elérik a „citation classic” fokozatot.
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Humán plazma részleges proteintérképe 2D gélelektro-
forézis alapján. A minta a 8–200 kDa méret- és a
pI=4,0–6,0 izoelektromospont-tartományba esô fehér-
jekomponenseket ábrázolja

Sanchez, et al. 1995. (http://www.expasy.ch/).

3. ÁBRA

Egészséges humán vastagbél-epithelium fehérjetérképe
a sejtlizátum 2D gélelektroforézise alapján. A gélen a
komponensek láthatóvá tétele ezüstfestéssel történt

Raymond, et al. 1997 (http://www.expasy.ch/)
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A fehérjék azonosítása, a primer szerkezet
meghatározása

A tiszta, azonos molekulákat tartalmazó proteinprepa-
rátum aminosavsorrendjének (primer szerkezet) meg-
határozása az elsõ, Edman-lebontás alapján mûködõ
szekvenátorok megjelenése óta vált automatizálható,
nagy hatékonyságú eljárássá. 1972-ben húsz fehérje
primer szerkezetét ismerték, két évtizeddel késõbb
20 000 protein aminosavszekvenciáját õrizték az adat-
bázisok. Az újabb, ugrásszerû változás a tömegspek-
rometriás módszer megjelenésével van összefüggésben.
Érdemes megjegyezni, hogy a 2002. évi kémiai Nobel-
díj „felét” John B. Fenn (Virginia Commonwealth
University, Richmond, USA) és Koichi Tanaka
(Shimadzu Corporation, Kiotó, Japán) nyerte el a „bi-
ológiai makromolekulák tömegspektrometriás vizsgá-
latára” kidolgozott ionizációs technika megalkotásáért.
A tömegspektrometria jelentõsen csökkenti a vizsgá-
lathoz szükséges anyagmennyiséget és a tömegmérés
pontossága miatt növeli a kísérleti adatok megbízható-
ságát. A 4. ábrán 19 peptid keverékének tömegspektru-
ma látható (7). A világon legkorszerûbbnek tekintett
készülékkel felvett spektrumból azt látjuk, hogy a
módszer képes különbséget tenni két olyan vegyület
között is, amelyek tömege egymástól csupán 0,0368
egységgel tér el. (A hidrogénatom tömege 1,00794 egy-
ség.) Ennek alapján érthetõ, hogy sok esetben elegen-
dõ a fehérje néhány fragmensének tömegét megmér-
nünk ahhoz, hogy – a genom ismerete és megfelelõ
számítógépes program alapján – nagy biztonsággal meg
lehessen mondani, melyik fehérjével van dolgunk. Ezt
a korábbi, fehérjelebontáson alapuló szekvenciameg-
határozás nem tette lehetõvé. 

Az aminosavsorrend meghatározását nehezíti, ha a
fehérje intramolekuláris diszulfidkötéseket tartalmaz,
vagy ilyen módon – egyébként egymástól független –
polipeptidláncok kapcsolódnak össze. Hasonló problé-
mákat okoznak a nem kovalens kötéseket tartalmazó
proteinkomplexek (például enzimkomplexek), vala-
mint a polipeptid oldalláncain – a transzláció után –
módosult proteinek (például szénhidrát- és/vagy lipid-
oldalláncot tartalmazó, bakteriális glükolipoprotei-
nek). 

Említettük, hogy esetenként elégséges néhány fehér-
jefragmens szekvenciáját (Edman-módszer) vagy pon-
tos tömegét ismernünk a fehérje azonosításához,
amennyiben a fehérje teljes aminosavsorrendje vala-
mely protein-adatbázisban fellelhetõ. A fragmens(ek)
adatai alapján ehhez a proteininformatika nyújt segítsé-
get azzal, hogy a protein- és genomadatbázisok között
teszi lehetõvé az „átjárhatóságot”. A fehérjék feldara-
bolása rendszerint enzimes hasítással történik. A meg-
felelõ méretû és számú fragmenseket eredményezõ en-
zim kiválasztása empirikus, kísérleti megfigyeléseken,
többszöri próbálkozáson alapul. Újabban, például a
prionfehérjék megismerése kapcsán az is világossá vált,
hogy léteznek „enzimrezisztens” fehérjék is. Ez eset-
ben nem enzimes, hanem kémiai fragmentálást alkal-
maznak, például bróm-ciánnal történõ hasítást.

Az elõzõ fejezetben említettük, hogy a humán szé-
rumról készült 2D gélen 600 folt szerepel. Ezek közül
az izoelektromos pont alapján 205 esik a pI=5-6 tarto-
mányba. Nos, a 205 fehérje közül csupán a felének, 105
proteinnek az aminosavsorrendje található meg vala-
melyik fehérje-adatbázisban. A maradék 100 protein is-
meretlen (volt). E fehérjék azonosítását tehát nem se-
gíthette a fragmensek aminosavszekvenciájának, illetve
pontos tömegének ismerete és az adatbázis: az összes
fragmens aminosavsorrendjét, sõt, még a fragmensek
sorrendjét is kísérletesen kellett meghatározni.

A fentiekbõl világosan kirajzolódik, hogy a proteo-
mika kialakulásának experimentális hátterét – a koráb-
ban tárgyalt elválasztástechnikai módszereken kívül – a
szekvenálás modern módszerének, a tömegspektro-
metriának a robbanásszerû fejlõdése biztosítja. Az ada-
tok feldolgozása és elemzése pedig elkerülhetetlenné
tette a proteininformatika megjelenését, és mint látni
fogjuk, sokoldalú alkalmazását a térszerkezet és a
funkcionális tulajdonságok valószínûsítésében is. 

Az annotáció

A fehérjék aminosavsorrendjének ismeretében veszi
kezdetét az a folyamat, amelyet a proteomika az „anno-
táció” fogalmával ír le. E kifejezés nem a szokásos „pár
soros ismertetés, tartalmi kivonat”, illetve „feljegyzés,
széljegyzet” (Bakos F. Idegen szavak és kifejezések
szótára. Budapest: Akadémiai Kiadó; 1983.) értelmé-
ben használatos. A proteomikában azt a folyamatot és
annak eredményeit írja le, amelynek során megismer-
jük a protein alegységszerkezetét, poszttranszlációs
módosulását, térszerkezetét, lokalizációját, funkcióit,
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A TQTXT peptidtár (X=19 aminosav egyike) kom-
ponenseinek kimutatása ESI-FTICR tömegspektrum
alapján. Az ábrabetét dokumentálja, hogy a mód-
szer különbséget tesz két olyan peptid (TQTQT/
TQTKT) között is, amelynek tömege egymástól csu-
pán 0,0368 egységgel különbözik

Windberg, et al. 2002., engedéllyel átvéve
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rokonságát más proteinekkel, valamint szerepét külön-
bözõ kórképekben. Ez egyben azt is jelenti, hogy az
annotáció adatokat rendel egy-egy fehérjéhez. Az
újabb kísérleti megfigyelések, mivel gazdagítják az
egyes proteinre vonatkozó tudásunkat, „újraírják” az
addig ismert adatokat. Példaként az 5. ábra mutatja egy
fehérje „személyi igazolványát”, amely az annotáció
végeredményeként jött létre és található meg az egyik
protein-adatbázisban. A CD44 fehérjérõl megtudjuk,

hogy 1990-ben került az adatbázisba, honnan szárma-
zik (emberi), milyen más nevekkel illették, milyen bio-
lógiai funkciói vannak, hol található meg a sejtben.

A cikk terjedelme nem teszi lehetõvé, hogy az ösz-
szes, annotációval kapcsolatos lépést bemutassuk. Csu-
pán néhány probléma megemlítésére szorítkozhatunk
a poszttranszlációs módosításokra, a térszerkezet fel-
derítésére és egyes fehérjék patológiás kórképekben
betöltött szerepére vonatkozóan.  

A sejtben lezajló fehérjeszintézis után a fehérjemole-
kula sokféle szerkezeti változáson mehet keresztül. A
poszttranszlációs módosulás során a protein egy része,
például a szignálszekvencia, a transzportért felelõs ré-
gió vagy a biológiai hatás kifejtését gátló aminosav-
részek (Met), propeptidek lehasadhatnak. A molekula
szabad aminocsoportjain acetilezõdhet, de ezekre
metilcsoportok is beépülhetnek, például a hiszton-
fehérjék esetében. A hidroxilcsoportot tartalmazó
aminosav-oldalláncokon (például Ser, Thr) foszforsav-
vagy zsírsavészterek, O-glikozidos kötésben szénhid-
rátláncok (oligoszacharidok) kapcsolódhatnak a poli-
peptidgerinchez. Nem ritka a fehérjén belül vagy két
polipeptidlánc között – ciszteinoldalláncok igénybevé-
telével – kialakuló diszulfidhídkötés vagy a gluta-
min/aszparagin, illetve lizinoldalláncok között létrejö-
võ amid típusú keresztkötés sem. Mai tudásunk szerint
több mint 100, kisebb-nagyobb különbözõ kémiai át-
alakulás mehet végbe a sejtben, s ezek szoros összefüg-
gésben vannak a fehérje biológiai funkciójával, illetve
mûködésük „ki-be kapcsolásával”. 

A fehérjék térszerkezetének megismerésében elért je-
lentõs fejlõdést szemléltetik a 6. ábra adatai. A múlt
század 50-es éveiben az elsõ lépést a röntgenkrisztal-
lográfia alkalmazásával John C. Kendrew és Max F.
Perutz tették meg. 1959-ben közölték a mioglobin, il-
letve a hemoglobin térszerkezetére vonatkozó adatai-
kat (kémiai Nobel-díjat kaptak 1962-ben). Késõbb
megjelent a magmágneses rezonancia mérésén (NMR)
alapuló spektroszkópia, amely az utóbbi évektõl lehe-
tõvé tette, hogy egyre több és egyre nagyobb méretû
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Egy annotált fehérje (humán CD44 antigén) „személyi
igazolványa” az egyik protein-adatbázisban (SWISS-
PROT, http://www.expasy.ch/)
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Az ismert térszerkezetû fehérjék számának növekedése
(www.rcsb.org/pdb alapján)
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fehérje oldatbeli konformációjára következtethessünk.
Az NMR-módszer a nem fehérje kismolekulák szerke-
zetvizsgálatában rutineljárás, kifejlesztéséért 1991-ben
Richard Ernst kémiai Nobel-díjat kapott. 2002-ben – a
két tömegspektrometriával foglalkozó kutató mellett –
Kurt Wütrich (ETH, Zürich, Svájc) lett Nobel-díjas.
Érdeme az NMR-spektroszkópia alkalmazása fehérjék
(például prion) térszerkezetének meghatározásában.
Meg kell jegyeznünk azonban, hogy a Protein Adat-
bankban tárolt 17 222 fehérje-térszerkezet (2002. no-
vember 5-i adat) 86%-át krisztallográfiai mérések alap-
ján határozták meg (8).

Az ismert térszerkezetû proteinek száma jóval ki-
sebb, mint az ismert aminosavsorrendû fehérjék száma.
Érdemes megjegyezni, hogy az „International Protein
Index” (IPI), amely öt adatbázisra épül, 103 590 humán
fehérje aminosavszekvenciáját tárolja (2002. november
1.), ugyanakkor e humán proteinek csupán 5%-ának is-
mert a 3D szerkezete.

A primer, illetve 3D szerkezetû fehérjék száma kö-
zötti jelentõs eltérés egyik oka a módszerekben, a
„technikai” részletekben rejlik. Például a röntgenkrisz-
tallográfiai mérésekhez jó minõségû fehérjekristályok-
ra van szükség, hiszen ez határozza meg a kinyerhetõ
szerkezeti információ mértékét. A fehérjék jelentõs ré-
sze azonban nem vagy csak nagyon nehezen kristályo-
sítható. Elterjedt nézet, hogy a kristályosítás külön
szakma, sõt, mûvészet, amelyre csak „mágikus kezek”
képesek. A rendelkezésre álló protein-térszerkezeteket
tároló adatbankokban (például a Protein Data Bank)
többek között ezért olyan csekély – néhányszor tíz – a
membránfehérje-adatok száma. NMR-spektroszkó-
piával a készülék teljesítményétõl függõen kisebb és
nagyobb méretû fehérjék térszerkezetét is vizsgálni le-
het. A nagy teljesítményû készülékek meglehetõsen
drágák, üzemeltetésük költséges, ezért viszonylag ke-
vés kutatóhelyen állnak rendelkezésre. (Magyarorszá-
gon is elkelne legalább egy ilyen berendezés.) Az
NMR-rel történõ 3D szerkezetvizsgálati módszer két-
féle mesterségbeli jártasságot igényel: a mérés megter-
vezését, kivitelezését, valamint a mérési adatokra ala-
pozó számítógépes modellezést. Érdemes megemlíteni
azt is, hogy mindkét módszer több milligrammnyi
mintát igényel, ami soknak számít, ha nehezen hozzá-
férhetõ. 

Az ismert primer, illetve 3D szerkezetû fehérjék szá-
ma közötti jelentõs eltérés motiválta a „térszerke-
zetjóslással” foglalkozó informatikai módszerek kiala-
kulását. A predikciós módszereknek két csoportja és
ezeken belül számos variánsa jött létre. Az egyik cso-
portba tartozó eljárások a fehérje primer szerkezetébõl
indulnak ki és jutnak el egy lehetséges térszerkezeti
modellhez. A másik iskola meggondolása szerint a ki-
indulási pont homológ fehérjék kísérletesen meghatá-
rozott térszerkezete. A kétféle megközelítésben kö-
zös, hogy már ismert térszerkezetû fehérjékre vonat-
kozó adatok elemzésére épít és az elemzés alapján fel-
ismert összefüggésekbõl próbál következtetéseket le-
vonni egy ismeretlen térszerkezetû proteinre nézve.
Mindkét eljárás lehetõséget ad egy vagy több lehetsé-

ges térszerkezet jóslására és megfelelõ modellezõprog-
ramok közbeiktatása után számítógépes megjeleníté-
sükre. Fontos azonban megjegyezni, hogy lényeges kü-
lönbség van a kísérleti adatokon (krisztallográfia,
NMR), illetve predikció révén elõállított térszerkeze-
tek valóságtartalma, hitelessége között.  

A proteininformatika a bioinformatika egyik igen
gyorsan fejlõdõ és Magyarországon fejlesztendõ ága.
Tárgykörébe tartozik a fehérjékre vonatkozó adatok
gyûjtése, rendszerezése, a fehérjék elsõdleges és 3D
szerkezetét, funkcióját leíró adatbázisok elõállítása,
fenntartása és folyamatos korszerûsítése (9). A protein-
informatika tehát adatbázisokkal és számítógépes
programcsomagokkal segíti az annotáció egyes lépéseit,
így a molekula térszerkezetének modellezését, a fe-
hérje funkciójának predikcióját, a biológiai hatásért fe-
lelõs régiók elhelyezkedésének valószínûsítését. Kezeli
a proteincsipek adatait, sõt, gyûjti a protein-protein
kölcsönhatásokra vonatkozó információkat is. A pro-
teininformatika hátterében álló erõfeszítéseket a kö-
vetkezõ példa jól szemlélteti. A korábban említett Sváj-
ci Bioinformatikai Intézet (Swiss Institute of Bioin-
formatics) hozta létre a SWISS-PROT adatbázist,
amely egyike az IPI által feldolgozott adatbázisoknak.
A SWISS-PROT 117 406 fehérje aminosavszekven-
ciáját tartalmazza (2002. november 1.). E proteinek
7535 fajból származnak, de a legtöbb fehérje humán, il-
letve egér eredetû. 2001 végén 7600, 2002 novemberé-
ben 8665 humán fehérjére vonatkozó adatot találunk
az adatbázisban. A kísérletileg igazolt vagy predikció
alapján jósolt poszttranszlációs módosítások száma
22 044, míg a polimorfizmusoké – többségük betegség-
hez is kapcsolódik – 14 132. A bemutatott – és kiraga-
dottnak tekinthetõ – összegzõ adatokhoz az intézet dol-
gozói 27 730 tudományos közleményt dolgoztak fel.

Az annotáció folyamatának része a fehérje lokalizá-
ciójának meghatározása, amely többek között „ripor-
termolekulával” (radioaktív izotóp, fluorofor, spin-
jelzõ) jelzett fehérjék segítségével valósítható meg sejt-
frakcionálás, autoradiográfia vagy mikroszkópos tech-
nikák kombinálásával. Ezen információk alapján lehe-
tõség nyílik arra, hogy az egyes fehérjék és bizonyos kór-
képek közötti összefüggés szisztematikusan vizsgálható
legyen az orvosi gyakorlat, a diagnosztika és majdan a
terápia számára. Az elgondolás nem elõzmény nélküli,
hiszen már jóval korábban kimutatták, hogy lehet oki
kapcsolat: a sarlósejtes vérszegénység például össze-
függésben van a hemoglobin béta-láncában bekövetke-
zett glutamin-valin aminosavcserével, ami jelentõsen
befolyásolja a fehérje oxigénmegkötõ képességét.  

Sun és munkatársai 1998-ban publikálták azt a köz-
leményt, amelyben leírják a belsõ fülben kialakult és
klinikailag nehezen diagnosztizálható fekély kimutatá-
sára vonatkozó megfigyeléseiket (10). A szerzõk a
perilympha-folyadék fehérje-összetételét vizsgálták. A
kétdimenziós gélelektroforézis és fehérje-elõhívás után
nyert felvételt mutatja a 7. a. ábra. Összehasonlításként
láthatunk egy-egy olyan elektroforetogramot amely
a cerebrospinalis folyadékból (7. b. ábra), illetve a szé-
rumból (7. c. ábra) készült. A három kép összevetése
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világosan mutatja, hogy a betegbõl származó peri-
lympha tartalmaz egy molekulacsoportot (bekariká-
zott rész), amely nincs jelen a másik két testfolyadék-
ban (és nincs jelen az egészséges fülben sem). A rész-
letes vizsgálatok céljára a foltokat kimetszették a gél-
bõl, enzimatikusan feldarabolták a bennük levõ fehér-
jéket, és tömegspektrométer segítségével azonosítot-
ták a fehérjecsaládot. Megállapították, hogy e vegyüle-
tek az apolipoproteinek családjába tartoznak, és egy-
mástól csak abban különböznek, hogy a polipep-
tidgerinchez milyen hosszúságú és összetételû szén-
hidrátlánc kapcsolódik. E példa szemlélteti azt is, hogy
egy klinikai probléma megoldásához, a megfelelõ terá-
pia kiválasztásához miként járulhat hozzá a proteo-
mika.

A tudományos ismeretek bõvítése mellett jelentõs

gyógyszeripari érdeklõdés kíséri a proteomika ilyen
irányú programjait is. A betegekbõl és egészségesekbõl
származó cerebrospinalis folyadék protein- és peptid-
összetételének összevetésére irányuló, korábban emlí-
tett kutatás például lehetõséget adhat azoknak a fe-
hérjéknek az azonosítására, amelyek a dementia külön-
bözõ formáival összefüggésbe hozhatók. Az azonosí-
tás után sor kerülhet a kiválasztott fehérjék/peptidek
szintetikus, nagy mennyiségben történõ elõállítására és
pontos szerepük tisztázására. E vegyületek azután
diagnosztikumként, illetve gyógyszerként az ipar szá-
mára is vonzóak lehetnek. Nem véletlen, hogy a kuta-
tást kezdeményezõ GeneProt cég partnerei közé tar-
toznak olyan cégek mint a Novartis, Hewlett Packard,
Bruker Daltonics, Waters Corporation és a Swiss
Institute of Bioinformatics. 

Kölcsönhatások

A proteomika, úgy tûnik, az új évszázad története lesz.
Remélem, e rövid áttekintés meggyõzte arról a tisztelt
olvasót, hogy reális lehetõséggé vált az élõ szervezetet
alkotó összes fehérje szerkezetének belátható idõn be-
lüli megismerése. Nehezebb és összetettebb feladatnak
tûnik a proteinfunkciók minden részletre kitérõ felde-
rítése. A fehérjék biológiai szerepének feltárása sokban
múlik azon, hogy a protein-protein, a protein-nuklein-
sav és a protein-lipid kölcsönhatásokról milyen ismere-
teink lesznek. Ahogyan a genom megismerése, az
elválasztástechnika és a tömegspektrometria, valamint
a proteininformatika új módszereinek létrejötte elõfel-
tétele volt a proteomika kialakulásának, úgy a pro-
teomot alkotó fehérjék megismerése és a kölcsönhatá-
sok megfigyeléséhez, jellemzéséhez szükséges módsze-
rek, megközelítések jelentõs fejlõdése kell a teljes pro-
teinvilág mûködésének megértéséhez. A másik kihívást
a kutatás számára az a közismert tény jelenti, hogy a
sejtek, a szervezet és mûködésük idõben folytonosan
változik. Ennek feltétele és egyben következménye is a
fehérjetérkép idõbeli és térbeli mássága. 

A problémák ellenére már most jól látszik, hogy a
proteomika jelentõsen segíti a korszerû orvoslást a ma-
inál hatékonyabb diagnosztikai eljárások és terápiás
szerek kifejlesztésében. 

IRODALOM
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Fisztula típusú fekély kimutatása a belsõ fül labirintu-
sa körüli folyadék 2D gélelektroforézisével nyert fehér-
jetérkép alapján. Az apolipoprotein D fehérjecsoport
(AP30) megjelenik a betegbõl származó perilym-
phában (a), de nem mutatható ki sem a cerebrospinalis
folyadékban (b), sem a szérumban (c). A minták a
pI=4,5–8,0 izoelektromospont-tartományba esõ fehér-
jekomponenseket ábrázolják

Sun, et al. 1998., engedéllyel átvéve
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