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Genomika a proteomika  patří v poslední době 
k nejčastěji skloňovaným slovům nejen v biochemii, ale 
i v analytické chemii, molekulární biologii a v řadě dal�ích 
disciplín. Zatímco genomika nám umo�ňuje lépe se orien-
tovat ve slo�itých otázkách dědičnosti na základě mapová-
ní genů jako základních jednotek dědičnosti, proteomika se 
sna�í o identifikaci v�ech proteinů v určité buňce a určení 
jejich role. V obou případech je nutné mít k dispozici ana-
lytické metody umo�ňující stanovení extrémně nízkých 
koncentrací nukleových kyselin či proteinů ve slo�itých 
biologických matricích. Je skutečně fascinující, jak techno-
logický pokrok v oblasti moderní analytické instrumentace,  
vyvolaný rostoucími po�adavky právě ze strany genomiky 
a proteomiky, posunul hranice analytické chemie do dříve 
nemyslitelných oblastí.  

Dynamický rozvoj analytické proteomiky byl umo�něn 
zejména díky pokrokům hmotnostní spektrometrie, a to 
hlavně vyu�itím nových ionizačních technik MALDI a ESI, 
za které byla v roce 2002 udělena Nobelova cena J. Fen-
novi a K. Tanakovi. V této souvislosti si vzpomínám na 
historku, kterou mi vyprávěl John Fenn. Kdy� poprvé �á-
dal o grant na studium nabíjení velkých biologických mo-
lekul, byla jeho �ádost zamítnuta se zdůvodněním, �e to 
není proveditelné a i kdyby to proveditelné bylo, tak to 
nebude k ničemu u�itečné. Mám pocit, �e tento přístup 
k pravému vyhledávacímu výzkumu, který jedině mů�e vést 
k novým objevům, je celosvětově roz�ířený. U tohoto vý-
zkumu skutečně nelze předem naplánovat ani výsledek ani 
jeho praktické dopady a ve vět�ině případů skutečně nikam 
nevede. Ale ten nepatrný zlomek vede ke skutečným obje-
vům hodným toho jména a u� proto by měl být tento typ 
výzkumu podporován a udr�ován, minimálně v oblasti 
vysokých �kol, kde představuje ideální mo�nost, jak sezná-
mit studenty se skutečnou poznávací činností a ne jen se 
stereotypním opakováním za�itých postupů umo�ňujících 
sice trvalý a konstantní postup, nikoliv v�ak zásadní prů-
lom v oblasti poznání.  

Výsledky genomiky a proteomiky se dnes �iroce uplat-
ňují při studiu příčin  různých chorob, hledání markerů 
patologických stavů, vývoji nových léčiv, při sledování 
kvality a bezpečnosti potravin, vyu�ití nových technických 
enzymů, při enzymatické likvidaci �kodlivin, zvy�ování 

výnosů různých zemědělských plodin a pěstování nových 
odolněj�ích odrůd s ni��ím obsahem nevhodných látek, 
a v mnoha dal�ích oblastech.   

Proto redakce na�eho časopisu pova�uje vydání 
zvlá�tního čísla Chemických listů zaměřeného na tuto ob-
last za plně oprávněné a u�itečné a doufá, �e bude kladně 
přijato i na�imi čtenáři. Výzva k sepsání článků s touto 
tématikou se setkala s tak �irokým ohlasem, �e nebylo mo�-
né v�echny do�lé články zařadit do jediného čísla. Ty člán-
ky, které se do tohoto čísla vzhledem k jeho omezenému 
rozsahu nevejdou, budou vycházet postupně v nově zave-
dené rubrice genomika a proteomika. 

Je mojí milou povinností poděkovat v�em, kteří při-
spěli k vydání tohoto čísla. Zejména jde  o RNDr. Josefa 
Chmelíka, DrSc., který je v roli hostujícího redaktora du-
chovním otcem tohoto čísla a věnoval jeho přípravě obrov-
ské mno�ství času a energie. (Na tomto místě si neodpus-
tím trochu �kodolibě poznamenat, �e není na �kodu, kdy� 
renomovaní autoři ochutnají nelehký redaktorský chlebí-
ček a uvědomí si, jak slo�itá a tě�ká je práce redaktora). 
Dále je třeba poděkovat celé řadě firem, bez jejich� pod-
pory a přispění by toto číslo nespatřilo světlo světa. Mys-
lím si, �e na�e odborná veřejnost by měla znát jména těch-
to firem, kteří podporují aktivity České společnosti chemic-
ké a přispívají k roz�iřování nejmoderněj�ích poznatků 
v moderních chemických disciplínách mezi na�imi čtenáři. 
Proto je uvádím dále v abecedním pořadí: 

Applied Biosystems, Darmstadt 
HPST s. r. o. 
Immunotech a. s. 
Merck, s. r. o. 
Scientific Instruments Brno, spol. s r.o. 
Shimadzu GmBh Praha 
Sigma-Aldrich, s. r. o.  
Spectronex, spol. s r. o.  

Přesto�e se někomu mů�e zdát zaměření jednotlivých 
článků poněkud monotónní, mohu čtenáře ujistit, �e sám 
proces mapování lidského genu a odhalování funkcí jed-
notlivých proteinů v �ivé buňce patří k největ�ím dobro-
dru�stvím lidského poznání v oblasti přírodních věd. 

Jiří Barek 

Proč vy�lo toto číslo 
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1. Úvod 

 
Proteomika se během posledního desetiletí stala jed-

ním z nejdynamičtěj�ích oborů v přírodních vědách. Za to 
vděčí rozvoji molekulární biologie, genomiky, bioinforma-
tiky a spektroskopických a separačních metod,  co� přispě-
lo k zdokonalení analýzy nukleových kyselin (např. rychlé 
sekvenování), separace a charakterizace bílkovin (např. 
dvourozměrná gelová elektroforéza a chromatografie, nové 
ionizační metody hmotnostní spektrometrie). Vyu�ití výpo-
četní techniky pro zpracování dat získaných hmotnostní 
spektrometrií umo�nilo rychlou identifikaci bílkovin. 

Existuje celá řada definic proteomiky. Za jednu 
z nejlep�ích pova�uji tuto: proteomika je obor, který se zabý-
vá systematickou analýzou bílkovin z hlediska jejich identi-
ty, mno�ství a funkcí. Jiné definice popisují spí�e jednotlivé 
oblasti studia bílkovin (např. identifikaci, vztahy mezi struk-
turou a funkcí) nebo způsob získávání údajů (např. rychlá 
identifikace bílkovin zejména pro diagnostické účely). 

Prudce rostoucí počet publikací znesnadňuje začínají-
cím proteomikům získat ucelenou představu. Toto číslo 
Chemických listů je věnováno předev�ím chemickým 
a analytickým metodám vhodným k identifikaci bílkovin 
(tedy tzv. analytické proteomice), bioinformatice, někte-
rým vztahům mezi genomem a proteomem, vybraným 
skupinám bílkovin a několika příkladům identifikace bíl-
kovin a je určeno zejména studentům a dal�ím zájemcům, 
kteří nemají přístup k zahraniční literatuře. Tento článek 
proto upozorňuje na dal�í práce věnované proteomické 
problematice publikované v českých časopisech. Proto�e 
dosud publikované proteomické příspěvky v české literatu-

ře v důsledku různých přístupů jednotlivých autorů působí 
poněkud roztří�těně, pokusil jsem se v tomto článku shr-
nout a utřídit některé častěji pou�ívané termíny a metody 
s cílem usnadnit čtenářům pochopení dal�ích prací v tomto 
čísle, které jsou shrnuty v závěrečné části tohoto příspěvku.   

  
2. Přístupy k proteomickému studiu 

 
Existuje celá řada rozdílných přístupů k proteo-

mickému studiu jak z hlediska pou�ité metodologie, tak 
účelu a cílů. V následující části budou zmíněny jenom 
vybrané častěji pou�ívané přístupy: 

Analytická proteomika je zalo�ena na kombinaci se-
parace bílkovin ze slo�itých biologických směsí, jejich 
charakterizaci hmotnostní spektrometrií a na bioinforma-
tickém zpracování získaných údajů. Hlavním cílem je 
identifikace bílkovin včetně stanovení molekulové hmot-
nosti, sekvence (pořadí) aminokyselin a určení post-
translačních modifikací. Dal�ími cíli jsou např. charakteri-
zace nekovalentních interakcí bílkovin s jinými látkami 
a kvantitativní stanovení heterogenity. 

Strukturní proteomika se zabývá studiem struktury 
bílkovin s pou�itím krystalografie, NMR, MS a řady dal-
�ích technik s cílem pochopit strukturní chování bílkovin 
(tvorbu a stabilitu nativní konformace) a vyu�ít tyto po-
znatky v proteinovém in�enýrství při modifikacích bílko-
vin pro specifické účely (léčiva, průmyslové enzymy atd.). 

Funkční proteomika se zabývá nejen funkcí bílkovin, 
ale zejména studiem komplexních �ivotních procesů, je-
jich� pochopení má zásadní význam pro studium vývoje 
organismu či mechanismu a léčbu nemocí. 

Diferenční (srovnávací) proteomika je zalo�ena na 
analýze slo�itých směsí bílkovin, která sleduje změny slo-
�ení bílkovin při různých stavech organismu (např. nor-
mální versus patalogický stav) s cílem nalézt a identifiko-
vat rozdílně se vyskytující bílkoviny. 

High-throughput proteomika je zaměřena na rychlé 
získávání velkého mno�ství údajů o bílkovinách, co� je 
důle�ité zejména pro screeningové účely ve zdravotnictví, 
zemědělství, kontrole potravin atd. 

High-coverage proteomika se zabývá získáváním 
údajů o sekvenci aminokyselin včetně posttranslačních 
modifikací bílkovin s cílem co nejvy��ího pokrytí primární 
struktury (tj. stanovením pořadí co nejvy��ího počtu ami-
nokyselinových zbytků v bílkovině), co� je důle�ité při 
studiu role bílkovin v �ivotních procesech. 

Bottom-up proteomika představuje �klasický� postup 
identifikace bílkovin, kdy je daná bílkovina nejprve izolo-
vána ze směsi, potom enzymově roz�těpena na směs peptidů, 
které jsou charakterizovány hmotnostní spektrometrií 
(molekulová hmotnost, případně sekvence). K tomu jsou 
vět�inou vyu�ívány specifické peptidy, tj. peptidy, které od-
povídají specificitě pou�itého enzymu (zpravidla trypsinu).  
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Shotgun proteomika je obecný postup pro identifikace 
bílkovin, kdy je neseparovaná směs bílkovin nejprve enzy-
mově roz�těpena na směs peptidů, které jsou následně 
separovány  vhodnou metodou (nejčastěji HPLC) a potom 
sekvenovány tandemovou  hmotnostní spektrometrií (často 
jsou vyu�ívány i nespecifické enzymy např. proteinasa K). 
Jedna z metod se nazývá MudPIT (multidimensional pro-
tein identification technology, vícerozměrná technologie 
identifikace bílkovin). 

Top-down proteomika je postup identifikace bílkovin, 
kdy je daná bílkovina nejprve izolována ze směsi a potom 
charakterizována (nejvýhodněji je celá molekula fragmen-
tována v hmotnostním spektrometru). Tento přístup přiná�í 
rychlé informace o molekulové hmotnosti, sekvenci ami-
nokyselin  a posttranslačních modifikacích. 

 
 

3. Metody proteomického studia 
 
Příprava vzorku pro identifikaci je velmi důle�itá. 

Není příli� rozumné začít homogenizací celého organismu 
a z této komplexní směsi se sna�it charakterizovat celý 
proteom. I kdyby se to podařilo, co� v současnosti se neda-
ří plně ani pro mikroorganismy, nezískáme více informací 
ne� ty, které známe ji� z genomu. Proto je nutné si defino-
vat na začátku ka�dého projektu jeho cíle a na tomto zá-
kladě vzorek dostatečně zjednodu�it (vybrat jen určitou 
část organismu nebo typ bílkovin) a tomu přizpůsobit izo-
lační postup (výběr extrakčních činidel, separační metody 
atd.). 

Tradiční metodou analytické proteomiky je dvouroz-
měrná gelová elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, 
vyu�ívaná nejen k separaci bílkovin, ale i k získávaní 
dvourozměrných map bílkovin, které lze přímo vyu�ít 
k proteomické charakterizaci organismů, tkání, buněk, 
metabolických procesů atd.1−3. Dal�í tradiční metodou je 
Edmannova degradace bílkovin vyu�ívaná k jejich sekve-
naci, která je nyní nahrazována hmotnostní spektrometrií4. 
Dvourozměrná kapalinová chromatografie spí�e doplňuje 
ne� nahrazuje dvourozměrnou gelovou elektroforézu5. Její 
největ�í předností je, �e separované bílkoviny jsou 
v roztoku, a lze je tedy snadno pou�ít ke stanovení jejich 
molekulové hmotnosti, ze které lze rychle zjistit, zda je 
bílkovina posttranslačně modifikovaná. Tyto bílkoviny lze 
pou�ít pro dal�í studium. Existuje řada dal�ích metod, které 
umo�ňují izolovat bílkoviny pro proteomické účely. Část 
z nich je zalo�ena na principu kapilární elektroforézy a isoe-
lektrické fokusace v kapalině6−8, dal�í vyu�ívají field-flow 
frakcionaci9 pro izolaci bílkovin10 nebo biologických částic11. 
Nejdůle�itěj�í jsou stále metody chromatografické. Kromě 
dvourozměrné kapalinové chromatografie se vyu�ívají 
v proteomice i dal�í techniky (např. gelová chromatogra-
fie12), ale stále důle�itěj�í úlohu hrají afinitní techniky13−15. 

Dynamický rozvoj analytické proteomiky byl umo�-
něn zejména díky pokrokům hmotnostní spektrometrie, 
a to hlavně vyu�itím nových ionizačních technik MALDI 
a ionizace elektrosprejem (ESI), za které byla v roce 2002 
udělena Nobelova cena K. Tanakovi a J. Fennovi. Existuje 
několik hmotnostně spektrometrických způsobů identifika-

ce bílkovin: stanovení molekulové hmotnosti intaktních 
bílkovin, PMF (peptide mass fingerprinting, peptidové 
mapování), fragmentační analýza peptidů a fragmentační 
analýza intaktních bílkovin. 

Stanovení molekulové hmotnosti intaktní bílkoviny 
sice nelze pova�ovat za dostatečnou identifikaci, na dru-
hou stranu poskytuje okam�itou informaci o mo�ných 
posttranslačních modifikacích. 

PMF vyu�ívá stanovení molekulové hmotnosti pepti-
dů vzniklých specifickým �těpením bílkovin určitým enzy-
mem, stanovené molekulové hmotnosti peptidů jsou po-
rovnány s teoretickými molekulovými hmotnostmi peptidů 
vzniklých specifickým �těpením stejným enzymem v�ech 
bílkovin v databázích. Výhodou je, �e tento postup vy�a-
duje velmi malé mno�ství bílkovin a �e ho lze snadno au-
tomatizovat. Nevýhodou je pak nejednoznačnost výsled-
ků při analýze směsí bílkovin a to, �e jde pouze o nepří-
mou identifikaci, která selhává u mutací a posttranslačních 
modifikací. 

Fragmentační analýza vyu�ívá stanovení molekulové 
hmotnosti fragmentových iontů vzniklých v hmotnostním 
spektrometru  z peptidů ke stanovení jejich aminokyselino-
vé sekvence. Ta je potom vyu�ita pro identifikaci v databá-
zích. Původně byla tato technika náročněj�í a pomalej�í ne� 
PMF, proto�e byla vyvinuta pro elektrosprejovou tandemo-
vou hmotnostní spektrometrii (ESI MS/MS), ale rychlý 
rozvoj tandemových technik MALDI (např. MALDI TOF/
TOF, MALDI Q-TOF) umo�nil pou�ití stejného vzorku 
pro oba přístupy.  Navíc fragmentační analýza peptidů 
umo�ňuje i analýzu nespecifických peptidů16 nebo stano-
vení sekvence aminokyselin u bílkovin, které nejsou 
v databázích, tzv. de novo sekvenací. Fragmentační analý-
za intaktních bílkovin s pou�itím MS přiná�í v případech, 
kdy je daná bílkovina nejprve izolována ze směsi a potom 
fragmentována tandemovou hmotnostní spektrometrií, 
informace o molekulové hmotnosti, sekvenci aminokyselin  
a posttranslačních modifikacích18. 

Údaje získané z MS/MS analýzy peptidů lze interpre-
tovat několika postupy. Dříve se pou�ívala ruční interpre-
tace kolizních spekter, kdy je získaná sekvenční informace 
pou�ita k prohledávání databáze bílkovin vyhledávacím 
programem. Zpracování obrovského mno�ství dat získané-
ho hmotnostní spektrometrií si vy�ádalo mo�nost přímého 
vyu�ití experimentálních MS/MS dat pro vyhledávací pro-
gramy. Dal�í rozvoj výpočetní techniky a bioinformatiky 
nejen pro rychlou identifikaci bílkovin, ale i pro zji�ťování 
jejich biologické role, je nezbytnou podmínkou splnění 
cílů proteomického výzkumu.  

 

4. Cíle proteomiky 
 
Proteomika, která prochází v posledních letech rych-

lým vývojem, zasahuje do v�ech oblastí vědy i aplikací, 
kde nějakou roli hrají bílkoviny.  Hlavním cílem proteomi-
ky  je popis a vysvětlení role bílkovin v procesech, které 
probíhají v organismech, co� zahrnuje identifikaci bílkovin 
(včetně stanovení molekulové hmotnosti, sekvence amino-
kyselin, kvantitativní stanovení heterogenity, určení vazeb 
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S�S  a posttranslačních modifikací), interakce bílkovin 
s jinými látkami, kvalitativní i kvantitativní stanovení 
změn slo�ení bílkovin během biologických procesů atd. 
Nejdůle�itěj�í jsou aplikace proteomiky v medicíně 
(studium příčin a mechanismů chorob, nalezení markerů 
patologických stavů), farmacii (hledání a vývoj léčiv), 
potravinářství (kvalita a bezpečnost potravin, nové výrobní 
procesy), průmyslu (technické enzymy), ochraně �ivotního 
prostředí (likvidace �kodlivin enzymy), zemědělství 
(zvy�ování výnosů, pěstování nových odolněj�ích odrůd 
s ni��ím obsahem �kodlivých látek) atd.   

Proteomika generuje stále vět�í mno�ství dat o bílko-
vinách v makromolekulárních komplexech, buňkách, orga-
nelách, tkáních i celých organismech a tempo získávání 
dat se neustále zrychluje. Současně se zlep�ují a vyvíjejí 
nové proteomické techniky, a to jak analytické, biologické, 
tak zejména bioinformatické, neboť produkované mno�ství 
dat přesahuje mo�nosti nepočítačového zpracování. 

 
 

5. Obsah proteomického čísla Chemických listů 
 
Prudký rozvoj proteomiky nebyl dosud příli� zachy-

cen v české odborné literatuře3, proto se výbor proteomic-
ké sekce České společnosti pro biochemii a molekulární 
biologii spolu s redakcí Chemických listů dohodl na pří-
pravě proteomického čísla, které by poskytlo českým zá-
jemcům pokud mo�no ucelený přehled této problematiky. 
Na počátku jsem oslovil asi 30 pracovníků, kteří se u nás 
proteomikou zabývají, aby napsali příspěvek na určité 
téma. Asi dvě třetiny oslovených vyhovělo mé �ádosti 
a první část společného úsilí nyní čtenářům předkládáme. 
Druhá část příspěvků bude v Chemických listech publiko-
vána v roce 2006, kde se mimo jiné objeví referáty o gly-
koproteinech, měření protemických dat a studiu trojroz-
měrné struktury bílkovin hmotnostní spektrometrií. 

Úvodní články první části shrnují historii, vývoj 
a obecněj�í přístupy proteomiky19,20. Následující příspěvky 
popisují moderní chemické proteomické postupy, vyu�ití 
proteolytických enzymů21, integrovaných ře�ení22 a mik-
rofluidiky23 v proteomice. Dal�í příspěvek se zabývá důle-
�itou skupinou bílkovin fosfoproteiny24. Tři firemní pří-
spěvky popisují moderní hmotnostně spektrometrickou 
instrumentaci25−27. 

Aplikace jsou jednak zaměřeny na vyu�ití dvojroz-
měrné kapalinové chromatografie pro izolaci bílkovin28, 
jednak na vyu�ití proteomiky v molekulární toxikologii29, 
na charakterizaci proteomu bakteriofága 812 (cit.30) a na 
proteomickou identifikaci glutenových bílkovin31.   

 
Tato práce byla podpořena prostředky výzkumnému 

záměru M�MT č. Z40310501.  
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Proteomics is a fast developing field aimed at protein 

identification. Its development was made possible by im-
provement of separation and spectroscopic techniques, and 
development of bioinformatics necessary for data evalua-
tion. This review summarizes some basic approaches, aims 
and methods (including MS, electrophoresis, chromatogra-
phy, focusing field-flow fractionation, etc.). The review 
opens a special proteomics issue of the journal. 
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Úvod 

 
Termín �genom� označuje ve�kerou výbavu nukleo-

vých kyselin, které zaji�ťují buněčnou dědičnost a kódují 
strukturu i funkční projev buňky. Analogicky �proteom� 
zahrnuje v�echny bílkoviny (proteiny), které tvoří převa�u-
jící součást buněčných struktur a vykonávají prakticky 
v�echny buněčné funkce: převádějí a zpracovávají biolo-
gickou informaci, uskutečňují výměnu látek a energie 
(metabolismus).  

Slovo �proteom� (proteome; protein complement of 
the genome) pou�il poprvé australský doktorand Mark 
Wilkins v r. 1994 na konferenci v Sieně. Vznikl nový obor 
zvaný proteomika, jeho� náplní je globální identifikace 
proteinů v určité zdravé nebo nemocné buňce či tkáni 
a studium jejich funkce či interakce1. Velmi brzy se ukáza-
lo, �e proteomika bude v porovnání s genomikou, studiem 
na úrovni nukleových kyselin, daleko slo�itěj�í. Příčinou je 
proměnlivost určitého proteomu během buněčného růstu 
a diferenciace, ale i vliv funkčních produktů jiných buněč-

ných typů či vnitřního prostředí organismu, které se mění 
v závislosti na stárnutí, při adaptaci na změny vněj�ího 
prostředí a v průběhu nemoci. Proteiny jsou stále pozmě-
ňovány. Navazují se na ně fosforečné, cukerné nebo lipi-
dové skupiny, spojují se s jinými proteiny do vět�ích mole-
kulárních celků. Děje se tak v průběhu jejich syntézy i po 
dobu jejich setrvání v organismu. Mno�ství jednotlivých 
proteinů v jediné eukaryotické buňce se odhaduje  
v rozmezí od 1 do 106 molekul a  dosahuje a� 1010 v séru2. 
Není tedy divu, �e základní skladba lidského genomu byla 
rozlu�těna během jediného roku na robotických zařízeních 
a DNA sekvenátorech americké firmy Celera Genomics 
Craiga Ventera, zatímco pro sestavení proteomu jsou ne-
zbytné citlivé metody dělení proteinů, jejich automatické 
zpracování a náročné určování proteinů hmotnostní spekt-
rometrií.  

Proteomika je klíčem k systematickému studiu biolo-
gických dějů. Vývoj směřuje ke stále citlivěj�ím metodám. 
Cílem je identifikovat a charakterizovat proteiny v nejni�-
�ích mo�ných koncentracích. 
 
 
2. Rozvoj proteomiky  

 
2 . 1 . C e s t a  o d  g e n o m u  k  p r o t e o m u  

Technologický rozvoj analytické proteinové chemie 
kolem roku 1990 byl původně zaměřen na zvy�ování citli-
vosti metod pou�ívaných k identifikaci proteinů dělených 
na gelech. Nejčastěji bylo pou�íváno určování sledu ami-
nokyselin od N-konce neporu�ených proteinů nebo enzy-
mově �těpených proteinových fragmentů (Edmanovo sek-
venování), ale tento způsob byl pomalý a málo citlivý3. 
V těchto letech byly u� rozlu�těny genomy několika mik-
roorganismů a to vytvořilo předpoklady k identifikaci pro-
teinů pomocí genových databází. Efektivnost tohoto pří-
stupu byla v�ak omezena schopností určit částečnou sek-
venční informaci z daného proteinu a srovnat ji s daty ulo-
�enými v genových databázích.  

 
2 . 2 . D ě l e n í  p r o t e i n ů   

K dělení proteinů se stále pou�ívá dvojrozměrná gelo-
vá elektroforéza (2DE). Poprvé byla popsána v roce 1975 
nezávisle třemi různými autory4−6. Předností této metody 
je rozdělení jednotlivých proteinů ze směsi získané z bu-
něk, tkání či tělních tekutin na gelech podle dvou nezávis-
lých biochemických charakteristik. Nejprve jsou proteiny 
v prvním směru rozděleny podle svých nábojů (do isoelek-
trických bodů, pI) a poté v kolmém směru podle svých 
molekulových hmotností. Výsledkem je tzv. proteinová 
mapa, v ní� ka�dý protein zaujímá charakteristikou pozici. 
Proteiny v gelu jsou vizualizovány barvením různými způ-
soby, přičem� nejvy��í citlivosti dosahuje stříbření7. Tech-
nika 2DE jako první umo�nila a  podpořila současnou 
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kvantitativní  analýzu velkého počtu proteinů. 
Metoda 2DE přispěla ji� v 80. letech k sestavování 

proteinových databází. V této době byly také navr�eny 
statistické metody (shlukovací algoritmy či metoda hlav-
ních komponent) hodnocení proteinových map. Identifika-
ci proteinů z gelů v�ak umo�nilo a� pou�ití nových analy-
tických přístrojů, které byly vyvinuty na počátku 90. let. 

 
2 . 3 . I d e n t i f i k a c e  p r o t e i n ů  h m o t n o s t n í  

s p e k t r o m e t r i í  
V hmotnostní spektrometrii (MS) je měřena hmotnost 

molekuly (přesněji poměr hmotnosti k náboji), která musí 
být nejprve ionizována a přenesena do vysokého vakua 
přístroje. Zatímco analýza malých molekul byla úspě�ná, 
látky s vy��í molekulovou hmotností se rozkládaly. Vývoj 
dvou metod, ionizace elektrosprejem8 (ESI) a laserová 
desorpce za přítomnosti matrice9 (MALDI, matrix-assisted 
laser desorption/ionization) ke konci 80. letech druhého 
tisíciletí vyře�il tento problém a otevřel cestu k výrobě 
nových typů přístrojů. Iontové zdroje MALDI jsou nejčas-
těji spojeny s analyzátorem hmotnosti TOF (time of 
flight), zatímco ESI je obvykle spojen s iontovou pastí (IT) 
nebo kvadrupolovým (Q) radiofrekvenčním typem analy-
zátoru. Vedle MALDI-TOF jsou také dostupné hmotnostní 
spektrometry vyu�ívající ESI iontové zdroje a hybridní Q-
TOF analyzátory10.  

Četné experimenty potvrdily, �e stanovení hmotnosti 
proteinů, pokud nedosahuje extrémní přesnosti, nestačí 
k jejich určení. To umo�ní teprve hmotnosti peptidů, které 
vzniknou �těpením proteinu na specifických místech. Iden-
tifikace pak spočívá v srovnání spektra experimentálních 
peptidů s teoretickými spektry vypočítanými ze sekvenčních 
databází. V roce 1993 bylo publikováno pět nezávislých 
sdělení o vyhledávacích databázových algoritmech11−15. Tak 
vznikly metody  známé  jako peptidové hmotnostní mapo-
vání či otiskování (peptide mass mapping/fingerprinting). 

 
 

3. Současná tvář proteomiky 
 

3 . 1 . E l e k t r o m i g r a č n í  t e c h n i k a :   2 D E  a  M S  
Dvojrozměrná polyakrylamidová elektroforéza zůstá-

vá základem proteomiky16. Pou�ití imobilizovaných pH 
gradientů do velké míry vyře�ilo problém reprodukovatel-
nosti prvého rozměru a usnadnilo dělení bazických protei-
nů. Zdokonaluje se účinnost solubilizace membránových 
proteinů, i kdy� přetrvávají problémy s hydrofobními pro-
teiny nebo proteiny o extrémní velikosti či pI. Objevují se 
i dal�í postupy jako techniky diferenčního fluorescenčního 
značení proteinů (DIGE) či fluorescenční detekce separo-
vaných proteinů, která výrazně roz�iřuje oblast linearity 
při kvantifikaci proteinů. Počítačové vyhodnocování vel-
kého počtu proteinových map, nezbytné pro úplné objas-
nění různých biologických procesů, se vylep�uje a automa-
tizuje díky novému programovému vybavení, přesto stále 
vy�aduje určité manuální zásahy. Hmotnostní spektromet-
rie MALDI-TOF se stala metodou první volby při identifi-
kaci proteinů dělených 2DE. 

3 . 2 . C h r o m a t o g r a f i c k é  t e c h n i k y :  L C - M S  

Omezení související s pou�itím klasické elektromi-
grační techniky vedla k rychlému rozvoji pokročilej�í ge-
nerace proteomických technik, zejména kombinace kapali-
nové chromatografie (LC) a tandemové hmotnostní spekt-
rometrie (MS/MS), a značení stabilním izotopem10. Tyto 
techniky jsou zalo�eny na podmínce, �e měření peptidů 
vzniklých proteolytickým �těpením komplexní směsi pro-
teinů mů�e být pou�ito jak pro identifikaci proteinů, tak 
pro jejich relativní kvantifikaci. Při pou�ití LC-MS postu-
pu jsou peptidy děleny kapalinovou chromatografií s re-
verzní fází (RP-HPLC) a poté  jsou nastříknuty na hmot-
nostní spektrometr ESI. Softwarové vybavení přístroje 
mů�e vybrat jednotlivé prekurzorové ionty pro tandemo-
vou MS/MS analýzu. Ty jsou pak fragmentovány za vzni-
ku dceřinných iontů, které jsou dále změřeny a zobrazeny 
ve výsledném spektru MS/MS a udávají aminokyselinovou 
sekvenci prekurzoru. Vzhledem k vysoké kapacitě kolon 
RP-HPLC a vysoké analytické schopnosti ESI-MS je mo�-
né analyzovat velmi komplexní směsi peptidů, co� bylo 
poprvé demonstrováno na příkladu peptidů prezentova-
ných hlavním histokompatibilním komplexem imunitního 
systému17. Je zřejmé, �e analyzátor hmotnostního spektro-
metru je jeho rozhodující součástí a schopnost generovat 
hmotnostní spektra udávající informace o iontech odvoze-
ných ze studovaných peptidů/proteinů je klíčovým prvkem 
v kontextu  současné proteomiky. Vedle ji� zmíněných 
analyzátorů typu IT, TOF a Q, je nutné zmínit i analyzátor 
typu FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron resonance)
18, který vychytává ionty podobně jako iontová past, av�ak 
za podmínek vysokého vakua v silném magnetickém poli. 
Jeho předností je vysoká přesnost měření hmotnosti a roz-
li�ení. V posledních letech se úspě�ně prosazují nové kon-
figurace iontových zdrojů a hmotnostních analyzátorů, 
např. MALDI-TOF/TOF, kde je mezi dva analyzátory 
TOF vlo�ena kolizní cela. MALDI-generované prekurzo-
rové ionty jsou v prvním analyzátoru TOF analyzovány 
podle poměru jejich hmotnosti a náboje (m/z) a vybrané 
ionty pak procházejí kolizní celou, kde jsou dále fragmen-
továny a hmotnosti iontových fragmentů jsou měřeny ve 
druhém analyzátoru TOF (cit.19). Obdobně mů�e být vlo-
�ena kolizní cela i mezi quadrupolový iontový filtr a ana-
lyzátor TOF (Q-TOF). Tyto hybridní přístroje poskytují 
informačně bohatá hmotnostní spektra a v současné prote-
omice zaujímají dominantní místo při identifikaci i  de 
novo sekvenaci proteinů. 

 
3 . 3 . I d e n t i f i k a c e  a  k v a n t i f i k a c e  p r o t e i n ů  

Ve snaze přidat LS-MS přístupům kvantitativní 
aspekt studia proteomů byly navr�eny různé postupy, které 
vyu�ívají skutečnosti, �e páry chemicky identických analy-
tů s různým izotopickým slo�ením mohou být rozli�eny 
v hmotnostním spektrometru díky rozdílu v jejich hmot-
nosti a �e poměr signálních intenzit těchto párových analy-
tů udává jejich relativní mno�ství. Stabilní izotopové znač-
ky mohou být do peptidů zavedeny metabolicky pomocí 
značených aminokyselin, enzymově prostřednictvím pře-
nosu 18O z vody do peptidů20, nebo chemickou reakcí vyu-
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�ívající např. ICAT (isotope-coded affinity tags)21. V sou-
časné době jsou popsány chemické postupy pro specifické 
izotopové značení skupin SH, aminoskupin, N-vázaných 
glykosacharidů aj. Značení určitých skupin či struktur je 
závislé na navr�ení vhodných chemických reakcí. V po-
sledním období bylo popsáno tzv. značení SILAC (stable 
isotope labeling with amino acid in cell culture)22, kdy je 
do proteinů jednoho z porovnávaných vzorků inkorporo-
ván 13C-arginin. Nezanedbatelnou výhodou je, �e takto 
mů�e být označeno převá�né mno�ství peptidů ani� by 
bylo nezbytné pou�ít chemické reakce. 

 
 

4. Aplikace proteomiky 
 

4 . 1 . P r o t e i n o v é  p r o f i l o v á n í  
Proteiny buněk, tkání či tělních tekutin mohou být  

v současné době  charakterizovány pomocí vý�e popsa-
ných metod. Jedno mo�né měřítko technického pokroku je 
počet identifikovaných proteinů. Pro komplexní vzorek 
tato čísla v současné době dosahují tisíce. Je jistě lákavé 
systematicky analyzovat proteiny  exprimované v buňkách 
a tkáních, získat úplné proteinové mapy a uspořádat pří-
slu�né proteinové databáze. Nicméně,  �ádnou kompletní 
mapu jediného proteomu se dosud  nepodařilo získat 
a tento fakt dokumentuje potřebu dal�ího technologického 
vývoje v proteomice. Na rozdíl od jednoduchého vyzdvi-
hování analytického charakteru pou�itých metod je v�ak 
logické zdůraznit u proteomických studií  potřebu ře�it 
určitou biologickou otázku. Mnohé studie jsou proto za-
měřeny na sledování změn proteinových profilů v zá-
vislosti  na funkčním stavu buňky či tkáně.  Získaná data 
jsou v�ak spí�e semikvantitativní zalo�ená na relativní 
kvantifikaci a představují seznam kandidátních proteinů 
typických pro sledovaný biologický jev. Aby byl pohled 
uceleněj�í, je nutné kombinovat i mnohé proteomické 
techniky, které často poskytují komplementární výsledky. 

 
4 . 2 . P o s t t r a n s l a č n í  m o d i f i k a c e  

Mnohé proteiny jsou posttranslačně modifikovány 
a počet mo�ných modifikací aminokyselin dosahuje 200. 
Tyto posttranslační modifikace (PTM) jsou vět�inou rever-
zibilní a mají významnou regulační úlohu23. Vzhledem 
k tomu, �e prakticky v�echny PTM jsou spojeny se změ-
nou molekulové hmotnosti proteinu, jsou metody hmot-
nostní spektrometrie ideálním prostředkem  k určení  typu  
modifikace, ale i aminokyseliny, na které se modifikace 
nachází. Proteomová analýza PTM je v�ak mnohem obtí�-
něj�í ne� jednoduchá  identifikace proteinu, a to z důvodů 
nízké stechiometrie PTM, lability a reverzibility vazby,  
a potřeby izolovat modifikovaný peptid obsahující PTM 
(cit.24) .  

 
4 . 3 . P r o t e i n o v é  i n t e r a k c e  

Interakce protein-protein jsou důle�ité nejen 
z hlediska regulace funkce proteinů, ale i jejich vnitrobu-
něčné lokalizace. Mnohé biologicky relevantní interakce 
probíhají s nízkou afinitou, jsou přechodné a závislé na  

specifickém buněčném mikroprostředí. Proteomický pří-
stup ke studiu proteinových komplexů vy�aduje jejich 
specifické obohacení či purifikaci s následnou  analýzou 
navázaných proteinů. Získání dostatečného mno�ství pro-
teinového komplexu s po�adovanou čistotou v�ak předsta-
vuje nesnadný úkol. Specifické strategie musí být formulo-
vány pro ka�dý sledovaný proteinový komplex  a jemné 
separační techniky musí být zvoleny tak, aby nedocházelo 
k naru�ení proteinových interakcí. Mezi nejčastěji pou�í-
vané izolační postupy patří afinitní purifikace interagují-
cích proteinů a identifikační část experimentů kombinuje 
elektromigrační i chromatografické separace s hmotnostní 
spektrometrií25. Proteinové interakce mohou být určovány 
také pomocí proteinových čipů (arrays)24. Na  malých 
destičkách jsou navázané specifické proteinové sondy a po 
kultivaci s buněčným lyzátem je interagující cílový protein 
prokázán pomocí fluorescence či jinou optickou metodou, 
popřípadě hmotnostní spektrometrickou technikou SELDI 
(surface enhanced laser desorption ionization). 

 
 

5. Kam směřuje proteomika  
 
Proteomika je dynamickým oborem, který se zabývá 

systematickým studiem proteomů neboli souborů buněč-
ných a tkáňových bílkovin s cílem poskytnout  podrobné 
poznatky  o funkci, struktuře a kontrole biologických sys-
témů. Vět�ina velkých farmaceutických firem otevřela 
vlastní proteomová centra a mnoho biotechnologických 
společností má proteomiku jako hlavní program. Veřejný 
výzkum lidského proteomu je řízen mezinárodní organizací 
HUPO (Human proteome organization − www.hupo.org) 
a nedávno zalo�ená EuPA (European proteomics associati-
on) se zaměřuje i na výzkum proteomů mnoha dal�ích 
�ivoči�ných druhů a podporuje aktivity národních proteo-
mických společností v Evropě. Také Proteomická sekce 
České společnosti pro biochemii a molekulární biologii  je 
členem  EuPA a aktivně vstupuje do evropského ale i celo-
světového protemického výzkumu.  

Přesto�e má proteomika multidisciplinární charakter, 
nejvýznamněj�í přínosy se očekávají v oblasti biomedicí-
ny. Poznání proteinů, které se vyskytují v lidském organis-
mu v nepředstavitelně mizivých mno�stvích miliontin 
mikrogramů nebo po nesmírně krátkou dobu, umo�ní po-
znat slo�ité regulace a hierarchické úrovně lidského orga-
nismu a polo�í solidní i kdy� slo�ité základy pro klinickou 
medicínu zítřka. 

 
 

LITERATURA 
 
1. Wilkins M. R., Sanchez J.-C.,  Gooley A. A., Apper 

R. D., Humphery-Smith I., Hochstrasser D. F., Willi-
ams K. L.: Biotech. Gen. Eng. Reviews 13, 19 
(1995). 

2. Patterson S. D., Aebersold R. H.: Nature Genetics 
Suppl. 33, 311 (2003). 

3. Aebersold R. H., Leavitt J., Saavedra R. A., Hood L. 



Chem. Listy 99, 886 − 889 (2005)                                                                                                                                            Referáty 

889 

E., Kent S. B.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84, 6970 
(1987). 

4. O´Farrell P. H.: J. Biol. Chem. 250, 4007 (1975). 
5. Scheele G. A.: J. Biol. Chem. 250, 5275 (1975). 
6. Klose J.: Humangenetik 26, 231 (1975). 
7. Hochstrasser D. F. Merrill C. R.: Appl. Theor. 

Electrophor. 1, 35 (1988). 
8. Fenn J. B.,  Mann M., Meng C. K., Wong S. F., Whi-

tehouse C. M.: Science 246, 64 (1989). 
9. Karas M., Hillenkamp F.: Anal. Chem. 60, 2299 

(1988). 
10. Aebersold R. H., Mann M.: Nature 422, 198 (2003). 
11. Henzel W. J., Billeci T. M., Stults J. T., Wong S. C., 

Grimley C., Watanabe C.: Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 90, 5011 (1993). 

12. Mann M., Hojrup P., Roepstorff P.: Biol. Mass 
Spectrom. 22, 338 (1993). 

13. Pappin D. J. C., Hojrup P., Bleasby A. J.: Curr. Biol. 
3, 327 (1993). 

14. James P., Quadroni M., Carafoli E., Gonnet G.: Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 195, 58 (1993). 

15. Yates J. R. III, Speicher S. Griffin P. R. Hunkapiller 
T.: Anal. Chem. 214, 397 (1993). 

16. Griffin T. J., Aebersold R. H.: J. Biol. Chem. 276, 
45497 (2001). 

17. Hunt D. F., Henderson R. A., Shabanowitz J., Saka-
guchi K., Michel H., Sevilir N., Cox A. L., Appella 
E., Engelhard V. H.: Science 255, 1263 ( 1992). 

18. Martin S. E., Shabanowitz J., Hunt D. F., Marto J. A.: 
Anal. Chem. 72, 4266 (2000). 

19. Medzihradszky K. F. , Campbell J. M., Baldwin M. 
A., Falick A. M., Juhasz P., Vestal M. L., Burlingame 

A. L.: Anal. Chem. 72, 552 (2000). 
20. Yao X., Freas A., Ramirez J., Demirev P. A., Fen-

selau C.: Anal. Chem. 73, 2836 (2001). 
21. Gygi S. P., Rist B., Gerber S. A., Turecek F., Gelb M. 

H ., Aebersold R. H.: Nature Biotechnol. 17, 994 
(1999). 

22.  Ong S. E., Blagoev B., Kratchmarova I., Kristensen 
D. B., Steen H., Pandey A., Mann M.: Mol. Cell. 
Proteomics 1, 376  (2002). 

23. Krishna R., Wold F., v knize: Protein structure � A 
practical Approach (Creighton T. E., ed.), 2. vydání, 
str. 91. Oxford University Press, New York 1997. 

24. Simpson R. J.: Proteins and Proteomics. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press 2003. 

25. Huber L. A.: Nature Rev. 4, 74 (2003). 
 
 
 
H. Kovářová (Institute of Animal Physiology and 

Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Liběchov, Czech Republic): Proteomics in Postgenome 
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Proteomics studies protein properties to provide an 

integrated view of cellular processes. Proteome, which is 
the protein complement of a genome, provides a platform 
for proteomics. Proteomics, a burgeoning field at present, 
is aimed at profiling and characterizing gene expression at 
the protein level, their post-translational modifications and 
interactions. The review is devoted to the most important 
events in the short history of proteomics and to recent 
trends and developments in the field.  
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1. Úvod  
 

Biologický výzkum  pro�el v posledních letech zásad-
ním posunem spočívajícím v propojení klasických mole-
kulárně-genetických a biochemických technik s metodami 
fyzikálními, fyzikálně-chemickými a matematickými, co� 
vedlo k vytvoření systému tzv. komplexní molekulární 
biologie. Proteomika jako jedna z nově vzniklých disciplín 
komplexní molekulární biologie prodělala obdobně dyna-
mický vývoj, který čerpá z neobyčejného rozmachu geno-
miky. Ten v současné době přinesl znalost kompletní sek-
vence genomů několika stovek prokaryotních a eukaryot-
ních organismů, počínaje nejjednodu��ími bakteriemi 
a konče člověkem. Komplexní molekulární biologie přiná-
�í dal�í rozměr do studia molekulární podstaty �ivota tím, 
�e dovoluje zkoumat nejrůzněj�í fyziologické jevy v jejich 
slo�itosti. Na rozdíl od klasické molekulární biologie ne-
studuje jednotlivé geny nebo jejich malé skupiny, ale do-
voluje studium celých genomů a exprese jejich velkých 
částí v čase i prostoru a tím poznání celých komplexů fyzi-
ologických aktivit organismů.  

Obrovské mno�ství sekvenačních dat popisujících 
struktury stále vět�ího počtu genomů  prokaryotních 
a eukaryotních organismů vyvolává potřebu efektivních 
a vysokokapacitních technik dovolujících přiřazení funkcí 
k jednotlivým genovým strukturám a odhalujících jejich 
vzájemnou interakci a v neposlední řadě i regulaci jejich 
exprese. Takové po�adavky splňuje právě proteomika, 
která umo�ňuje sledovat současně vět�inu proteinů 
v buňce nebo tkáni a určit, jak jejich identitu, tak i úroveň 
jejich exprese danou jejich koncentrací v čase a prostoru. 
V kombinaci se znalostí kompletní sekvence genomu da-
ného organismu pak umo�ňuje porozumět jednotlivým 
funkčním a regulačním genovým sítím a kaskádám. Spolu 
s analýzou exprese genů na úrovni mRNA (trans-
kriptomika) a nízkomolekulárních metabolitů a signálních 
molekul (metabolomika) dovoluje vytvářet komplexní 
modely funkce buněk a tkání jednotlivých organismů. 

Rozvoj metod, které proteomika vyu�ívá, dovoluje 
nejen hlub�í pohled do systému přenosu a exprese genetic-
ké informace, ale tak jak se zvy�uje kapacita těchto tech-
nik, roz�iřuje se i oblast jejich vyu�ití, a to zejména 
v moderních biotechnologiích.  Uplatnění nacházejí zvlá�-
tě ve vyhledávání nových léčiv a biologicky aktivních 
látek a v identifikaci zásahových míst pro tato nová, stejně 
jako i pro dosud vyu�ívaná léčiva. Vzhledem k tomu, �e 
nedávno vy�el v Chemických listech přehledný článek 
zabývající se základními principy a metodami pou�ívaný-
mi v proteomice1, budeme se v tomto přehledu věnovat 
spí�e některým experimentálním strategiím a aplikacím 
vyu�ívaným zejména v mikrobiologii.   

Tak jako při vzniku a rozvoji řady oblastí molekulární 
biologie a biochemie sehrály významnou roli mikroorga-
nismy a zejména bakterie, tak také stály u zrodu proteomi-
ky. Mimo základní rys, �e jde ve své vět�ině o jednobu-
něčné organismy a tedy o zdroj biologicky homogenního 
materiálu, představují bakterie, díky krátké době zdvojná-
sobení jejich populací a mo�nosti získat obrovské mno�-
ství jedinců, i fyziologicky velmi zajímavý model. 
V současné době mikrobiální proteomika nepředstavuje 
pouze metodické �cviči�tě� pro vývoj a testování nejrůz-
něj�ích technik vyu�itelných při studiu proteomů vy��ích 
organismů a člověka, ale vzhledem k  jejímu významu 
právě pro člověka představuje zcela svébytnou a dynamic-
ky se rozvíjející oblast proteomiky2,3. Je mo�né definovat 
dva nejrychleji se rozvíjející směry v mikrobiální proteo-
mice. V první řadě je to výzkum patogenních mikroorga-
nismů, kde jde jednak o identifikaci virulentních faktorů, 
a tím poznání molekulárních mechanismů patogenicity, 
a dále pak o studium interakce hostitel-patogen. Proto�e 
v centru zájmu genomiky jsou zejména bakterie, které jsou 
původci řady infekčních onemocnění, zvy�uje se i zájem 
o studium jejich proteomů. Často se vyu�ívá tzv. srovná-
vací proteomiky, kdy se porovnávají proteiny příbuzných 
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patogenních a nepatogenních bakterií4. Toho bylo např. 
vyu�ito při studiu proteomu původce tuberkulózy Myco-
bacterium tuberculosis5. Prohloubení znalostí o protei-
nech, které se podílejí na pronikání patogenní bakterie do 
hostitelské buňky, umo�nilo jejich odli�ení od proteinů 
hostitele, a tím i studium interaktivních proteomů infiko-
vaných buněk nebo tkání a patogenních bakterií. Toho 
bylo například vyu�ito při studiu interakce Francisella 
tularensis a makrofágů6 nebo bakterií Neisseria meningiti-
dis a jejich hostitelských epiteliálních buněk7. 

Dal�í oblastí,  která  je v centru zájmu mikrobiální 
proteomiky, jsou biotechnologie, které buď vyu�ívají bak-
terie k výrobě nejrůzněj�ích produktů, zejména 
v potravinářském průmyslu, anebo jako producenty léčiv, 
zejména antibiotik, či při výrobě nových vakcín8. Mikrobi-
ální proteomika přispívá také výraznou měrou k ře�ení 
jednoho ze zásadních problémů při potírání infekčních 
onemocnění, kterým je �iroce roz�ířená rezistence vět�iny 
patogenních mikroorganismů k antibiotikům9. 

Mimo uvedené praktické aplikace je v�ak mikrobiální 
proteomika v současné době také základním systémovým 
prostředkem komplexní molekulární biologie při studiu 
bakteriální fyziologie10−12. 

 
 

2. Popisná nebo dynamická proteomika? 
 
Za jeden ze základních cílů ka�dé proteomové studie 

bývá pova�ována identifikace jednotlivých proteinů rozdě-
lených buď dvojrozměrnou gelovou elektroforézou13 nebo 
některou z chromatografických technik14. To předpokládá 
znalost kompletní primární sekvence a struktury genomu 
zkoumaného organismu nebo organismu, který je mu do-
statečně příbuzný. Vlastní identifikace a přiřazení proteinu 
k odpovídajícímu genu probíhá některou ze stále se roz�i-
řujícího spektra metod hmotnostní spektrometrie15 a je 
základním principem popisné proteomiky.  

Nicméně je mo�né zvolit i metodický přístup, který se 

do značné míry obejde bez znalostí získaných genomikou. 
V tomto případě  se vyu�ívá postup, který pohlí�í na stu-
dovaný proteom jako na soubor proteinů s neznámou iden-
titou a sleduje jejich chování v čase. Dovoluje pou�ít prin-
cipy srovnávací proteomiky a s pomocí různých statistic-
kých metod dovoluje sestavení skupin proteinů, které vy-
kazují identické charakteristiky a tvoří tzv. regulony. Ty 
představují uskupení proteinů, jejich� geny jsou regulová-
ny identickými nebo podobnými regulačními mechanismy-
16,17.  Tento přístup je mo�no s výhodou vyu�ít ke sledová-
ní nejrůzněj�ích metabolických systémů, které v bakteri-
ální buňce zodpovídají za procesy jako je biosyntéza 
sekundárních metabolitů a zejména antibiotik, morfologic-
ká diferenciace nebo reakce na změnu růstových podmí-
nek, či stres16,18 a je označován jako kvantitativní nebo 
dynamická proteomika (obr. 1).  

Pro zařazení proteinů do regulačních uskupení je tře-
ba provést obrazovou analýzu dvojrozměrných elektrofo-
retických gelů, co� dovoluje vytvořit expresní profily jed-
notlivých proteinů, které jsou určeny jejich koncentrací 
v čase. Tento přístup jsme vyu�ili i v na�í laboratoři při 
studiu biosyntetické dráhy chlortetracyklinů u Streptomy-
ces aureofaciens19. Pro rekonstrukci metabolických regu-
lačních sítí je samozřejmě optimální kombinovat oba pří-
stupy, popisnou proteomiku, tedy identifikaci jednotlivých 
proteinů, spolu s analýzou jejich expresních profilů 
v rámci analýzy dynamických proteomů11 (obr. 1).  

 
 

3. Proteomové signatury 
 
Tak, jak jsou objasňovány principy fungování a regu-

lace u stále komplexněj�ích metabolických systémů, uka-
zuje se, �e v nich se uplatňují i geny a z nich exprimované 
proteiny, které nesouvisí jednoznačně se sledovanou akti-
vitou. Např. biosyntéza určité přírodní látky, např. antibio-
tika, nezávisí pouze na expresi genů kódujících biosynte-
tické enzymy a jejich regulátory, ale ovlivňuje ji řada meta-

Obr. 1. Schéma principu popisné a dynamické proteomiky  

Proteomika 
popisná - identifikace proteinů  dynamická - funkce a regulace 

  čas 

acgtaagctagcttagc 
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bolických drah s touto aktivitou přímo nesouvisejících20−23. 
Ka�dá bakteriální aktivita je tedy charakterizována urči-
tým proteinovým profilem neboli proteomovou signatu-
rou24 reprezentovanou oběma typy proteinů. Ka�dá proteo-
mová signatura charakterizuje jednoznačně sledovaný 
fyziologický stav, nicméně vyskytují se určité, i velmi 
odli�né fyziologické situace, které jsou charakterizovány 
podobnými nebo stejnými proteomovými signaturami25,12. 
Jde například o proteomové signatury reflektující interakci 
bakteriální buňky s antibiotikem na jedné straně a reakci 
na chladový či teplotní stres11,12 na straně druhé. Aby bylo 
mo�né přiřadit jednoznačně  určitému fyziologickém stavu 
konkrétní proteomový profil nebo signaturu, je třeba stu-
dovat tento stav z několika úhlů pohledu a experimentální 
data extrahovat z dostatečného počtu jejich zdrojů, např. 
dvojrozměrných elektroforetických gelů, získaných za 
různých podmínek. To pak umo�ňuje rekonstruovat pří-
slu�né metabolické a regulační dráhy způsobem, který se 
co nejvíce blí�í reálné situaci v buňce. 

 
 

4. Volba fyziologických podmínek 
 
 Při navrhování proteomických experimentů 

je důle�itá správná volba fyziologických podmínek, za 
nich� jsou získávány vzorky k analýze, tak aby získané 
výsledky co nejlépe odpovídaly situaci v přirozeném �i-
votním prostředí jednotlivých mikroorganismů. Studuje-
me-li např. funkční a regulační mechanismy biosyntézy 
antibiotik, ke které dochází v souvislosti se změnami 
v �ivotním cyklu produkčních bakterií, je třeba expresi 
proteinů studovat za těchto fyziologických podmínek. 
Téměř tři čtvrtiny antibiotik, která jsou vyu�ívána 
v medicínské nebo veterinární praxi, jsou produkovány 
streptomycetami,  skupinou převá�ně půdních bakterií 
s velmi slo�itým �ivotním cyklem. Bylo prokázáno, �e 
biosyntéza antibiotik (biochemická diferenciace) úzce 
souvisí s morfologickou diferenciací u těchto bakterií26,27. 
Přesto�e streptomycety jsou schopné produkovat antibioti-
ka i v situaci, kdy k těmto morfologickým změnám nedo-
chází, je pro objasnění vztahu biochemické a morfologické 
diferenciace nutné kultivovat je za podmínek, kdy dochází 
k oběma typům diferenciace. Z těchto důvodů jsme v na�í 

laboratoři vyvinuli kultivační systém, který toto dovoluje.  
Tato kultivační technologie, vyvinutá pro účely proteomo-
vých studií diferenciace streptomycet, vyu�ívá jako oporu 
pro růst skleněné kuličky o průměru 265 a� 325 µm a jako 
dynamickou slo�ku bě�ná kapalná �ivná média vyu�ívaná 
pro submersní kultivaci streptomycet28. Principem systému 
je kapalné kultivační médium udr�ované kapilárními sila-
mi v prostoru mezi skleněnými kuličkami, z něj substráto-
vé mycelium čerpá �iviny. Povrch kuliček poskytuje me-
chanickou oporu pro růst jednotlivých vláken a jejich ná-
slednou přeměnu ve vzdu�né mycelium a řetízky spór 
(obr. 2).  

Produkci pigmentovaných antibiotik, doprovázející 
morfologické změny, jsme demonstrovali u Streptomyces 
lividans, kde tvorba červeného pigmentu (antibiotika) byla 
mnohem výrazněj�í na skleněných kuličkách ne� ve stej-
ném kapalném médiu nebo na agaru. Systém dovoluje 
snadné značení buněčných proteinů radioaktivními amino-
kyselinami přidanými do definovaného kapalného média, 
snadné rozbíjení buněk s vyu�itím skleněných kuliček 
a reprodukovatelnou přípravu dostatečného mno�ství pro-
teinových vzorků pro proteomové analýzy. 

Obdobný problém volby vhodných fyziologických 
podmínek nastává při studiu patogenních mikroorganismů, 
které jsou kultivovány v laboratoři v kapalných půdách 
anebo na agarových plotnách. Tento způsob kultivace se 
v�ak výrazně li�í od �ivotních podmínek, ve kterých se 
vyskytují v buňkách nebo orgánech hostitelů. Např. 
u enterobakterií jsou podmínky laboratorní kultivace znač-
ně vzdálené  od podmínek panujících v trávicím traktu 
hostitele. V tomto případě je podle na�eho názoru podstat-
ně vhodněj�ím systémem kontinuální kultivace 
v chemostatu.  Dovoluje udr�ovat  konstantní velikost 
populace a nastavit růstovou rychlost, co� mů�e lépe napo-
dobit přirozené �ivotní prostředí enterobakterií.  

 
 

5. Subproteomy 
 
Rozdělením proteomu jako souboru v�ech proteinů 

v buňce na men�í jasně definované skupiny se vytváří tzv. 
subproteomy. Rozli�ovací schopnost dvojrozměrné elek-
troforézy a dal�ích separačních metod je poměrně značná, 
v některých případech její teoretická hranice překračuje 
u některých bakterií i celkový počet otevřených čtecích 
rámců (genů kódujících proteiny). Nicméně reálné mo�-
nosti těchto separačních systémů jsou jiné. V první řadě, 
nikoli nezanedbatelný počet proteinů, se na gelu neobjeví 
prostě díky omezeným mo�nostem separační metody, 
jejich molární hmotnost nebo izoelektrický bod jsou mimo 
rozsah pou�itý v dané separaci, stejně jako řada z proteinů 
je velmi �patně rozpustná nebo vázaná na různé buněčné 
struktury a do elektroforetického gelového systému se 
nedostanou. V neposlední řadě častým důvodem, proč 
proteiny, které jsou v centru na�eho zájmu, na gelech neu-
vidíme, je to, �e se vyskytují v buňkách ve velmi nízké 
koncentraci.  Obecně, velké rozdíly v koncentraci proteinů 
v buňkách jsou jedním ze zásadních problémů při analýze 

Obr. 2. Kultivace a diferenciace Streptomyces coelicolor na 
skleněných kuličkách  
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proteomů. Jedním z přístupů k jeho ře�ení, zejména při 
pou�ití dvojrozměrné elektroforézy, je analýza tzv. sub-
proteomů, kdy se mno�ina proteinů, kterými se současně 
zabýváme, nějakým přesně definovaným způsobem zmen-
�í29,30. Velmi často se k tomu vyu�ívají nejrůzněj�í chro-
matografické techniky předřazené před dvojrozměrnou 
elektroforézu31. 

To vede nejen k výběru určité men�í skupiny proteinů 
na základě některých jim společných vlastností, ale 
i k relativnímu zvý�ení koncentrace proteinů vyskytujících 
se v buňkách často v malém mno�ství. V následujících 
odstavcích se zmíníme o několika způsobech, jak takovéto 
subproteomy vytvářet  a analyzovat. Je třeba zdůraznit, �e 
řada těchto způsobů vyu�ívá kombinace některých z ní�e 
uvedených principů, a proto námi pou�ité dělení je pouze 
orientační. 

 
5 . 1 .  B u n ě č n é  f r a k c e  

Jedním z nejjednodu��ích způsobů, jak rozdělit bu-
něčný materiál získaný po rozbití buněk, je separovat jej 
na subbuněčné frakce diferenciální centrifugací. Vět�inou 
je mo�né oddělit membránovou frakci a frakci rozpust-
ných (cytoplazmatických) proteinů, která je zbavena v�ech 
částic sedimentujících při 30 000 × g. Podobnou technolo-
gii pou�íváme při studiu potenciální signální funkce prote-
osyntetického elongačního faktoru EF-Tu vázaného na 
membrány u streptomycet (obr. 3). V tomto případě nejde 
o izolované membránové proteiny, ale o hrubou membrá-
novou frakci obsahující řadu proteinů s membránami pou-
ze asociovaných.  U patogenních bakterií hrají membrány, 
vedle buněčné stěny, významnou roli v mechanismech 
virulence, jak bylo prokázáno v proteomových  studiích 
u Listeria monocytogenes32 a Bartonella henselae33. Studi-
um subproteomů bakteriálních membrán vy�aduje řadu 
speciálních biochemických technik při přípravě proteino-
vých vzorků, proto�e tyto proteiny jsou velmi často �patně 
rozpustné. Pro úspě�nou izolaci neexistuje �ádná univer-
zální metoda a úspěch se vět�inou dostaví jako výsledek 
mnoha pokusů a omylů. Vět�inou jde o nalezení vhodné 
kombinace detergentů a denaturačních činidel34,35. 

Mimo rozdělení buněčných homogenátů na membrá-
ny a rozpustnou frakci je mo�né vyčlenit dal�í subprote-
om, kterým je ribosomální frakce a s ní asociované protei-
ny36. Dávno před vznikem proteomiky byly ribosomální 

proteiny separovány ve dvojrozměrných elektroforetic-
kých systémech, zalo�ených ale na jiných principech ne� 
je O�Farellův systém37, který je základem proteomických 
analýz. Rozvoj systému imobilizovaných pH gradiento-
vých (IPG) prou�ků  dovolil i dělení silně basických pro-
teinů, jakými je vět�ina ribosomálních proteinů36 a nahra-
dil tak, v mnoha směrech nedokonalý, systém nerovnová�-
né dvojrozměrné elektroforézy38. 

 
5 . 2 .  F y z i k á l n ě - c h e m i c k é  v l a s t n o s t i  

Dal�ím způsobem, jak rozdělit bohaté směsi buněč-
ných proteinů, je vyu�ít jejich některých fyzikálně-
chemických vlastností. S výhodou je mo�né vyu�ít ty, na 
nich� je právě dvojrozměrná elektroforéza zalo�ena, tj. 
izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti. Pou�ití 
imobilizovaných pH gradientů (IPG) s malým rozmezím 
pH  v prvním rozměru dělení dvojrozměrné elektroforézy 
dovoluje vytvořit sérii subproteomů pokrývajících celý 
rozsah pH, ve kterém se vyskytují izoeletrické body pro-
teinů přítomných v buňkách. To opět vede k podstatnému 
sní�ení počtu proteinů při jednom dělení a k jejich relativ-
nímu zkoncentrování39. Technika dospěla k tomu, �e je 
mo�né v laboratoři připravit  prou�ky IPG, které mají roz-
sah jedné jednotky pH a náklady na jejich výrobu jsou 
podstatně ni��í ne� u komerčně dostupných. 

Vyu�ití rozdílů v molekulových hmotnostech protei-
nů není zdaleka tak efektivní a mnohostranné jako 
v případě izoelektrických bodů, nicméně vyu�ití gradien-
tových gelů SDS ve druhém rozměru dělení výrazným 
způsobem zlep�uje rozli�ení na výsledných proteinových 
mapách.  

 
5 . 3 .  F u n k č n í  n e b o  s t r u k t u r n í  v l a s t n o s t i  

Dělení (frakcionace), nebo spí�e prefrakcionace  bu-
něčných proteinů na základě jejich funkčních nebo struk-
turních vlastností, je dal�ím způsobem, jak �zaostřit� expe-
rimentální postupy při vyhledávání a identifikaci určitých  
skupin proteinů. Velmi často se pro prefrakcionaci vyu�í-
vá schopnosti řady proteinů vázat nízkomolekulární ligan-
dy. Tyto proteiny se pak dělí nejčastěji afinitní chromato-
grafií, kdy je na matrici imobilizován samotný ligand nebo 
látka jeho vlastnosti napodobující. Těchto postupů se 
s výhodou vyu�ívá při izolaci GTP- nebo ATP-vazebných 
proteinů, či proteinů interagujících s DNA. Neméně důle-
�itou vlastností proteinů je jejich schopnost interagovat 
s jinými proteiny. Informace o interakcích mezi proteiny 
významně napomáhají k objasnění jejich funkce a zároveň 
dovolují upřesnit jejich místo v buněčných regulačních 
schématech. Úspěch tzv. dvojhybridového systému vytvo-
řeného u kvasinek pro identifikaci interakcí protein-
protein vedl k tomu, �e podobné systémy byly pou�ity i u 
řady bakterií41. Aplikace těchto systémů na celé genomy 
pak dovoluje vytvořit interakční mapy pro kompletní pro-
teomy u jednotlivých mikroorganismů. 

 
5 . 4 .  P o s t t r a n s l a č n í  m o d i f i k a c e   

Posttranslační modifikace regulují aktivity vět�iny 
proteinů u eukaryotních organismů a v poslední době se 

Obr. 3. Frakcionace proteinů Streptomyces coelicolor na mem-
bránový a cytoplazmatický proteom; dvojrozměrná elektrofo-
retická analýza membránového (a) a cytoplazmatického (b) prote-
omu. Dělení v prvním rozměru probíhalo na IPG prou�cích 
s rozpětím pH 4-7 a proteiny byly obarveny stříbrem  

a b 
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ukazuje, �e představují významný regulační mechanismus 
i u bakterií. Sekvenace řady bakteriálních genomů odhalu-
je u některých z nich přítomnost řady protein kinas, a to 
nejen jako součásti u prokaryot roz�ířených, dvouslo�ko-
vých regulačních systémů, ale i kinas tzv. ekaryotního 
typu fosforylujících serinové, threoninové nebo tyrosinové 
zbytky42,43.   

V několika nedávno publikovaných proteomových 
studiích u Streptomyces coelicolor byla identifikována 
celá řada proteinů tvořících metabolické dráhy primárního 
i sekundárního metabolismu a ukázalo se, �e poměr mezi 
počtem genů a proteinů je asi kolem 1,2, co� naznačuje, �e 
nezanedbatelná část proteinů prochází posttranslačními 
modifikacemi. S pou�itím hmotnostní spektrometrie byly 
demonstrovány příklady N-acetylací, adenylací a samo-
zřejmě i fosforylací44. Techniky, které byly původně vyvi-
nuty pro studium jednotlivých proteinů, je mo�no nyní 
systematicky aplikovat na celé populace proteinů a získat 
tak podstatně detailněj�í informace o jejich biologické 
funkci. Podstatným způsobem byly zlep�eny i techniky, 
které dovolují identifikovat a charakterizovat modifikační 
místa, sekvenovat peptidy, na kterých jsou lokalizována 
a s vyu�itím metod značení stabilními izotopy pak i sledo-
vat dynamiku vzniku modifikací45. Posttranslační modifi-
kace hrají významnou roli v regulaci řady metabolických 
dějů u bakterií, a to jak v primárním nebo sekundárním 
metabolismu, tak i u mikrobiálních patogenů v mechanis-
mech řídících jejich virulenci. V na�í laboratoři se zabývá-
me studiem posttranslačních modifikací a zejména fosfo-
rylací EF-Tu a vyu�íváme při tom analýzy kombinace 
dvou subproteomů − membránového proteomu a fosfopro-
teomu (obr. 4a). Při studiu fosforylačních aktivit v mem-
bránové frakci vyu�íváme obohacení membránové protei-
nové frakce přidaným přeči�těným elongačním faktorem 
Tu, co� dovoluje zesílit fosforylační signál (obr. 4b).  Ve 
spolupráci s laboratoří molekulární biologie patogenů jsme 
podobně analyzovali acylaci adenylátcyklasového toxinu 
u Bordetella pertussis, původce černého ka�le, který zde 
představuje významný virulenční faktor46. 

Jako dal�í příklad významu posttranslačních modifi-

kací u patogenních bakterií je mo�né uvést fosforylace na 
tyrosinu u Helicobacter pylori, kde mnohočetné fosforyla-
ce proteinu CagA mohou ovlivňovat přenos signálů, a tak 
se účastnit rozvoje gastrického onemocnění způsobeného 
touto bakterií47. Separace nebo zvýraznění posttranslačně 
modifikovaných proteinů je tedy dal�í cestou k vytvoření 
lépe analyzovatelných subproteomů. 

 
 

6.  Perspektivy � od expresních profilů 
k regulačním sítím a systémové biologii 
 
V současné době, kdy se zdá být rozvoj proteomiky 

právě na vrcholu, se začíná rýsovat několik základních 
směrů v perspektivách dal�ího směřování tohoto oboru. 
Začnou se toti� velmi brzy prolínat dvě základní koncepce 
proteomiky − popisná, přiřazující jednotlivé proteiny 
k příslu�ným genům, a kvantitativní, sledující dynamiku 
exprese genů v čase a prostoru. Zároveň se odděluje vyso-
kokapacitní automatizovaná a  robotizovaná proteomika, 
provozovaná zejména velkými biotechnologickými firma-
mi a některými velkými a bohatými laboratořemi, od pod-
statně méně finančně a přístrojově náročné proteomiky 
v bě�ných akademických institucích, která se zabývá hlav-
ně studiem fyziologicky jasně definovaných subproteomů. 
Zatímco průmysl hledá v proteomice rychlou návratnost 
velkých investic ve formě nových léčiv a diagnostických 
postupů, pro akademické instituce se otevírá obrovské  
mno�ství mo�ností vyu�ít v současnosti velmi rozvinuté 
proteomové technologie v men�ích přesně  zacílených 
projektech, studujících nejrůzněj�í dílčí biologické problé-
my a vy�adujících spí�e ne� automatizované továrny na 
proteomy velkou dávku invence a kvalitní experimentální 
strategii při plánování experimentů.  

Rychlý rozvoj bioinformatiky v posledních letech 
umo�nil podstatně efektivněj�í zpracování obrovského 
mno�ství proteomových dat, a tím rekonstrukci nebo mo-
delování i velmi komplikovaných regulačních genových 
sítí48,49. Od nich je pak jen malý krok k naplnění obsahu 
a perspektiv nově vznikající biologické disciplíny, která 
nese název systémová biologie. Jejím hlavním cílem je 
pochopení konstrukce a řízení biologických procesů na 
systémové úrovni. Na rozdíl od klasické molekulární bio-
logie, kde jsou studovány jednotlivé komponenty systému, 
jako jsou nukleové kyseliny, proteiny nebo metabolity, 
systémová biologie zkoumá organismy s vyu�itím znalostí 
charakteristik jednotlivých jejich komponent a zaměřuje se 
na jejich dynamický vývoj a interakce50,51. 

 
Práce byla podpořena granty GA ČR 204/03/1014, 

301/03/0292 a výzkumným záměrem AV0Z50200510. 
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Represents Complex Approach in Studies of Regula-
tion of Bacterial Physiology  

 
This review deals with recent developments in com-

plex molecular biology, which is moving from descriptive 
towards dynamic or quantitative proteomics, and its use as 
a tool in the studies of microbial physiology. It describes 
basic methodological strategies as well as examples of 
several projects where this approach is used in the studies 
of gene expression regulation in primary and secondary 
metabolism of industrially important bacteria.  
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1. Úvod − proteolytické enzymy a jejich úloha  

v proteomice 
 
Proteomika je vědecká disciplína, která zkoumá pro-

teom, tedy soubor v�ech proteinů produkovaných určitou 
buňkou, tkání nebo organismem. Definuje rovně� vzájem-
né interakce těchto proteinů1. Vyu�ívá metod s vysokou 
výkonností (high throughput) jako jsou dvourozměrná 
(2D) elektroforéza, kapalinová chromatografie (LC) 
a hmotnostní spektrometrie (MS) s ionizací MALDI 
(matrix-assisted laser desorption/ionization tj. laserová 
desorpce a ionizace s účastí matrice) nebo ESI 
(electrospray ionization tj. ionizace elektrosprejem)2. 
S rozvojem instrumentace MS pou�ívané v proteomice se 
klíčovým stal způsob aplikace proteinového vzorku1. Nej-

bě�něj�í strategie pro identifikaci proteinu vychází z jeho 
počátečního �těpení na peptidy, které se děje buď enzymo-
vou nebo chemickou cestou. Molekulová hmotnost pepti-
dových fragmentů se pak měří na hmotnostním spektrome-
tru s vysokou přesností3. Proteolýza se ji� v rámci proteo-
miky stala rutinní zále�itostí, neboť je komerčně dostupná 
celá řada enzymů, které lze volit a aplikovat na základě 
po�adavků kladených na výslednou peptidovou směs. Na-
bízí několik praktických výhod: vysokou specifitu, mini-
malizované vedlej�í reakce a dobrou účinnost �těpení1. 
Důle�itá je přitom optimalizace slo�ení a pH reakčního 
pufru, poměru enzym/substrát, teploty a doby inkubace. Ze 
v�ech dostupných proteolytických enzymů se v proteomice 
nejčastěji vyu�ívá trypsin. Má definovanou a poměrně 
úzkou substrátovou specifitu a poskytuje peptidy o veli-
kosti vhodné pro MS analýzu, které mají navíc na C-konci 
zbytky bazických aminokyselin argininu a lysinu1,4. Pokud 
je třeba �těpit jiným enzymem, děje se tak zpravidla 
v omezeném mno�ství případů. Příkladem mů�e být studi-
um posttranslačních modifikací proteinu (fosforylace, gly-
kosylace aj.), neboť trypsinové �těpení nemusí v�dy po-
skytovat peptidy o vhodné velikosti obsahující modifiko-
vané místo1.  

Chemické metody �těpení proteinů se pou�ívají pouze 
jako doplňkové, nejsou tedy tak bě�né jako metody enzy-
mové. Chemie nachází uplatnění zejména tam, kde není 
mo�né ve specifickém případě provádět proteolýzu1. Pří-
kladem mů�e být pou�ití BrCN tj. bromkyanu pro �těpení 
ve vodě nerozpustných nebo membránových proteinů 
(specifické působení činidla na zbytky methioninu)5. 
Podobně mů�eme pro �těpení zbytků tryptofanu vyu�ít 
BNPS-skatolu tj. 3-brom-3-methyl-2-[(2-nitrofenyl)mer-
kapto]-3H-indolu6. Poměrně �etrná je hydrolýza proteinů 
zředěnou kyselinou mravenčí, která působí v místě zbytků 
kyseliny asparagové a zároveň je dobrým rozpou�tědlem 
pro řadu proteinů7.  

 
 

2.  Reakce katalyzovaná proteolytickými  
enzymy 
 
Proteolytické enzymy katalyzují exergonní hydrolýzu 

peptidových vazeb v proteinech a peptidech (obr. 1). Sy-
nonymní název proteasy se pou�ívá od konce 19. století8. 
Kolem roku 1930 ji� bylo známo mnoho enzymů tohoto 
typu a nezávisle se vytvořily dva způsoby klasifikace. 
V Německu zavedli Grassmann a Dyckerhoff pojmy pro-
teinasa a peptidasa9: proteinasa působí na proteiny, kde�to 
peptidasa na malé oligopeptidy. Příčina přednostního pů-
sobení některých enzymů na malé peptidy byla vysvětlena 
při pou�ití peptidových substrátů s blokovanými či volný-
mi koncovými skupinami8. Ukázalo se, �e proteinasy ne-
vy�adují přítomnost volných konců substrátů. Naopak 
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enzymy působící na krátké oligopeptidy vy�adují alespoň 
jeden konec volný � v blízkosti místa �těpení. Bergmann 
a Ross pou�ili poprvé pojem peptidasa v �ir�ím slova 
smyslu, tedy pro v�echny enzymy, které hydrolyzují pepti-
dové vazby10. V závislosti na místě působení na polypepti-
dovém řetězci byly peptidasy rozděleny na dvě skupiny. 
První skupinu tvoří endopeptidasy, které katalyzují hydro-
lýzu peptidových vazeb uvnitř řetězce a tvoří tak �těpné 
peptidy o rozmanité délce. Druhou skupinou jsou exopep-
tidasy, které katalyzují hydrolytické od�těpení koncové 
aminokyseliny. Mohou být proto klasifikovány jako N-
koncové exopeptidasy (aminopeptidasy) nebo C-koncové 
exopeptidasy (karboxypeptidasy)11,12. Pou�ití pojmu pepti-
dasa (ekvivalentně peptidhydrolasa) v úzkém i �ir�ím 
slova smyslu se tak stalo zavádějícím. Podle doporučení 
International Union of Biochemistry and Molecular Biolo-
gy (IUBMB, Mezinárodní unie pro biochemii a molekulár-
ní biologii) by měla být dána přednost pou�ívání v �ir�ím 
významu8. Pro enzymy působící na oligopeptidy (nikoli na 
celé proteiny) by se pak mělo u�ívat odvozených výrazů 
exopeptidasa, kde specifita vy�aduje volné koncové skupi-
ny nebo oligopeptidasa, je-li specifita vázána na délku 
oligopeptidu (dipeptidasa, tripeptidasa apod.)8. 

 
 

3. Zdroje a klasifikace proteolytických enzymů 
 
Nejbě�něj�í endopeptidasy se získávají z orgánů trá-

vicího traktu obratlovců (pankreas − elastasa, enterokina-
sa, chymotrypsin, trypsin; �aludek − pepsin), z krve 
(thrombin), sleziny (kathepsiny), rostlinného materiálu 
(bromelain, ficain, papain) či z kultur mikroorganismů 
(Glu-C, Pronase, subtilisin, thermolysin). Aminopeptidasy 
a karboxypeptidasy se izolují z pankreatu, rostlin a mikro-
organismů12. 

Aktivní místo peptidasy se obvykle nachází v rýze na 
povrchu molekuly mezi dvěma přilehlými strukturními 
doménami8. Specifita enzymu je tak dána vlastnostmi va-
zebných míst umístěných podél rýhy u místa, kde probíhá 
hydrolýza peptidové vazby8. Při postupném zohledňování 
aktuálních poznatků o podstatě katalytického místa se 
nakonec ustálily čtyři charakteristické skupiny peptidas: 
serinové, cysteinové (thiolové), aspartátové a dále peptida-
sy obsahující kovový ion jako kofaktor8,13. K nim pak ne-
dávno přibyla skupina threoninových peptidas14. Tato 
v podstatě ji� historická klasifikace se dodnes objevuje 
v tzv. systému EC, na něm� je zalo�eno názvosloví enzy-
mů8. Pro diskusi evolučních a strukturních vztahů mezi 
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Obr. 1. Hydrolytické �těpení peptidové vazby trypsinem; Upraveno podle textu Dunn B. M., v knize: Proteolytic Enzymes. A Practical 
Approach (Beynon R., Bond J. S., Eds.), str. 79, Oxford University Press, Oxford 2001. Na str. 80-84 lze v uvedené knize najít i reakční 
mechanismy ostatních typů peptidas 
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peptidasami je důle�itý princip homologie, tedy zji�ťování 
podobnosti, která není náhodná, na základě porovnání 
(alignment) aminokyselinových sekvencí15. Vyčerpávající 
informace o peptidasách a jejich proteinových inhibitorech 
jsou k dispozici v databázi MEROPS, která je přístupná 
on-line na http://merops.sanger.ac.uk/  (cit.16). 

Proteolytické enzymy jsou v katalogu Enzyme No-
menclature17, který aktualizuje a vydává názvoslovný 
výbor při IUBMB, klasifikovány jako součást třídy 
3-hydrolasy (celkem je �est enzymových tříd). Pepti-
dasy tvoří podtřídu 3.4-hydrolasy působící na pepti-
dové vazby. V rámci této podtřídy pak rozli�ujeme 
celou řadu podpodtříd (tabulka I). Katalog enzymů 
v  hypertextové formě s odkazy na dal�í specializo-
vané webové stránky a databáze je k dispozici na 
internetu, http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/. 
Katalog je vydáván kni�ně17 a aktualizován dodatky18. Při 
srovnání způsobu klasifikace ostatních enzymů na jedné 
straně a peptidas na straně druhé nalezneme jednu vý-
znamnou odli�nost8. Rozdílné proteiny jsou klasifikovány 
jako jeden a tý� enzym, katalyzují-li stejnou reakci. Na 
základě popisu této reakce pak mů�eme enzym snadno 
pojmenovat. Pokud jediný enzymový protein katalyzuje 
několik reakcí, mů�e mít přiřazeno i více EC čísel. Pro 
peptidasy byl zvolen odli�ný přístup, neboť v základním 
principu je reakce, kterou katalyzují, v�eobecně shodná. 
Specifita se samozřejmě li�í, ale i kdy� je známa, je prak-
ticky nemo�né z ní vyvodit jednoduché pojmenování. Zá-
visí toti� nejen na charakteru aminokyselinových zbytků 

okolo �těpného místa, ale i na konformaci polypeptidové-
ho řetězce substrátu8. Vyu�ívá se proto klasifikace podle 
typu katalytického místa na základě experimentů s inhibi-
tory8. Nadto jsou odli�eny i peptidasy z různých zdrojů, 
které jinak vykazují obdobnou nebo identickou specifitu: 
např. elastasa z pankreatu (EC 3.4.21.36) a elastasa 
z leukocytů (EC 3.4.21.37).  

 
 

4.  Stručný přehled vlastností vybraných  
enzymů 
 
V proteomice nacházejí uplatnění zejména endopepti-

dasy pou�ívané k přípravě peptidových směsí a následné 
MS analýze peptidů (tabulka II)1,12. Svůj význam v�ak 
mají i karboxypeptidasy a aminopeptidasy, které se vyu�í-
vají pro tzv. �ebříčkové sekvencování (ladder sequencing) 
a při analýze posttranslačních modifikací proteinů19−22. Po 
endopeptidasovém �těpení proteinového vzorku následuje 
postupné �těpení exopeptidasou z C- nebo N-konce. Jsou 
generovány série peptidů (ladders), ve kterých se ka�dá 
komponenta li�í od té následující o jeden aminokyselinový 
zbytek. Tyto peptidy jsou analyzovány metodou MS a na 
základě hmotnostních rozdílů mezi po sobě následujícími 
proteolytickými fragmenty je pak určena aminokyselinová 
sekvence. Celý proces vede k identifikaci místa modifika-
ce. 

Trypsin (EC 3.4.21.4) je serinová endopeptidasa trá-
vicího traktu obratlovců s mírně alkalickým optimálním 

Tabulka I 
Klasifikace proteolytických enzymů v Enzyme Nomenclature17,18.  
Endopeptidasy s dosud neznámým mechanismem katalýzy tvoří podpodtřídu EC 3.4.99. 

Podpodtřída Souhrnný název Typický příklad Poznámka 

EC 3.4.11 aminopeptidasy leucylaminopeptidasa, 
EC 3.4.11.1 

zahrnuje i bývalé EC 3.4.1 

EC 3.4.13 dipeptidasy Glu-Glu dipeptidasa, 
EC 3.4.13.7 

zahrnuje i bývalé EC 3.4.3 

EC 3.4.14 dipeptidylpeptidasy, tripeptidyl-
peptidasy 

dipeptidyldipeptidasa I, 
EC 3.4.14.1 

zahrnuje i bývalé EC 3.4.4 

EC 3.4.15 peptidyldipeptidasy peptidyldipeptidasa A, 
EC 3.4.15.1 

  

EC 3.4.16 serinové karboxypeptidasy karboxypeptidasa C, 
EC 3.4.16.5 

zahrnuje i bývalé EC 3.4.12 

EC 3.4.17 metalokarboxypeptidasy karboxypeptidasa A, 
EC 3.4.17.1 

zahrnuje i bývalé EC 3.4.2, EC 
3.4.12 

EC 3.4.18 cysteinové karboxypeptidasy kathepsin X, EC 3.4.18.1   
EC 3.4.19 ω-peptidasy pyroglutamylpeptidasa I, 

EC 3.4.19.3 
zahrnuje i bývalé EC 3.4.12 

EC 3.4.21 serinové endopeptidasy trypsin, EC 3.4.21.4   
EC 3.4.22 cysteinové endopeptidasy papain, EC 3.4.22.2 zahrnuje i bývalé EC 3.4.4 
EC 3.4.23 aspartátové endopeptidasy pepsin A, EC 3.4.23.1 zahrnuje i bývalé EC 3.4.4 
EC 3.4.24 metaloendopeptidasy thermolysin, EC 3.4.24.27 zahrnuje i bývalé EC 3.4.4 
EC 3.4.25 threoninové endopeptidasy komplex endoproteinas protea-

somu, EC 3.4.25.1 
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pH a striktní specifitou pro zbytky lysinu a argininu. 
Trypsin je z  pankreatu vylučován do dvanáctníku ve for-
mě inaktivního prekurzoru trypsinogenu23. Hovězí trypsi-
nogen má relativní molekulovou hmotnost 24 000 a pI 9,4. 
Aktivuje se od�těpením N-koncového hexapeptidu působe-
ním enterokinasy a kaskádovitě pak autolýzou12. Vzniká β-
trypsin s jedním polypeptidovým řetězcem (223 aminoky-
selin; Mr = 23 300; pI 10,5)12,24, který podléhá dal�í autolý-
ze za vzniku víceřetězcových produktů (řetězce spojeny 
disulfidovými vazbami) − α-trypsinu (2 řetězce) a pseudo-
trypsinu (3 řetězce). Pseudotrypsin se svou specifitou �tě-
pení blí�í chymotrypsinu25. Trypsin obsahuje 101 amino-
kyselin ve stejných polohách jako v sekvenci chymotrypsi-
nu (41 %)12,23. 

Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) ve skutečnosti předsta-
vuje skupinu strukturně a katalyticky příbuzných serino-
vých endopeptidas (optimum pH ~ 7,0−9,0)12. Extrakt 
z hovězího pankreatu obsahuje dvě formy zymogenu: chy-
motrypsinogen A (245 aminokyselin; Mr = 25 700; pI 9,1) 
a chymotrypsinogen B (248 aminokyselin; Mr = 25 800; pI 
5,2)12. Aktivace zymogenů se účastní trypsin, zčásti je 
autokatalytická. V závislosti na podmínkách mohou 
z chymotrypsinogenu A vznikat π-, α-, δ-, β- nebo γ-
chymotrypsin12. Specifita �těpení je na rozdíl od trypsinu 
nízká26, preferuje aromatické aminokyseliny (tabulka II). 

Elastasa (EC 3.4.21.36) je serinová endopeptidasa 
(240 aminokyselin; Mr = 25 700). Inaktivní prekurzor pro-
elastasa se tvoří v pankreatu a je aktivován trypsinem. 
Vykazuje homologii s trypsinem i chymotrypsinem, 
zejména pokud jde o důle�ité katalytické aminokyseliny. 
Specifita �těpení zahrnuje nepolární nearomatické zbytky 
(tabulka II), optimum pH je 8,0−8,5 (cit.12). 

Pepsin je kyselá aspartátová endopeptidasa 

(maximální aktivita při pH 1,0−2,0), která je hlavním en-
zymem �aludeční �ťávy obratlovců12. Majoritní slo�kou je 
pepsin A (EC 3.4.23.1) s relativní molekulovou hmotností 
34 500 (327 aminokyselin). V �aludeční sliznici se tvoří 
jako inaktivní pepsinogen (Mr = 42 500). Aktivace zymo-
genu je autokatalytická v přítomnosti HCl (cit.12). Minorit-
ní pepsiny jsou klasifikovány jako pepsin B (gelatinasa, 
EC 3.4.23.2) a pepsin C (gastriksin, EC 3.4.23.3), tvoří se 
z vlastních zymogenů. Specifita �těpení (tabulka II) zahr-
nuje hydrofobní zbytky, zvlá�tě aromatické12.  

Subtilisiny (EC 3.4.21.62) představují �irokou skupi-
nu extracelulárních serinových endopeptidas (optimum pH 
~ 10,0) s vysokou termostabilitou, které jsou produkovány 
baktériemi rodu Bacillus27. Nejznámněj�í jsou subtilisin 
typ Carlsberg a subtilisin BPN´ (shodný s preparátem No-
vo, té� Nagarse) z B. subtilis respektive B. amyloquefaci-
ens. Jsou to strukturně velmi podobné enzymy tvořené 
jediným polypetidovým řetězcem, který čítá 274 
(Carlsberg) nebo 275 aminokyselinových zbytků (BPN´). 
Relativní molekulová hmotnost činí zhruba 27 500, speci-
fita �těpení je nízká. Existuje jistá preference pro velký 
nenabitý zbytek u �těpené peptidové vazby substrátu27.  

Thermolysin (EC 3.4.24.27) je termostabilní neutrální 
metaloendopeptidasa z Bacillus thermoproteolyticus (316 
aminokyselin; Mr = 37 500). Molekula obsahuje ion Zn2+ 
a 3 ionty Ca2+, vápník přispívá k termostabilitě28. Zhruba 
50 % aktivity přetrvá hodinovou inkubaci při 80 °C (cit.12). 
Jeho specifita není vyhraněná (tabulka II), podobně jako 
u subtilisinu lze rozeznat jistou preferenci28. 

Streptomyces griseus slou�í k produkci komerčního 
produktu s obchodní značkou Pronase12. Jde o filtrát 
z kultury zmíněné streptomycety, který obsahuje směs 
proteolytických enzymů (např. SG-trypsin, proteasu A 

Tabulka II 
Proteolytické enzymy bě�ně pou�ívané v proteomice1,12,17,18  

 Enzym 
  

Místo �těpení Výjimka Rozsah pH 

 Trypsin C-konec R-X, K-X X = P 7,0−9,0 
 Chymotrypsin C-konec F-, Y-, W-, L-, I-, V- a M-X X = P 7,5−8,5 
 Endoproteinasa Glu-C (V8-DE) C-konec E-X, D-X X = P 4,0−8,0 
 Endoproteinasa Lys-C C-konec K-X (X = P) 8,5−8,8 
 Endoproteinasa Arg-C C-konec R-X (X = P) 7,5−8,5 
 Endoproteinasa Asp-N N-konec X-D, X-E   

  
6,0−8,5 

 Elastasa C-konec A, V, L, I, G, S    8,5 
 Pepsin F, M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y)   2−4 
 Pronase směs endo- a exoproteinas, �těpí téměř 

v�echny peptidové vazby 
  7,0−8,0 a 

 Subtilisin 
  

�iroká specifita, pref. C-konec nenabité  
aminokyseliny 

  7,0−11,0 

 Thermolysin �iroká specifita (W, Y, F, I, L, V, A, M), 
převá�ně N-konec X-F, X-L 

  6,0−10,0 

a V závislosti na povaze směsi 
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a B)29. Významnou slo�kou je i serinová endopeptidasa, 
která preferenčně �těpí u karboxylu kyseliny glutamové. 
Označuje se jako proteasa E (188 aminokyselin; Mr = 
20 000)29. 

Serinová endopeptidasa Glu-C (té� Protease V8, EC 
3.4.21.19) je produktem bakterie Staphylococcus aureus 
V8. �těpí peptidové vazby na C-konci kyseliny glutamové 
případně kyseliny asparagové (u Asp ve srovnání s Glu a� 
3000× pomaleji, optimum pH ~ 8,0)30. Sekvence má 268 
aminokyselin (Mr = 30 000), tvoří se z prekurzoru (336 
aminokyselin; Mr = 36 300)31. Endopeptidasa Lys-C (EC 
3.4.21.50) z Lysobacter enzymogenes rovně� obsahuje 
katalytický serin (269 aminokyselin; Mr = 28 000). V roz-
mezí pH 7,0−9,0 �těpí peptidové vazby na C-konci lysi-
nu32,33. Thiolová endopeptidasa Arg-C z Clostridium histo-
lyticum (clostripain, EC 3.4.22.8) je heterodimer (526 ami-
nokyselin; Mr = 59 600)34. Serinová endopeptidasa Arg-C 
(EC 3.4.21.-) z Lysobacter enzymogenes je monomer (Mr = 
26 000)35. Oba enzymy �těpí specificky u argininového 
karboxylu (optimum pH ~ 7,5). Enzym Asp-N (EC 
3.4.24.33) z Pseudomonas fragi je metaloendopeptidasa 
(Mr = 27 000)36, která �těpí peptidové vazby na N-konci 
kyseliny asparagové nebo cysteové v rozmezí pH 6,0−8,0 
(cit.37).  

Nejznáměj�í metalokarboxypeptidasy jsou karboxy-
peptidasy A a B, které se li�í �těpením aminokyselin z C-
konce substrátů12. Karboxypeptidasa A (EC 3.4.17.1) pre-
ferenčně �těpí aminokyseliny s aromatickým nebo rozvět-
veným postranním řetězcem. Naproti tomu karboxypepti-
dasa B (protaminasa, EC 3.4.17.2) preferenčně od�těpuje 
lysin a arginin12. Karboxypeptidasa Y (té� karboxypeptida-
sa C, EC 3.4.16.5) je serinová exopeptidasa. Enzym 
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Mr = 60 000) má 
optimum pH při 4,5−6,0 (cit.38). Má �irokou specifitu 
a uvolňuje z C-konce proteinů a peptidů aminokyselinové 
zbytky včetně prolinu, u glycinu a kyseliny asparagové je 
uvolňování významně zpomaleno17. 

 
 

5.  Trypsin a jeho výjimečné postavení  
v proteomice 
 
Rychlý vývoj genomiky přinesl generování objem-

ných databází, které zahrnují nejen fragmenty DNA, ale 
i celé genomy. Úspěch strategie identifikace proteinů 
v proteomice spoléhá na výskyt hledané proteinové sek-
vence v takové databázi1,3. U organismů s dosud nezná-
mým genomem je pomůckou de novo sekvencování pepti-
dů a předpoklad homologie (vyhledávání typu MS Blast 
(cit.39) nebo MultiTag (cit.40)). Pro �těpení proteinů 
v roztoku se vyu�ívají endopeptidasy uvedené v tabulce II, 
případně některé dal�í enzymy (proteinasa K, cit.41). Pokud 
provádíme �těpení v polyakrylamidovém gelu, jedním z 
limitujících faktorů difuze peptidasy k substrátu je velikost 
její molekuly. Pro 12% polyakrylamidový gel, který je 
standardně pou�íván k přípravě proteinového vzorku pro 
MS analýzu42, byla odvozena zdánlivá velikost pórů 20 a� 

30 Å (cit.43). Molekula β-trypsinu má včetně solvatačního 
obalu rozměry men�í (17 Å)44. Pro vět�í molekuly peptidas 
je difuzi bráněno ze sterických důvodů, případně je zcela 
znemo�něna. K dal�ím výhodám pou�ití trypsinu v proteo-
mice patří jeho striktní substrátová specifita daná konfigu-
rací aktivního místa (obr. 1), která poskytuje přiměřené 
mno�ství definovaných peptidových fragmentů o příznivé 
ionizovatelnosti a velikosti pro MS analýzu1. Ostatně, vý-
hodné je i optimum pH trypsinu, které umo�ňuje práci 
s levným těkavým pufrem na bázi hydrogenuhličitanu 
amonného (pH 7,8)4. 

Pou�ívání trypsinu je roz�ířeno o protokoly s ostatní-
mi peptidasami. Vět�inou nejde o rutinní peptidové mapo-
vání, ale o analýzu specifických vlastností proteinů. Chy-
motrypsin někdy nahrazuje či doplňuje trypsin pro působe-
ní v roztoku i gelu45,46. Vzhledem k velikosti molekuly je 
pro �těpení proteinů v gelu vhodná i elastasa, např. při 
lokalizaci fosforylačních míst47. Při studiu glykosylace se 
uplatnily peptidasy Glu-C a Asp-N (cit.48). Pou�ití Glu-C, 
Lys-C, případně thermolysinu se osvědčilo při analýze 
peptidů s disulfidovými vazbami49. Peptidasy Asp-N, Arg-
C, Glu-C a Lys C jsou díky striktní specifitě výhodné pro 
peptidové mapování. S ohledem na velikost molekuly mo-
hou být pou�ity i v gelu33,50,51. Aplikace Pronasy je vázána 
na analýzu proteinových modifikací � posttranslačních52 či 
vyvolaných působením chemických látek53. Enzym toti� 
poskytuje pouze krátké peptidy (2−8 aminokyselin)52 a pro 
peptidové mapování je tak nevhodný. Pepsin nebo i jiné 
peptidasy s kyselým optimem pH se vyu�ívají zejména při 
MS detekci strukturních změn v proteinech na základě 
izotopové výměny vodík/deuterium54,55. Kyselé prostředí 
je důle�ité z toho důvodu, aby k proteolýze docházelo za 
podmínek, kdy je izotopová výměna pomalá. Pepsin byl 
pou�it i pro �těpení v gelu při analýze O-glykosylace pro-
teinu56. 

Jinými limitujícími faktory pou�ití peptidas 
v proteomové analýze jsou doba nutná k dostatečné proteo-
lýze vzorku a rezistence některých proteinů vůči �těpení 
(např. kompaktních globulinů). Pou�ití trypsinu obvykle 
vy�aduje dobu inkubace 4−24 h, pro některé proteiny je 
ale i tak neúčinný57. Průběh �těpení je primárně závislý na 
mobilitě struktury substrátu, kterou je mo�né ovlivňovat 
přítomností denaturačních činidel nebo teplotou58,59. Za 
zvý�ené teploty lze vyu�ít termofilních peptidas: thermoly-
sin poskytuje významné mno�ství analyzovatelných pepti-
dových fragmentů ji� během krátké inkubace při 65 °C 
(15 min). Specifita �těpení thermolysinu je při této teplotě 
mnohem vy��í ne� za bě�ných teplot57. Pro proteiny ná-
chylné k proteolýze (např. myoglobin) je efekt thermolysi-
nu za zvý�ené teploty extrémně rychlý a peptidové frag-
menty je tak mo�né získat přímo na destičce MALDI 57. 

 
 

6. Měření proteolytické aktivity 
 
Měřítkem aktivity endopeptidas je mno�ství �těpných 

peptidů uvolněných za určitý časový interval. Absolutní 
kvantifikace �těpných peptidů např. hmotnostní spektro-
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metrií je v�ak obtí�ná a časově náročná60. Pro �těpení 
v gelu je stanovení dále zatí�eno výraznou statistickou 
chybou související se sterickým stíněním �těpných míst60. 
Nejstar�í metody měření aktivity jsou zalo�eny na spektro-
fotometrickém stanovení peptidů v reakční směsi po vysrá-
�ení a odstranění nezreagovaného proteinového substrátu. 
Ansonova metoda vyu�ívá hemoglobinu jako substrátu 
a �těpné peptidy (obsahující Tyr) se stanovují fenolovým 
činidlem61. Kunitzova metoda je zalo�ena na �těpe-
ní kaseinu, absorpce uvolněných peptidů (s obsahem Tyr 
a Trp) se měří při 280 nm (cit.62). S rozvojem chemie pep-
tidů se začaly více uplatňovat syntetické substráty. Jejich 
�těpení endo- či exopeptidasou má nejčastěji za následek 
uvolnění chromoforu (existují v�ak i rozmanité fluorogen-
ní substráty), který se měří spektrofotometricky při odpo-
vídající vlnové délce. Pro trypsin jsou k dispozici ethyles-
ter Nα-benzoyl-L-argininu (BAEE) nebo Nα-benzoyl-DL-    
-arginin-4-nitroanilid (BAPNA)63. V prvním případě se 
sleduje nárůst absorpce při 253 nm, ve druhém případě při 
405 nm. Jako substrát pro chymotrypsin se pou�ívá ethy-
lester N-benzoyl-L-tyrosinu (BTEE); měří se při 256 nm 
(cit.64). Vhodným substrátem pro pepsin je oktapeptid Lys-
-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe(NO2)-Ala-Leu (monitorování při 
300 nm)65. Aktivitu peptidas specifických pro kyselinu 
glutamovou (např. SGPE ze Streptomyces griseus) lze určit 
s pou�itím substrátu Z-Glu-NH-C6H4-NO2

 (410 nm)29. Akti-
vitu nespecifického subtilisinu lze rutinně stanovit s pou�i-
tím řady substrátů, zmínit lze např. N-sukcinyl-L-Ala-L-     
-Ala-L-Pro-L-Phe-4-nitroanilid27. Substrátem pro karboxy-
peptidasu A je např. Bz-Gly-Gly-L-α-hydroxy-β-fenyl-
laktát (monitorování při 254 nm)66. 

 
 

7. Počítačová predikce �těpných peptidů 
 
Zásadní význam pro identifikaci proteinů metodou 

MS má predikce (předpověď), jaké peptidy vzniknou pro-
teolytickým �těpením proteinů. Metodologie identifikace 
proteinů je zalo�ena buď na principu tzv. map molekulo-
vých hmotností peptidů (peptide mass mapping či peptide 
mass fingerprinting) nebo na principu identifikace úplné či 
částečné sekvence (sequence tag)67−69. Oba tyto přístupy 
jsou závislé na srovnání experimentálně získaných dat 
s předpověděnými. V prvním případě jde o srovnání expe-
rimentálně získaného souboru molekulových hmotností 
peptidů nebo souboru molekulových hmotností iontů frag-
mentů vzniklých z prekurzorového iontu s příslu�nými 
předpověděnými soubory. V druhém případě se pak srov-
nává experimentálně zji�těná úplná nebo částečně interpre-
tovaná aminokyselinová sekvence s jejich předpověďmi. 
Soubory dat se v�dy předpovídají s ohledem na experi-
mentální podmínky. Základem takové předpovědi jsou 
sekvence v kompozitních neredundantních databázích70 
(např. OWL, NRDB, viz ní�e). Následně, při procesu zva-
ném �těpení in silico, se na takto získané sekvence aplikuje 
algoritmus, který nahrazuje �těpení enzymem. Tento pro-
ces generuje soubor peptidových sekvencí a jejich moleku-
lových hmotností, a to buď ve formě jejich hmotností mo-

noizotopických nebo monoizotopických s adicí protonu 
(zohledňuje produkty vzniklé ionizací). Soubor by měl 
obsahovat i takové sekvence, které obsahují nedokonale 
�těpené úseky (miscleavage sites), vzniklé blokováním 
daného �těpného místa pro peptidasu sterickým uspořádá-
ním. Jejich počet nastavuje u�ivatel; bě�ně se u�ívá gene-
rování peptidů obsahujících jeden a� dva nedokonale �tě-
pené úseky, pro volbu více ne� dvou musejí být zásadní 
důvody. To proto, �e soubor proteolytických �těpů musí 
být pro následné srovnání s experimentálními daty co nej-
stručněj�í, jinak je ohro�eno správné statistické vyhodno-
cení shody71. Dal�ími polo�kami v souboru jsou peptidové 
sekvence obsahující modifikované aminokyseliny. Mů�e 
jít o modifikace přirozené � např. fosforylace, záměrné � 
např. alkylace cysteinu, nebo o modifikace vzniklé 
v průběhu přípravy vzorku � např. oxidace methioninu 
nebo tryptofanu. Opět platí, �e vnesením příli� mnoha 
modifikačních parametrů (> 2) se vzniklý soubor nadby-
tečně komplikuje. Co proces generování �těpných peptidů 
nemů�e zohledňovat, to jsou posttranslační úpravy jako 
například alternativní sestřih. 

Existuje mnoho volně i komerčně dostupných progra-
mů, které umo�ňují identifikaci proteinů na základě před-
povězených proteolytických �těpů a statistické vyhodnoce-
ní shody. Odli�nosti jsou převá�ně v metodách vyhodnoce-
ní: http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/OWL/, http://
www.ebi.ac.uk/~holm/nrdb90/, http://prospector.ucsf.edu/, 
http://www.matrixscience.com/, http://www.expasy.org/
tools/, http://prowl.rockefeller.edu/, http://
www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/
peptidesearchpage.html, http://vigen.biochem.vt.edu/
protein_prospector/ucsfhtml4.0/instruct/
fitman.htm#scoring. 

 
 

8.  Varianty procesu proteolýzy pou�ívané  
v proteomice 
 
Původně se trypsin v proteomové analýze pou�íval 

pro rozlo�ení vzorku na �těpné produkty, které usnadňova-
ly či vůbec umo�ňovaly analýzu72. S nástupem peptidové-
ho mapování a proteomiky s pou�itím MS se ukázalo, �e 
�těpení proteinů trypsinem (zkráceně trypsinace) musí 
splňovat určité podmínky dané povahou metodiky analýzy. 
Jde předev�ím o maximální výtě�ek a úplnost �těpení (co 
největ�í počet peptidů vzniklých trypsinací daného protei-
nu a přitom experimentálně zjistitelných z jejich předpově-
děného počtu pozitivně ovlivňuje statistické skóre při vy-
hodnocení identifikace), minimalizace autolýzy trypsinu 
a opakovatelnost map molekulových hmotností peptido-
vých �těpů60. Proces proteolytického �těpení v roztoku 
obsahuje z toho důvodu určitý poměr enzym/substrát 
(např. 1:50 a� 1:5)60. Provádí se i redukce disulfidových 
vazeb dithiothreitolem a alkylace reaktivních cysteinů 
jodacetamidem, av�ak jen je-li to nutné73. �těpení trypsi-
nem bě�ně probíhá 12 h při 37 °C, pou�itím methylované-
ho trypsinu při 58 °C lze dobu �těpení zkrátit na 30 min 
(cit.4,60). 
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Podstatně vět�í význam pro proteomiku má analýza 
proteinů separovaných v polyakrylamidových gelech74. 
Proteolýza v gelu je sice komplikována přítomností poly-
akrylamidové matrice, do které musí trypsin proniknout, 
na druhou stranu je usnadněna manipulace se vzorkem, 
např. při odstraňování produktů alkylace cysteinu. Po vy-
volání barvením pomocí modři Coomassie74 nebo stří-
brem42 jsou proteinové pásy vyříznuty s minimem neobar-
vených okrajů. Tyto části jsou potom dále nařezány na 
kostičky o velikosti cca 1 mm3. Kvůli manipulaci se nedo-
poručují men�í fragmenty (ucpávání �pičky mikropipety). 
Následuje odbarvení, dehydratace acetonitrilem a vysu�e-
ní. Gel je pak rehydratován roztokem trypsinu (1,5 µM) 
v 50 mM uhličitanu amonném při 4 °C, přičem� délka 
rehydratace určuje výtě�ek enzymového �těpení4. �těpení 
se provádí 12 h při 37 °C (je-li pou�it methylovaný 
trypsin, �těpí se 30 min při 58 °C) 4,60. Postup lze roz�ířit o 
redukci a alkylaci, jak ji� bylo uvedeno vý�e.  

Proteolytické �těpení vzorku na membránách po přeno-
su z gelu metodou Western blotting se s nástupem proteo-
miky vyu�ívající MS začalo provádět dříve ne� přímá 
trypsinace proteinů v gelech75. V bě�ném postupu OMD 
(on-membrane digestion) se pracuje s poly(vinyliden-
difluoridovou) tedy PVDF membránou, která je po přeno-
su obarvena roztokem amidočerni76. Vyříznuté kousky 
membrány se odbarví zředěným methanolem a vysu�í. 
Potom se přidá roztok trypsinu v uhličitanu amonném 
s 30% obsahem acetonitrilu a pokračuje se inkubací 12 h 
při laboratorní teplotě. Následuje odebrání horní vrstvy 
a extrakce peptidů. Spojený materiál se vysu�í ve vakuo-
vém koncentrátoru a suspenduje ve vhodném rozpou�tědle 
pro následnou MS analýzu76. Inovací klasického postupu 
je tzv. proces jednostupňového �těpení a přenosu (OSDT, 
one-step digestion-transfer)76. OSDT se provádí při labora-
torní teplotě ve speciálním zařízení po dobu 12−18 h. Pou-
�ívá se komerčně dostupná membrána Immobilon-AV 
(IAV), co� je PVDF membrána s aktivovanými karbo-
xyskupinami pro vazbu proteinů nebo peptidů. Přenosový/
�těpící sendvič se skládá z dvojité vrstvy membrány 
IAV imobilizovaným trypsinem vlo�ené mezi polyakryla-
midový gel a PVDF membránu (sběrná plocha pro uvolně-
né peptidy)76. 

Princip �těpení vzorku trypsinem imobilizovaným na 
membráně je zdokonalen při on-line proteolýze v mikro-
kolonách/reaktorech, a to v souvislosti s nahrazováním 
klasické 2D elektroforézy  vícerozměrnou chromatografií 
(MDC, multidimensional chromatography)77. �těpení se 
provádí ve vodných roztocích78 nebo ve směsi 
s mísitelnou  organickou fází79. Získané peptidy se buď 
přímo analyzují metodou MS nebo dále separují. Pro pří-
mé spojení �těpení s nanoESI-MS analýzou bylo té� po-
psáno nano-zařízení s trypsinem ukotveným na membrá-
ně80. Zajímavou mo�ností je rychlé �těpení trypsinem 
ukotveným na destičce MALDI (on-probe digestion). Jeho 
nevýhodou je nutnost vysoké koncentrace trypsinu a tím 
i zvý�ená kontaminace autolytickými produkty81. Srovnání 

účinnosti �těpení trypsinem v roztoku a imobilizovaným 
trypsinem je shrnuto v cit.82. 
 
 
9.  Modifikace proteolytických enzymů 

(modulace funkčnosti a termostability) 
 
Modulační modifikace se týkají předev�ím dostupné-

ho trypsinu (i kdy� třeba i chymotrypsinu), jeho� zásadní 
pou�ití v proteomice je omezeno dvěma komplikacemi. 
Enzym má poměrně malou termostabilitu − k jeho výrazné 
inaktivaci dochází ji� při 37 °C (30% pokles aktivity po 
půlhodinové inkubaci)4. V podmínkách optimální funkč-
nosti trypsinu (mírně alkalické pH) a v nepřítomnosti sta-
bilizujících iontů Ca2+ probíhá navíc rychlá autolýza83. 
Autolytické peptidy představují ru�ivé pozadí při MS ana-
lýze směsi �těpných peptidů (digestu). Vzhledem 
ke specifitě �těpení (tabulka II) je mo�né autolýzu elimino-
vat kovalentní modifikací zbytků lysinu a argininu 
v molekule trypsinu83,84. Nejjednodu��ím postupem je 
alkylace nebo acylace lysinu83−86. Připravené deriváty, 
např. methylovaný83, resp. acetylovaný85 nebo sukcinylo-
vaný86 trypsin, vykazují podstatně vy��í rezistenci vůči 
autolýze ne� samotný trypsin. Acetamidinací lze docílit 
zachování kladného náboje původního zbytku84. Reakcí 
trypsinu s 1-guanyl-3,5-dimethylpyrazolem vzniká stabilní 
guanylovaný trypsin86. Argininové zbytky v proteinech se 
kvůli své značné bazicitě alkylují nebo acylují obtí�ně. Pro 
trypsin byla popsána jejich modifikace reakcí s bi-
acetylem84. 

Ji� methylovaný trypsin je ve srovnání 
s nemodifikovaným enzymem odolněj�í vůči vy��ím teplo-
tám4. Enzym byl té� stabilizován nitrací povrchových tyro-
sinových zbytků a jejich následnou redukcí na aminotyro-
sin87. K obdobné stabilizaci vedla acylace α-chymo-
trypsinu reakcí s anhydridy aromatických karboxylových 
kyselin87. Výrazné rezistence vůči tepelné inaktivaci lze 
dosáhnout vytvářením konjugátů s oligo- a polymery. Za 
zmínku stojí modifikace lineárními oligosacharidy88 či 
cyklodextriny89. Cyklodextrinové konjugáty trypsinu byly 
připraveny enzymovou metodou s transglutaminasou89. 
V případě polymerů je ov�em výsledkem rozměrná mole-
kula, která sice mů�e katalyticky působit v roztoku, ale je 
nepou�itelná pro �těpení v gelu. V literatuře lze najít zmín-
ky o konjugátech trypsinu např. s poly(N-isopropyl-
akrylamidem)90, methoxypolyethylenglykolem91, polyme-
ry sacharosy63 a karboxymethylcelulosou92. Na�e skupina 
se zabývá konjugáty hovězího trypsinu s oligosacharidy 
a jejich testováním pro �těpení v gelu při peptidovém ma-
pování (MALDI-MS)93. Nejlep�ích výsledků bylo dosa�e-
no pou�itím rafinosy, maltotriosy a stachyosy (pro reakci 
aktivovány oxidací jodistanem). Příslu�né modifikované 
trypsiny vykazují vysokou termostabilitu (50% inaktivace 
nastává a� při teplotách nad 60 °C, inkubace 30 min), pro-
dukce autolytických peptidů je ve srovnání se samotným 
hovězím  trypsinem výrazně omezena93. 
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10.  Závěr − perspektivy proteolýzy v moderní 
proteomice 
 
Moderní techniky ESI-MS (ve spojení s kvadru-

pólovou iontovou pastí nebo analyzátorem FT-ICR � Fou-
rier transform ion cyclotron resonance) a MALDI-MS 
(TOF/TOF, time-of-flight) umo�ňují pracovat s intaktními 
proteiny, provádět jejich fragmentaci a měření MS/MS 
(cit.94). Tento postup se označuje jako top-down analýza 
(fungující shora dolů, tj. od intaktního proteinu k fragmen-
tům). Aktuální alternativu představuje metoda bottom-up 
(zdola nahoru), která se té� označuje jako shotgun (= angl. 
poloautomatická brokovnice střílející v krátkých interva-
lech)94. �Shotgun� proteomika je zalo�ena na počátečním 
�těpení slo�itého proteinového vzorku buď působením 
peptidas nebo chemickou metodou. Výsledkem je směs 
peptidů, která je analyzovatelná metodou LC-ESI-MS/MS 
nebo MALDI-MS s následnou identifikací bioinformatic-
kými metodami. Pou�ití MALDI-MS je v�ak omezené 
kvůli slo�itosti digestů proteomů např. celých virů nebo 
baktérií. Výhodněj�í metodou LC-ESI-MS/MS lze během 
jednoho dne rutinně analyzovat 500−1000 proteinů 
z buněčného lyzátu, a to na jediném přístroji. Parametry 
dostupných technik �shotgun� proteomiky jako jsou úhrn-
ná rychlost, citlivost a dynamický rozsah, nemohou být 
v současné době s pou�itím ostatních metod překonány94. 

Jak ji� bylo zmíněno v úvodní části, fragmentace 
membránových a jiných ve vodě nerozpustných proteinů je 
často prováděna chemickými metodami, tedy v prostředí 
organických rozpou�tědel nebo jejich směsí s vodou 
(methanol, acetonitril, kyselina mravenčí). Podle potřeby 
se navíc je�tě přidávají detergenty95. Samotné chemické 
�těpení v�ak často neposkytuje peptidy vhodné pro přímou 
MS analýzu. Tento stupeň je proto nutné kombinovat se 
�těpením enzymovým96. Zde bohu�el nará�íme na nutnost 
úpravy vzorku pro dosa�ení optimálních podmínek proteo-
lýzy, co� způsobuje ne�ádoucí prodlevy, zvlá�tě ve vysoce 
výkonné a �shotgun� proteomice. Řada laboratoří se proto 
zaměřila na vývoj a hledání postupů umo�ňujících aplikaci 
peptidas v  prostředích s obsahem organického rozpou�tě-
dla97. Vzhledem k principu �těpné reakce je nutná alespoň 
minimální přítomnost vody v reakční směsi (proteolýza je 
toti� hydrolýza). V současné době lze nalézt např. práce 
vyu�ívající trypsinaci ve směsi 60 % methanolu a 40 % 
vodného roztoku NH4HCO3, pH 7,9 (cit.98). Dal�ím přístu-
pem mů�e být fragmentace nerozpustných proteinů robust-
ní, ale nespecifickou proteinasou K99. Nabízí se rovně� 
chemická modifikace specifických peptidas, zejména 
trypsinu, pro zvý�ení stability v nevodných prostředích 
jako je 50% acetonitril (�ebela a spol., nepublikované 
výsledky). 
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Proteolytic enzymes (peptidases) are important tools 

for proteomic research. This article reviews their applica-
tion to digestion of proteins, which commonly precedes 
the mass spectrometry analysis of proteins. In the opening 
part, mechanism of proteolysis is described together with a 
detailed introduction to classification and nomenclature of 
enzymes. The following part brings an overview of prote-
olytic enzymes that are currently used in expression and 
functional proteomics including their properties and speci-
ficity. The review continues with reports on assays of pro-
teolytic activity and computer prediction of peptide cleav-
age. The methodology of in-solution and in-gel digestion 
of samples and the use of peptidases for cleavage of pro-
teins on membrane surfaces is also mentioned. Further-
more, chemical modifications of peptidases for improving 
their stability to autolysis and thermal inactivation are 
documented. Peptidase treatment of hydrophobic proteins 
in solutions containing organic solvents are also men-
tioned. Finally, new perspectives of proteolysis in shotgun 
proteomics are outlined. 
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1. Úvod 
 
Proteomické analýzy zahrnují mnoho stupňů od izola-

ce buněčných komponent, přes elektroforetickou či chro-
matografickou separaci jednotlivých proteinů a� po analý-
zu hmotnostní spektrometrií (MS). Klíčovým je v�dy pří-
prava vzorku, ať ji� pro primární separace nebo pro MS. 
Dal�ím důle�itým aspektem proteomických experimentů je 
kvantifikace analyzovaných peptidových fragmentů meto-
dou MS. V tomto článku jsou zmíněny základní postupy 
vý�e uvedených příprav vzorků a kvantifikace. 

 
 

2.  Příprava vzorku pro 2D-gelovou  
elektroforézu 
 
Efektivní příprava proteomického vzorku zůstává 

problémem, proto�e neexistuje �ádná univerzální metoda 
extrakce pro různé typy výchozích materiálů. Tento pro-
blém je zvlá�tě významný, jedná-li se o membránové pro-
teiny. Ačkoliv v posledních letech do�lo k pokroku v roz-
pou�tění membránových proteinů, základní otázkou zůstá-
vá výběr detergentu. Detergenty jsou klíčová činidla, která 
rozpou�tějí proteiny a udr�ují je rozpu�těné během separa-
ce dvourozměrnou gelovou elektroforézou (2D elektrofo-
réza). Problémy s rozpustností mohou nastat ve dvou stup-
ních : (i) kdy� jsou membrány rozpu�těny ve směsi deter-
gent-chaotrop a (ii) během elektroforézy v prvním rozmě-
ru, kdy� jsou proteiny separovány podle svých izoelektric-
kých bodů (pI). Protein je ve svém pI vysoce agregovaný 
a je rozpu�těn v pufru s nízkou koncentrací soli nebo bez 
soli (vzorkový naná�ecí pufr). 

Z těchto důvodů byl pro testování detergentů v růz-
ných kombinacích (pro získání vzorků optimalizovaných 
pro dal�í analýzy, jako je 2D elektroforéza) pou�it faktori-
álový matricový přístup. Na základě práce Dr. Thierry 
Rabillouda z CEA-Grenoble ve Francii byly pro optimali-
zovanou extrakci proteinu z různých zdrojů1−5 zavedeny 
nové detergenty. 

 
2 . 1 .  C 7 B z O  a  d a l � í  d e t e r g e n t y  k o m p a t i -

b i l n í  s  e l e k t r o f o r é z o u  
 
Sady pro přípravu vzorku zalo�ené na C7BzO 

Selekční metoda hledání optimálního detergentu je 
zalo�ena na pou�ití ProteoPrep kitu pro extrakci vzorku 
buď se čtyřmi směsnými solubilizačními pufry (katalogové 
číslo PROT-TOT) a nebo ProteoPrep sadě vzorkových 
detergentů s deseti různými detergenty (katalogové číslo 
PROT-DT).  

Vynikající schopnost extrakce a solubilizace proteinu 
v různých typech tkání jako bakteriální, �ivoči�né a rost-
linné vykazují sulfobetainové detergenty C7BzO 
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(katalogové číslo C0856) a ASB-14 (katalogové číslo 
A1346). Proto�e detergent ASB-14 ru�í proteinovou kvan-
tifikaci, byly vyvinuty dvě sady pro snadnou přípravu 
vzorku, které jsou zalo�eny na C7BzO s optimalizovanými 
protokoly pro 2D elektroforézu. Jedná se o ProteoPrep 
univerzální extrakční kit (katalogové číslo PROT-TWO) 
a ProteoPrep membránový extrakční kit (katalogové číslo 
PROT-MEM). ProteoPrep univerzální extrakční kit umo�-
ňuje následnou izolaci frakcí rozpustných a membráno-
vých proteinů. V oddělených frakcích se tak získají jak 
cytoplasmatické, tak membránové proteiny. Kromě toho 
mů�e být tato sada pou�ita pro stanovení, zda je protein, 
který je předmětem zájmu, rozpustný ve vodě nebo jedná-
li se o membránový protein. ProteoPrep membránová ex-
trakční sada extrahuje pouze membránové proteiny. Je 
proto vhodná pro studium membránových proteomů jako 
jsou proteiny spojené s buněčnou signalizací. Příklad je na 
obr. 1, kde byl proveden experiment s tepelným �okem 
a proteiny byly extrahovány za optimalizovaných podmí-
nek. Buňky byly extrahovány 2% C7BzO, který byl při-
praven v roztoku 7 M močoviny, 2 M thiomočoviny 
a 40 mM Tris pufru. Buněčné extrakty (250 µg) byly foku-
sovány na pH 4�7 prou�cích s imobilizovaným pH gradi-
entem (IPG prou�ky). SDS-PAGE byla provedena na 4 a� 
20% gelech. Srovnáním obrazů gelů a pou�itím softwaru 
(Nonlinear) pro 2-D elektroforetické analýzy byly identifi-
kovány dva proteiny (označeny rámečky), které vykazují 
zvý�enou hladinu exprese jako funkci trvání tepelného 
�oku. Tyto proteinové prou�ky byly, společně s dal�ími 
proteinovými markery (označené �ipkami), vyříznuty, 
�těpeny a analyzovány MALDI-MS. Po vyhledání v data-
bázi výsledné hmotnostní peptidové mapy byly markerové 
proteiny první sady identifikovány jako izoformy β-aktinu. 
β-Aktin má molekulovou hmotnost 40 kDa a pI přibli�ně 
5,4. Markerové proteiny druhé sady byly identifikovány 
jako izoformy vimentinu. Vimentin má molekulovou 
hmotnost přibli�ně 57 kDa a pI 5,4 (obr. 1). 

 
 
 

2 . 2 .  O d s t r a n ě n í  a l b u m i n u  a  I g G  
 
Hlavními přístupy při hledání cirkulačních biomarke-

rů jsou studium proteinového slo�ení plasmy a séra. 
S velikým zájmem se v současné době studuje lidský séro-
vý proteom, zejména kvůli mo�nosti identifikace biomar-
kerů určitých nemocí. Náročnost analýzy séra spočívá 
v �irokém rozmezí koncentrací proteinů. Vět�ina farma-
ceuticky zajímavých proteinů se vyskytuje v nízkých kon-
centracích a nadbytek albuminu a protilátek (předev�ím 
IgG), které dohromady tvoří více ne� 70 %  sérových pro-
teinů, tyto analýzy velmi komplikují. Odstranění albuminu 
a IgG zjednodu�uje vizualizaci proteinů komigrujících 
s albuminem a IgG na gelu. Dále umo�ňuje pou�ití vy��í 
naná�ky vzorku (4 a� 5 krát), a tím značně zlep�enou vizu-
alizaci proteinů s ni��ím počtem kopií. 

Sigma nabízí dvě sady pro odstranění IgG a albumi-
nu, které vyu�ívají dvě rozdílné technologie: (i) Proteo-
Prep® Blue IgG kit pro odstranění albuminu a IgG 
(katalogové číslo PROT-BA) � je zalo�ena na patentované 
pryskyřici spojující vazbu přes Protein G a přes modrou 
barvu a (ii) agarosu s navázaným proteinem G  − Proteo-
Prep® IA imunoafinitní IgG kit pro odstranění albuminu 
(katalogové číslo PROT-IA) � která je zalo�ena na malých 
ligandech rekombinantních protilátek navázaných na prys-
kyřici. 

 
2.2.1. Technika pro odstranění albuminu a IgG zalo�ená 
 na barvivu 

ProteoPrep� Blue Albumin a Kit pro odstranění IgG 
specificky odstraňují albumin a IgG z 25 vzorků lidského 
séra (25 µl a� 100 µl) pro následnou analýzu metodou 
dvojrozměrné elektroforézy. Typicky je odstraněno 95 % 
albuminu a 80 % IgG ze 75 µl lidského séra. Médium se 
vyznačuje nízkou nespecifickou vazbou, proto�e neobsa-
huje Cibacron® Blue (která je obecně známá vysokým 
nespecifickým vázáním nealbuminových proteinů).  Rea-
gencie této sady jsou v pufrech s močovinou místo 
v pufrech se solemi, co� znamená, �e vzorky séra zbavené 
albuminu mohou být aplikovány v 2D elektroforéze bez 
srá�ení proteinu. Fokusace proteinů na prou�cích s imobi-
lizovanými pH gradienty (IPG) pro dvojrozměrnou elek-
troforézu proteinů a analýza MS  v gelu �těpených protei-
nů je negativně ovlivněna (např. �patné rozli�ení skvrn) 
přítomností solí nebo pufrů o vysokých koncentracích. 
Experimenty ukazují, �e nahrazení solí močovinou umo�ní 
navázání albuminu za současné inhibice vazby nealbumi-
nových proteinů.  

 
2.2.2. Technika pro odstranění albuminu a IgG zalo�ená 

na protilátkách 
Pryskyřice pro odstranění albuminu a IgG zalo�ené na 

protilátkách vykazují vy��í specifitu ne� pryskyřice zalo-
�ené na barvivu. Nicméně, pryskyřice zalo�ené na protilát-
kách mají obvykle ni��í vazebnou kapacitu proteinu. Pro 
odstranění lidského albuminu a IgG byla vyvinuta nová 

Obr. 1. Identifikace proteinů indukovaných tepelným �okem v 
CHO buňkách  
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imunoafinitní pryskyřice, která je zalo�ena na protilátkách 
s vysokou vazebnou kapacitou. Vazebné fragmenty pou�i-
tých rekombinantních protilátek jsou malé (12 kDa) jedno-
řetězcové proteiny, které jsou exprimovány v kvasinkách. 
Malé jednořetězcové fragmenty protilátek vykazují vyso-
kou specifitu bě�ných IgG protilátek s molekulovou hmot-
ností 150 kDa. Výhodou jejich pou�ití je zvý�ená stabilita, 
zvý�ení koncentrace vazebných míst, a tím vazebné kapa-
city pro antigen. 

Při porovnání schopnosti odstranit lidský albumin 
a IgG s pou�itím tohoto imunoafinitního kitu a imunoafi-
nitní pryskyřice zalo�ené na klasických protilátkách byly 
na nosiče aplikovány různé objemy lidského séra a pomocí 
ELISA bylo stanoveno procentuální odstranění albuminu 
a IgG. Sada PROT-IA vykazuje 2�4 krát vy��í vazebnou 
kapacitu pro lidský albumin a IgG ne� bě�ná pryskyřice 
s protilátkou. PROT-IA odstraňuje více ne� 98 % albumi-
nu z 50 µl séra. K tomu, aby bě�ná pryskyřice dosáhla 
stejné účinnosti, by bylo mo�né pou�ít pouze 15 µl séra 
nebo méně. Podobně bude PROT-IA odstraňovat více ne� 
98 % IgG z 50 µl séra, zatímco pro dosa�ení podobné 
účinnosti odstranění u bě�né pryskyřice musí být pou�ito 
20 µl séra nebo méně (data nejsou ukázána). Optimalizo-
vaný protokol umo�ňuje pou�ít vzorek séra ihned po izola-
ci přímo pro 2D elektroforézu, proto�e udr�uje nízké ředě-
ní vzorku v přebytku nad nízkým obsahem soli ekvilibrač-
ního pufru. To je umo�něno nízkou koncentrací solí 
v pufru a je tím eliminována potřeba srá�et protein před 
elektroforézou (obr. 2). Proto�e po pou�ití tohoto imunoa-
finitního kitu není nutné protein koncentrovat nebo srá�et, 
je celý postup rychlý a mů�e být proveden za méně ne� 
30 min.  

 
 

3.  Příprava vzorku pro hmotnostní  
spektrometrii 
 

3 . 1 .  A n a l ý z a  f o s f o p e p t i d ů  
 

3.1.1.  Analýza fosforylačních míst proteinu s vyu�itím 
 obohacení kitem PHOS-Select� před MS 

Lidský genom kóduje přibli�ně 2000 kinas a 1000 fos-
fatas řídících fosforylaci proteinu a tím mnoho buněčných 
aktivit a drah. Stav okam�ité fosforylace proteinu a tím 
i jeho aktivity závisí na poměru kinas a fosfatas, které na něj 
působí. Odhaduje se, �e přibli�ně 30 % lidských proteinů je 
fosforylováno a vět�ina fosforylovaných proteinů obsahuje 
tři a více fosforylovaných zbytků. Biologická důle�itost 
fosforylace je důvodem pro intenzivní studium kinas a fosfa-
tas a funkčních aspektů fosforylací. V současnosti se MS 
bě�ně pou�ívá pro identifikaci fosfopeptidů z fosfoproteino-
vých tryptických �těpů. Problémem této analýzy je velké 
mno�ství nefosforylovaných peptidů, které maskují fosfo-
peptidové signály. Pro obohacení  koncentrace fosfopeptidů 
je často pou�íván PHOS-Select� kit. 

Obr. 2. Výhody séra zbaveného albuminu a IgG; z 50 µl vzorku lidského séra byl pou�itím ProteoPrep� imunoafinitního kitu pro 
odstranění albuminu IgG (PROT-IA) odstraněn albumin a IgG. Poté byla provedena 2D elektroforéza s 15 µl vzorku séra a sérem, zbave-
ným albuminu a IgG, pou�itím 11cm, pH 4-7 IPG prou�ků. Metodou ELISA bylo stanoveno, �e do�lo k 99% odstranění albuminu a IgG 

Obr. 3. MS analýza tryptického �těpení GST-MELK po obo-
hacení směsi za pomoci PHOS-Select�; 90 % peptidů na spek-
tru jsou fosfopeptidy  
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3.1.2. Obohacení fosfopeptidu 
Komplexní příklad pou�ití PHOS-Select� je ukázán 

na obr. 3 (data laskavě poskytl Dr. Nick Morrice, MRC 
Protein Phosphorylation Unit, School of Life Sciences, 
University of Dundee, UK). Tryptický �těp proteinkinasy 
MELK, exprimované jako GST fúzní protein v E. coli, byl 
analyzován po obohacení PHOS-Select� pou�itím ABI 
4700 proteomického analyzátoru TOF-TOF MS. 90 % 
peptidů na  hmotnostním spektru 4700 TOF-TOF jsou 
fosfopeptidy. V tryptickém �těpu před obohacením pomocí 
PHOS-Select� nebyly detegovány �ádné fosfopeptidové 
ionty. Jestli�e se k obohacení fosfopeptidů pou�il PHOS-
Select� , více ne� 95 % v�ech nefosforylovaných peptido-
vých iontů bylo odstraněno (není ukázáno).  
 
 
3. 2 .  A n y l ý z a  g l y k o p e p t i d ů 

 
3.2.1.  Enzym PNGasa F: Účinná N-deglykosylace v ana-
 lýze glykoproteinů 

Glykosylace je jednou z nejčastěj�ích post-
translačních modifikací proteinů v eukaryotických buň-
kách. Glykoproteiny hrají roli v celé řadě biologických 
funkcí, jako např. vazba k receptoru, buněčná signalizace, 
imunitní rozpoznávání, záněty a patogenita. Savčí glyko-
proteiny obsahují tři hlavní typy oligosacharidů (glykanů): 
N-vázané, O-vázané a glykosylfosfatidylinositolové (GPI) 
lipidové kotvy.  

Pro studium struktury a funkce glykoproteinu je často 
�ádoucí odstranění v�ech nebo pouze vybrané třídy glyka-

nů. Od�těpení N-vázaných glykanů zlep�uje výsledky při 
MALDI-TOF MS analýze, proto�e glykopeptidy díky své 
mikroheterogenitě potlačují  při MS analýze signál. Pep-
tid-N-glykosidasa F (PNGasa F) je jeden z nejpou�ívaněj-
�ích enzymů pro deglykosylaci glykoproteinů.  

 
3.2.2. Účinná deglykosylace proteinu v gelu 

Jako příklad byla vybrána deglykosylace glykoprotei-
nu α1-antitrypsinu provedená ve vývojovém pracovi�ti 
Sigma-Aldrich. Po redukci a alkylaci (pou�itím tributyl-
fosfinu a jodacetamidu obsa�ených v ProteoPrep� re-
dukčním a alkylačním kitu, katalogové číslo  PROT-RA), 
byly vzorky rozděleny na gelu a barveny. Prou�ek glyko-
proteinu byl vyříznut. Vzorky v gelu byly odbarveny, vy-
su�eny a inkubovány s PNGasou F. Vysu�ené kousky gelu 
byly potom inkubovány s trypsinem (katalogové číslo 
T6567) a poté byla okolní kapalina obsahující tryptické 
peptidy odstraněna a pou�ita pro dal�í analýzu. Příprava 
MS vzorku je zjednodu�ena díky tomu, �e enzymový pří-
pravek neobsahuje detergenty a stabilizátory, které by 
mohly interferovat s MS analýzou. Roztok peptidů po 
hydrolýze trypsinem byl před analýzou koncentrován 
a odsolen na C18 ZipTip®. Zde popsané výsledky byly 
získány MS analýzou na hmotnostním spektrometru 
MALDI-TOF. Peptidy byly analyzovány v reflexním re�i-
mu při snímání kladných iontů pou�itím 4-hydroxy-α-
kyanoskořicové kyseliny jako matrice. Spektra byla získá-
na v hmotnostním rozsahu 4000 m/z s nastaveným potlače-
ním matrice na 800 hmotnostních jednotek. Analýza dat 
byla provedena pou�itím software ProteinLynx� (obr. 4). 

Obr. 4. MALDI-TOF MS analýza nativního a deglykosylovaného α1-antitrypsinu; hmotnostní peptidový profil kontrolního (AT1), 
deglykosylovaného v gelu (AT2) a deglykosylovaného v roztoku (AT3) lidského α1-antitrypsinu. V�echny proteiny byly před MS analý-
zou podrobeny �těpení trypsinem. Ve vzorku, na který bylo působeno PNGasou F (chybí v kontrolním vzorku), odpovídá signál m/z 1756 
peptidovému fragmentu 268-283 a signál m/z 3693 peptidovému fragmentu 94-125. 
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3 . 3 .  P ř í s t u p y  � t ě p e n í  p r o t e i n u  
 

3.3.1. Trypsin proteomické čistoty 
Trypsin proteomické čistoty nabízený firmou Sigma 

vykazuje velmi dobrou proteolytickou účinnost (vytváří 
více tryptických peptidů). To vede k vět�ímu sekvenčnímu 
pokrytí studovaného proteinu. Hmotnostní spektra jsou 
značně zjednodu�ena a to díky sní�enému počtu interferu-
jících autolytických píků a jejich neurčitých aduktů. 
Trypsin proteomické čistoty izolovaný z prasečích pan-
kreatů umo�ňuje správné a přesné �těpení na karboxylové 
straně Arg a Lys zbytků. Enzym byl důkladně zpracován 
redukční methylací pro minimalizaci autolýzy. Chymo-
tryptická aktivita je inhibována působením TPCK (L-1-
chloro-3[4-tosylamido]-4-fenyl-2-butanon). Izolace zahr-
nuje i afinitní chromatografii a lyofilizaci ze zředěné kyse-
liny. Výsledkem je vysoce čistý trypsin s vysoce specific-
kou proteolytickou aktivitou, který je vhodný pro náročná 
kriteria proteomického výzkumu. Je určen k působení jak 
v roztoku, tak i v gelových �těpech. Pro zaji�tění čerstvého 
enzymu pro ka�dé pou�ití je enzym balen v praktických 
20 µg baleních. 

 
3.3.2. Výběr proteasy 

Protease Profiler kit (katalogové číslo PP0500) po-

skytuje kromě trypsinu proteomické čistoty čtyři osvědče-
né alternativní proteasy, činidlo pro rozpu�tění enzymu 
a enzymový reakční pufr. Ka�dá slo�ka je v čistotě vhodné 
pro MS analýzu. Protease Profiler kit umo�ňuje provádět 
doplňkové experimenty jako dvojí enzymové �těpení 
a hledání alternativních �těpených míst. Dvojí enzymové 
�těpení je pou�íváno, kdy� počáteční �těpení poskytuje 
peptidové fragmenty vět�í ne� 5000 Da, co� je často za 
optimální detekční oblastí pro vět�inu MS systémů/
přístrojů. Druhé �těpení pou�itím proteasy s rozdílnou 
specifitou vede k fragmentaci velkých peptidů za vytvoře-
ní men�ích peptidů vhodných pro MS. V případech, kdy 
by pou�ití trypsinu mohlo být nevhodné pro některé pro-
teinové vzorky, je třeba identifikovat alternativní proteoly-
tický enzym.  Protease Profiler kit umo�ňuje �těpení jak 
v roztoku, tak v gelu s optimalizovanými protokoly a čini-
dly pro �těpení za obou podmínek. 

 
3 . 4 .  Ú č i n n á  m i k r o i z o l a c e  a  g u a n i d y l a -

c e  p e p t i d ů  p ř í m o  z  t e r č í k ů  M A L D I  
 
Enzymové �těpení proteinů trypsinem s následnou 

analýzou získaných peptidů pomocí MS představuje zá-
kladní postup při proteomickém výzkumu. Trypsin vytváří 
peptidy, jejich� C-koncové aminokyseliny jsou buď argi-

Obr. 5. MALDI-TOF MS analýza tryptického �těpu myoglobinu; peptidy byly analyzovány buď (a) bez guanidylace, (c) s guanidyla-
cí, podle postupu detailně popsaného v ProteoMass guanidylačním kitu a (d) s guanidylací, po mikroizolaci vzorku z terčíku. V obou 
guanidylovaných vzorcích bylo identifikováno vět�í mno�ství peptidů, vedoucí ke zvý�ení pokrytí sekvence a odpovídající vy��í spolehli-
vosti během identifikace proteinu. Spektrum (b) naznačuje, �e peptidy byly z terčíku zcela odstraněny. Píky pozorované v tomto spektru 
odpovídají aduktům s matricí MALDI  
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nin nebo lysin. Dřívěj�í studie ukázaly, �e detekce peptidů 
MS je ovlivněna několika základními vlastnostmi, včetně 
bazicity C-koncové aminokyseliny6�8, aminokyselinového 
slo�ení7, hydrofobnosti a velikosti peptidu6 a schopnosti 
vytvoření stabilních sekundárních struktur9. Kromě toho 
bylo pro peptidové směsi získané tryptickým �těpením 
popsáno potlačování signálu10. S tím souvisí nebezpečí 
negativního ovlivnění pokrytí sekvence a identifikace pro-
teinu. Pokud peptidy, o které máme specifický zájem (jako 
peptidy s posttranslačními modifikacemi), mají na C-konci 
lysin, mů�e docházet k hor�í ionizaci a mů�e to být kritic-
kým faktorem při získávání dat. Jeden ze způsobů, jak 
překonat tento problém, je přeměna lysinového zbytku na 
homoarginin, guanidylací postranního řetězce s ε-amino-
skupinou11−16. Sní�ením chyby při ionizaci tak mů�e být 
zvý�eno pokrytí sekvence. 

V současné době se guanidylace lysinových peptidů 
stala jedním z postupů pro zlep�ení hmotnostně spektro-
metrických analýz v proteomických laboratořích. Guani-
dylované lysinové peptidy vykazují zvý�enou ionizaci 
u obou typů MS ionizace ať desorpcí z matrice laserem 
(MALDI) nebo ionizace elektrosprejem (ESI)11−14,17.  

 
3.4.1. Účinnost guanidylace 

Guanidylace mů�e být provedena na ji� dříve analy-
zovaných tryptických peptidech a to následnou mikroizo-
lací z MALDI terčíku. Jako příklad byl metodou MALDI-
TOF MS analyzován tryptický �těp myoglobinu (obr. 5). 
Nejprve byly naneseny a analyzovány neguanidylované 
peptidy (obr. 5a). Vzorek byl poté extrahován z gelu rozto-
kem 70% acetonitrilu, guanidylován a znovu nanesen na 
MALDI terčík. Vzorek byl derivatizován bez nutnosti 
izolačního mezistupně vzorku nebo oddělení MALDI mat-
rice od získaných peptidů. Analýza �zbytkového� vzorku 
(obr. 5b) po opětovné aplikaci matrice ukazuje absenci 
peptidových píků. To jasně ukazuje, �e byl získán celkový 
obsah vzorku z původní skvrny. Jediné pozorované píky 
odpovídaly matrici MALDI. Pro srovnání byly myoglobi-
nové peptidy před nanesením a analýzou guanidylovány 
také v roztoku (obr. 5c). Spektrum mikroizolovaného 
a guanidylovaného vzorku (obr. 5d) je srovnatelné s guani-
dylací v roztoku.  

Guanidylace je u�itečná zejména v případech, kdy je 
mno�ství vzorku omezené nebo pro vzorky, u kterých jsou 
pro identifikaci nebo dal�í charakterizaci nutné vícenásob-
né analýzy. Získané vzorky je skutečně mo�né derivatizo-
vat jakýmkoliv z celé řady prostředků18, zejména, je-li 
původní analýza provedena �shotgun� přístupem − název 
pro techniku, kdy po �těpení trypsinem je pou�ito LC-
MALDI-MS analýzy za pomocí iontové pasti19,20. Závě-
rem lze říci, �e účinná mikroizolace vzorků z MALDI 
terčíku a jejich následná guanidylace je rychlou a výhod-
nou metodou pro získání doplňkových informací z tryptic-
kých �těpů. To je důle�ité zejména pro analýzy, které ne-
poskytly vhodné informace po počátečním zkoumání ane-
bo pro cenné vzorky. Vyu�ití tohoto postupu vede k vyso-
ce kvalitním spektrům MALDI a tím k zlep�ení pokrytí 
sekvence a spolehlivosti při identifikaci a charakterizaci 

proteinu. Ačkoliv tandemové hmotnostně spektrometrické 
(MS/MS) analýzy nejsou součástí této studie, má se za to, 
�e sekvenční informace mohou být získány z peptidů 
s koncovým lysinem, které před guanidylací vykazovaly 
nedostatečnou intenzitu. 

 
 

4. Kvantitativní proteomika 
 

4 . 1 .  Z a v e d e n í  s t a b i l n í c h  i z o t o p ů   
p r o  M S  

 
Kvantifikace metodou MS mů�e být dosa�eno dife-

renčním nebo srovnávacím způsobem při analýze vzorků, 
značených stabilním izotopem, ve srovnání se vzorky pro-
teinů a peptidů, které obsahují přirozený izotop. Peptidy 
obsahující izotopicky značené aminokyseliny a přírodní 
peptidy vykazují při HPLC dělení identické eluční profily, 
ale poskytují odli�ná MS spektra.  

Značení proteinů mů�e být provedeno několika způ-
soby. Jedna z mo�ností je pou�itelná pro proteiny izolova-
né z buněk pěstovaných v mediích, které postrádají přiro-
zenou aminokyselinu a místo ní je v mediu aminokyselina 
značená stabilním izotopem. Dal�í postup je pou�ití mini-
málního média doplněného odpovídajícími izotopově zna-
čenými zdroji uhlíku a dusíku nebo buňky mohou růst na 
komplexním médiu ISOGRO�. Jinou mo�ností označení 
specifických proteinů je enzymatické vnesení 18O na C-ko-
nec peptidů. To je mo�né v případě, kdy jsou proteiny 
�těpeny serinovými proteasami (např. trypsinem) 
v prostředí vody s 18O. Elegantní způsob získání izotopic-
ky značených peptidů je jejich syntéza. Pokud toti� známe 
primární strukturu peptidů, které chceme kvantifikovat 
srovnáním s izotopicky značenými peptidy, mů�e být pou-
�ita syntéza na pevné fázi např. vyu�itím syntézy znače-
ných peptidů na zakázku, kterou nabízí systém Sigma 
AQUA peptidů. Značení mů�e být dosa�eno také chemic-
ky, kdy� např. jodacetamid značený stabilním izotopem 
reaguje s cysteinovými zbytky. Sigma-Aldrich vyrábí 
a nabízí aminokyseliny značené 13C a 15N a vodu s 18O 
v různých specifikacích. 

 
4 . 2 .  S i g m a  z a k á z k o v ý  s e r v i s  A Q U A  

p e p t i d o v á  s y n t é z a  
 
Proteomická MS je dosud z podstaty nekvantitativní, 

ačkoliv potřeba přímé proteinové kvantitativní techniky 
v buněčných nebo tkáňových lyzátech je velká. Steve Gygi 
a jeho tým ukázal novou strategii pro úplnou kvantifikaci 
proteinu pou�itím peptidů značených stabilním izotopem 
a HPLC-MS (cit.21−23). Tato technika, nazvaná Protein-
AQUA�, je zalo�ena na bě�ném principu: pou�ití molekuly 
značené stabilním izotopem jako vnitřního standardu. Vnitřní 
standardizace pou�itím sloučenin značených stabilním izoto-
pem je často pou�ívána v MS analýzách malých molekul, ale 
aplikováním této metody na analýzy proteinů a peptidů umo�-
nil Gygiho tým studium slo�itých biologických vzorků kvan-
titativně a poskytl nový cenný nástroj pro proteomiku. 



Chem. Listy 99, 906 − 914 (2005)                                                                                                                                            Referáty 

912 

4.2.1. Princip Protein-AQUA 
V stupni 1 je z proteinu21, o který se zajímáme, vy-

brán optimální tryptický peptid. Ten je in vitro syntetizo-
ván s tím, �e obsahuje jednu aminokyselinu značenou sta-
bilním izotopem (AQUA Peptid). Nativní peptid a synte-
tický AQUA Peptid mají stejné fyzikální vlastnosti, včetně 
velikosti, náboje, hydrofobnosti, iontového charakteru 
a schopnosti být ionizován. Ve směsi se nativní i syntetic-
ké peptidy při kapalinové chromatografii eluují společně, 
během elektroforézy putují také společně a ionizují se 
stejně. Av�ak jejich relativní molekulová hmotnost je od-
li�ná (o 6 a� 10 jednotek, podle toho, který stabilní amino-
kyselinový izotop byl vybrán pro vnesení). Nativní peptid 
a syntetický AQUA Peptid jsou jednodu�e rozli�itelné 
hmotnostní spektrometrií. 

Ve druhém stupni je biologický vzorek se studova-
ným proteinem extrahován a je přidáno známé mno�ství 
syntetického AQUA Peptidu, např. 500 fmol. Vzorek je 
poté podroben �těpení a analyzován HPLC-MS. V experi-
mentu popsaném Gerberem a Gygim byla vytvořena ionto-
vá spektra pro nativní peptid a pro syntetický AQUA Pep-
tidový vnitřní standard. Vyu�itím poměrů píků bylo potom 
vypočítáno mno�ství nativního peptidu. 

Na obr. 6 je ukázána přesnost a specifita Protein-
AQUA. Oba peptidy, jak přirozený, tak syntetický AQUA 
Peptid, byly přesně stanoveny a kvantifikovány ve směsi 
tryptického �těpení pěti proteinů: teoretický poměr 1:1 se 
přesně shodoval s experimentálním poměrem 1:1,02. 

 
4.2.2. Výběr optimálního AQUA-peptidu 

Který peptid ze studovaného proteinu by měl být pou-

�it pro syntézu značeného peptidu? Tento AQUA peptid 
by měl být předev�ím snadno detegovatelný MS, tj. měl by 
se dobře ionizovat; výběr pouze na základě dat poskytnu-
tých bioinformatikou nemusí být dostatečný. Vynikajícím 
zdrojem pro AQUA Peptidy, které ji� byly validovány, je 
PeptideAtlas (www.peptideatlas.org), publikovaný Ruedi 
Aebersoldem a spolupracovníky24. Tento postup má mno-
ho aplikací, např. Gerber a Gygi popsali metody pro (i) 
kvantifikaci malého mno�ství kvasničných proteinů, účast-
nících se při umlčení genu, (ii) kvantitativní stanovení 
stupně fosforylace Ser1126 lidského separasového protei-
nu, závislé na buněčném cyklu a (iii) identifikace kinas 
schopných fosforylovat Ser1501 separasy při stanovení 
kinasy in vitro21. O�Conner a spol. zjistili mno�ství BipA 
globálního regulačního proteinu v E. coli a předpověděli 
model jeho regulačního mechanismu25. 

 
4.2.3. AQUA-Peptidy 

Firma Sigma-Aldrich vyvinula zakázkový systém 
syntézy peptidu, která vyhovuje specifickým po�adavkům 
AQUA experimentů. AQUA peptidy na zakázku jsou syn-
tetizovány s pou�itím úplně značených 13C a 15N (více ne� 
98 %) aminokyselin (jedna značená aminokyselina na 
peptid) a jsou přísně testovány pro zaji�tění 95% čistoty 
peptidu (HPLC na reverzní fázi), mají potvrzenou relativní 
molekulovou hmotnost (MALDI-TOF MS) a specifický 
obsah peptidu. AQUA peptidy na zakázku jsou dostupné v 
malých baleních (5 × 1 nmol), které zaji�ťují vhodnou 
přípravu vzorku a poskytují přiměřené mno�ství peptidu. 
Pro kvantifikaci jsou dostupné dvě metody: (i) aminokyse-
linovou analýzou (AAA) a (ii) spektrometricky vyu�itím 
fluoreskaminu. Fosforylované aminokyseliny mohou být 
také syntetizovány pro analýzy posttranslačních modifika-
cí. Peptidy jsou dodávány jako soli kyseliny trifluoroctové; 
jsou v�ak také dostupné v roztoku s octanem amonným. 

 
4 . 3 .  I n k o r p o r a c e  1 8 O  t r y p s i n e m  p r o  

a n a l ý z u  d i f e r e n č n í  e x p r e s e  p r o -
t e i n u  

 
Diferenční proteinová exprese představuje v proteo-

mice důle�itou oblast. Izotopové značení je bě�ně pou�íva-
ná metoda pro relativní kvantifikaci proteinu, av�ak je 
bohu�el často velmi finančně nákladná a pracovně nároč-
ná. 18O Proteom Profiler kit (katalogové číslo P3623) eli-
minuje tyto problémy a poskytuje cenově výhodnou a jed-
noduchou metodu pro provádění relativní proteinové kvan-
tifikace. Základem této sady je enzymatické vnesení stabil-
ní izotopové značky (18O) do téměř v�ech peptidů v tryp-
tickém �těpu. Základním předpokladem pro úspě�nost této 
metody je fakt, �e kyslíkové atomy se v nepřítomnosti 
proteasy vyměňují pomalu. Tato metoda je pova�ována za 
komplexní značící proces, kdy jsou značeny v�echny pep-
tidy (kromě C-koncového peptidu původní proteinové 
molekuly, kdy nedojde k inkorporaci stabilního izotopu 
pokud C-koncová aminokyselina není arginin nebo lysin). 
Vnesení dvou atomů 18O do ka�dého peptidu vede k posu-
nu hmotnosti o 4 jednotky, který lze snadno pozorovat při 

Obr. 6. Směs pěti proteinů (obsahující stejná mno�ství aldolasy, 
myoglobinu, lysozymu, peroxidasy a karboylanhydrasy) byla 
připravena o finální koncentraci 1 mg ml-1 a �těpena přes noc 
trypsinem proteomické čistoty (T 6567). Stejná mno�ství peptidu 
či�těného HPLC (GSITEQLLNAR) a jeho izotopově značeného 
analogu (GSITEQLL*NAR) bylo rozděleno do pěti proteinových 
tryptických �těpení (a). Vzorek byl analyzován reverzní fází 
LCMS pou�itím Agilent 1100 Capillary LC, následované Finni-
gan LCQ Classic iontovou pastí (b). Byla získána data omezené-
ho toku iontů prokazující ko-eluci nativních (c) a izotopově zna-
čených (d) peptidů v poměru jedna ku jedné. Teoretický poměr 
1:1 se přesně shodoval s experimentálním poměrem 1:1,02. 
(*označuje přítomnost plně značené (13C, 15N) aminokyseliny) 
(cit.21) 
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hmotnostně spektrometrické analýze vzorku. Analýza po-
sunu hmotnosti umo�ňuje odli�it značené a neznačené 
vzorky a kvantifikovat jejich relativní mno�ství. 
 
4.3.1. Metody značení 

18O Proteom Profiler kit je sada navr�ená pro porov-
nání dvou proteinových populací. Před pou�itím tohoto 
kitu by vzorky měly být denaturovány, redukovány a alky-
lovány (jak je popsáno v příbalovém letáku). Poté, pou�i-
tím centrifugačních kolon, které jsou součástí tohoto kitu, 
jsou odstraněny detergenty, chaotropní činidla a redukční a 
alkylační činidla. Proteiny jsou následně podrobeny �těpe-
ní a pro vnesení 18O značky do tryptických peptidů je vyu-
�ita enzymová aktivita trypsinu. Trypsin umo�ňuje vnesení 
dvou atomů 18O na peptid (obr. 7). To je způsobeno cha-
rakterem dlouhodobé interakce mezi peptidem a proteasou, 
umo�ňující dosa�ení rovnováhy obou kyslíkových atomů 
karboxylu na C-konci. Díky vnesení dvou atomů 18O bude 
značený peptid na hmotnostním spektru vykazovat posun o 
+ 4 Da. Vzorky jsou poté analyzovány vhodnou metodou, 
jako je MALDI-TOF MS nebo LC-MS. 

U�itečnost 18O Proteom Profiler kitu byla prokázána 

vyhodnocením dvou různých proteinových vzorků. Pro 
tento experiment byly pou�ity proteinové vzorky slo�ené 
ze směsi karbonylanhydrasy (katalogové číslo C4396) 
a aldolasy (katalogové číslo A2714) o známých koncentra-
cích. Vzorky byly denaturovány v 8 M guanidin hyd-
rochloridu, pufrovány na pH 8,5 (katalogové číslo G7294) 
a poté redukovány a alkylovány pou�itím ProteoPrep re-
dukčním a alkylačním kitem (PROT-RA). Poté byly vzor-
ky odsoleny a trypticky �těpeny pou�itím činidel poskyt-
nutých v 18O Proteom Profiler kitu. Po �těpení byly oba 
vzorky su�eny za vakua. Pou�itím Trypsin Singles 
(katalogové číslo T7575) byla do testovacích a kontrolních 
vzorků vnesena značka (buď 16O nebo 18O). Vzorky byly 
inkubovány přes noc při 37 °C, druhý den byly vakuově 
vysu�eny, rekonstituovány v 0,1%  trifluoroctvé kyselině, 
smíchány a analyzovány MALDI-TOF MS. Analýza dat 
ukázala, �e pozorované poměry píků pro oba proteiny jsou 
přesné v �irokém koncentračním rozmezí (obr. 8). 
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Aldrich  

 
The article describes the latest advances in the devel-

opment of techniques and approaches in the field of pro-
teomics in the Sigma-Aldrich company. It focuses on three 
major areas � on sample preparation for two-dimensional 
electrophoresis, on sample preparation for MS and on 
quantitative determinations in proteomic studies. A part of 
the article is devoted to new custom synthesis of labeled 
peptides for the  determination of peptides using MS tech-
nique.  
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1. Úvod 

 
Detekce a charakterizace látek hmotnostní spektrome-

trií závisí na účinnosti počátečních stupňů přípravy vzor-
ků. Tyto postupy často vy�adují několik následných stup-
ňů, které jsou časově i finančně náročné. Paralelní postupy 
a automatizace jsou nezbytné pro vět�inu projektů vy�adu-
jících analýzy velkého mno�ství vzorků, jako např. 
v genomice nebo proteomice.  

V posledním desetiletí jsme svědky velkého pokroku 
na poli mikrofluidiky (�laboratoř na čipu�), miniaturizace 
a integrace analytických procesů. Lze předpokládat, �e 
mikrofluidika bude hrát důle�itou roli při vývoji instru-
mentace pro hromadné analýzy1−8. Hlavní přínosy spojené 
s miniaturizací spočívají v rychlosti analýz, malé spotřebě 
vzorku a činidel, integraci funkčních prvků a mo�nosti 
paralelních analýz9−21. Typické příklady vyu�ití miniaturi-
zace a mikrofluidiky zahrnují vývoj v oblastech mikroko-
lonové chromatografie (µLC), kapilární elektrochromato-
grafie (CEC), kapilární elektroforézy (CE)4−9, předkoncen-
tračních jednotek a mikroreaktorů10−12. Tyto techniky lze 
vyu�ít např. pro analýzy DNA, proteinů, peptidů nebo pro 
screening léčiv14,24−31. Klíčovým prvkem pro vyu�ití mik-
rofabrikovaných zařízení pro proteomiku je spoje-
ní s hmotnostní spektrometrií s ionizací elektrosprejem 
(ESI-MS) nebo MALDI-MS (matrix assisted laser desorp-
tion/ionization mass spectrometry)22−25. 

 

2. Mikrotechnologie 
 
Mikrotechnologie nachází uplatnění hlavně při výrobě 

elektronických integrovaných obvodů. Standardním mate-
riálem je křemík a velikost obvodů je v rozmezí od jedno-
tek mm2 (např. operační zesilovač) po jednotky cm2 u mik-
roprocesorů. Nejmoderněj�í technologie dnes umo�ňují 
tvorbu struktur s velikostí 60 nm. Mikrofluidická zařízení 
jsou v současném stupni vývoje podstatně jednodu��í.  
Velikosti kanálků se pohybují vět�inou v rozsahu desítek 
mikrometrů a celé mikrofluidické bloky dosahují rozměrů 
5−100 cm2. Mikrofluidické �čipy� mohou být vyrobeny 
z různých materiálů, např. skla4,6−8, křemene12−13, křemí-
ku5,9 nebo polymerních substrátů16−20. Výběr určitého ma-
teriálu závisí na jeho povrchových vlastnostech, dostupné 
technologii výroby a  na ceně. Pro dosud nejroz�ířeněj�í 
optickou detekci (UV, laserem indukovaná fluorescence) 
jsou důle�ité i optické vlastnosti pou�itých materiálů. 

Nejpou�ívaněj�í technikou pro výrobu mikročipů je 
fotolitografie následovaná chemickým leptáním. Typický 
postup s vyu�itím skla jako výchozího materiálu je na 
obr. 1.  

Na plochu substrátu je ve vakuu nanesena cca 100 nm 
silná ochranná kovová vrstva (chrom; zlato) a potom tenká 
vrstva fotoresistu (0,4−2 µm). Poté je přes masku se zvole-
nou strukturou exponován fotoresist UV zářením při vlno-
vé délce 300−400 nm. Fotochemická reakce během expo-
zice  buď rozru�í polymerní strukturu fotoresistu (pozitivní 
resist) nebo ji zesíťuje (negativní resist). Při následném 
chemickém vyvolání je fotoresist odstraněn buď 
z exponované (pozitivní) nebo neexponované (negativní) 
plochy. Po odstranění ochranné kovové vrstvy je pak ex-
ponovaný substrát leptán roztokem HF do po�adované 
hloubky kanálků (5−50 µm).  Při pou�ití skla jako substrá-
tu je leptání anizotropické a �ířka výsledného kanálku je 
vět�í ne� rozměry masky. Po důkladném vyči�tění jsou 
vyleptané kanálky shora uzavřeny tepelným slinutím kry-
cího skla (thermal bonding) při 500−600 °C. Samotné 
masky jsou nejčastěji připravovány na sklenění desce po-
kryté kovovou vrstvou absorbující UV záření (zlato nebo 
chrom 800−1000 Å). Obrazec masky je obvykle vytvořen 
přímým zápisem laserem  nebo elektronovým paprskem. 

Kromě anorganických materiálů jsou pro výrobu mik-
rofluidických systémů vhodné i plasty dovolující při  hro-
madné výrobě značně sní�it náklady. Plastová mikrofluidi-
ka (polyimid, polystyren, polyethylen, polykarbonát atd.) 
mů�e být připravována různými technologiemi. Nejpou�í-
vaněj�í postupy vyu�ívají laserovou ablaci17,32, odlévání 
proti vzoru s negativní mikrostrukturou17, tepelné vtisknutí 
�ablony (hot embossing)18, tlakové lití19 nebo ablace rent-
genovým paprskem20. Z dal�ích technologií, které jsou 
vět�inou modifikované postupy z elektronického průmys-
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lu, stojí za zmínku zejména litografie s vyu�itím fotoresis-
tu SU-8. Tento materiál umo�ňuje tvorbu mikrostruktur 
s velkým poměrem vý�ka/�ířka a je často pou�íván pro 
přípravu �ablon (master) pro replikaci. Příklad mikrofabri-
kované elektrosprejové �pičky připravené na křemíkovém 
plátku z materiálu SU-8 (www.microchem.com) je na 
obr. 2 (cit.34). Dal�í podrobné informace o technologiích 
pro mikrofluidiku lze najít na mnoha webových stránkách 
specializovaných pracovi�ť. Přehled řady u�itečných odka-
zů je např. na webových stránkách Ústavu analytické che-
mie AV ČR (cit.35).  

 
 

3.  Základní návrhy spojení mikročipu  
a hmotnostního spektrometru 
 
Nejčastěj�ími strukturami, které jsou vyvíjeny 

pro mikrofluidická zařízení, jsou separační jednotky, dáv-
kovače vzorku, pumpy a výstupy pro rozhraní MS. Hlavní 
výhodou integrace jednotlivých prvků do jednoho systému 
je jednoduchost vytvoření rozvětvených kanálků bez tvor-
by mrtvých objemů a s tím spojeného rozmytí. 

Kapilární elektroforéza je nejčastěj�í separační meto-
dou vyu�ívanou pro separace na mikročipech. Souvisí to 
s jednoduchostí připojení elektrod separačního napětí (na 
rozdíl od připojení chromatografické pumpy) a také je 
zájem o separace směsí DNA nebo proteinů, které jsou 
vět�inou analyzovány elektroforézou. Není proto překva-
pující, �e první komerční mikrofluidická zařízení jsou 
určena pro elektroforetickou analýzu36−38. 

Značné úsilí je také zaměřeno na vývoj µLC. Účin-
nost LC pro separaci směsí peptidů a vy��í dávkovací ka-
pacita oproti elektroforéze vytváří předpoklad pro citlivé 
separace s mikročipy. V nejjednodu��ím uspořádání lze 
plnit kanály mikročipu bě�nými stacionárními fázemi39. 
Nověj�í směr představují polymerní monolitické kolony, 
ve kterých je stacionární pórovitá struktura polymerována 
přímo uvnitř separačního kanálku. Tyto kolony jsou cha-
rakterizovány vysokou účinností (cca 105 teoretických 
pater . m−1) a vysokou výslednou permeabilitou při ni��ím 
tlaku ne� u náplňových kolon40. Monolitické materiály 
nabízejí potenciál i pro vícekolonové systémy a tvorbu 
chemických reaktorů41. Třetí způsob přípravy chromato-
grafické kolony představuje fotolitografická tvorba minia-
turních sloupků, které slou�í jako částice sorbentu, přímo 
uvnitř mikrofluidického bloku. Tyto struktury o rozměrech 
5 × 5 × 10 µm byly například připraveny s vyu�itím reak-

Obr. 1. Schéma fotolitografické přípravy mikrofluidického bloku 

Obr. 2. Elektrosprejová �pička vytvořená z fotorezistu SU-8 
na křemíkovém plátku;  20 µm �iroká dělící drá�ka spojující 
separační kanálek s vrcholem �pičky slou�í pro transport sprejo-
vané kapaliny kapilárními silami  

1. expozice 2. vyvolání a leptání 

3. odstranění ochranné vrstvy 4. uzavření struktury 

maska 

fotoresist 

ochranná vrstva  
(Cr, Au) 
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tivního iontového leptání (deep reactive ion etching)42.  
Pro dávkování vzorku do mikrofluidických systémů 

je nejčastěji pou�íváno kří�ové (cross), nebo dvojité T 
(double-T) uspořádání4,6. V prvním případě je vzorek při-
váděn kanálkem, který kří�í separační kolonu, a objem 
dávkovaného vzorku je definován prostorem v místě kří�e-
ní. Toto uspořádání sice umo�ňuje dávkovat velmi malé 
objemy, ale s nepříli� dobrou reprodukovatelností.  
V mnoha případech je výhodněj�í objem (reprodu-
kovatelnost a kapacita) dávkování zvý�it uspořádáním 
�dvojité T�, kdy je vzorek přiveden ze strany a po vyplně-
ní určitého segmentu (např. 1 mm) je opět odveden mimo 
separační kolonu. Pro transport vzorku uvnitř kanálků je 
často pou�ívána elektroosmóza umo�ňující snadné řízení 
rychlosti a směru toku vkládaným elektrickým napětím.  
Alternativně lze pro separaci a dávkování vyu�ít také tlak 
nebo vakuum43, kdy vzorek do kanálku vtéká během pře-
dem určené doby za předem určeného tlakového rozdílu.  
Pro off-line spojení s MALDI-MS bylo vyu�ito i piezoe-
lektrického elementu44,45, který umo�ňuje generovat rychlý 
sled kapiček s pikolitrovým objemem. Na tomto místě stojí 
té� za zmínku i vývoj chemických mikroreaktorů, které lze 
vytvářet v místech průchodu vzorku. Nejdůle�itěj�í sou-
časnou aplikací je dnes předev�ím imobilizace enzymů 
(např. trypsinu) buď přímo na stěny kanálků, nebo na seg-
menty polymerní náplně41.   

  
3 . 1 .  R o z h r a n í  p r o  E S I - M S  

 Typické průtoky v mikrofluidických kanálcích jsou 
v rozsahu 10−300 nl min−1. Tyto hodnoty jsou zároveň 
blízké optimálním průtokům při mikro/nano elektrosprejo-
vé ionizaci. Vhodným uspořádáním výstupu kapaliny 
z mikrofluidického bloku by tedy mělo být umo�něno 
přímé (on-line) spojení s hmotnostním spektrometrem.  Při 
prvních pokusech o generování ESI z mikrofluidických 
bloků bylo vyu�ito ústí kanálku vystupující na povrch 
čipu22−24. Dále byly testovány mo�nosti pou�ití kapalino-
vého spoje (liquid junction) a  obtékané elektrosprejové 
jehly (liquid sheath)25−31,43,46−51. V poslední době, byly 
testovány i elektrosprejové jehly mikrofabrikované jako 
součást mikročipu32,52,53.  

Generování elektrospreje přímo z ústí kanálku na 
povrchu čipu vychází z předpokladu, �e pou�itý materiál 
(sklo) je dobrý elektrický izolant a �e malý průřez kanálku 
umo�ňuje dosáhnout dostatečně vysoké intenzity elektric-
kého pole pro ionizaci ESI. V praxi tak lze dosáhnout kva-
litní ESI-MS spektra při infuzi vzorků peptidů a protei-
nů22,23. Toto nejjednodu��í uspořádání má ov�em i záva�ný 
nedostatek pro praktické vyu�ití. Tím je smáčení povrchu 
kolem ústí kanálku, které vede ke tvorbě kapky s objemem 
několika desítek nanolitrů. Vzniklý mrtvý objem neumo�-
ňuje pou�ití tohoto uspořádání pro separace, kdy celkový 
objem zón se pohybuje v jednotkách nl. Částečným ře�e-
ním je silanizace povrchu kolem ústí kanálku22. Hydrofo-
bizace povrchu mů�e omezit roztékání kapaliny  vycháze-
jící z kanálku čipu. Tato úprava byla pou�ita ve vícekanál-
kovém systému pro ESI-MS analýzu peptidových směsí24.  
Jako zajímavost lze uvést, �e vlastnosti otevřených elek-

trosprejových kanálků připravených v silně hydrofobních 
plastech byly nedávno detailněji studovány v rámci vývoje 
reaktivního pohonu meziplanetárních sond54. V souladu  
s přede�lými experimentálními výsledky bylo zji�těno, �e 
elektrosprej aktivovaný z kanálku v hydrofobním materiá-
lu např. (poly(dimethylsiloxan) je velmi podobný klasické-
mu elektrospreji  s jehlou55. Pro praktické vyu�ití bude 
v�ak je�tě nezbytný dal�í vývoj. 

Standardní způsob pro ionizaci ESI v současnosti 
vyu�ívá transport vzorku přes dutou jehlu (zaostřenou 
kapiláru, skleněnou pipetovou �pičku atd.) připojenou 
na 1−4 kV. Pro studijní účely je mo�né pou�ít externí 
ESI jehlu připojenou buď přímo ke konci mikrokanál-
ku25−28,43,47,49,51, nebo s vyu�itím kapalinového spoje56.  
Příklad tohoto uspořádání je na  obr. 3 (cit.43).   

Mikrofabrikace jehel ESI společně se separačními 
kanálky není jednoduchá a stále jsou je�tě vyvíjeny vhod-
né technologie. Kromě ji� zmiňovaného fotorezistu SU-8, 
byly struktury dutých jehel vyrobeny i z vrstev parylenu 
(poly(p-xylen)) připravený vakuovou polymerizací nane-
sených na křemíkovém substrátu52. Nejpokročilej�í techno-
logií je v�ak v současnosti pravděpodobně reaktivní ionto-
vé leptání (deep reactive ion etching), s jeho� pomocí lze 
na křemíkovém plátku připravit pole elektrosprejových 
emitorů (průměr 10 µm, vý�ka 50 µm).  Toto uspořádání, 
které je zobrazeno32 na obr. 4, je dnes dostupné i komerč-
ně57 pro hromadnou infuzní analýzu.    

Mnoho úsilí je věnováno vývoji mikrofluidických 
zařízení na jedno pou�ití. Vzhledem  ke značnému ko-
merčnímu potenciálu se vývoj zaměřuje hlavně na přípra-
vu mikročipů z plastů. Jednou z prakticky pou�ívaných 
technologií výroby mikrokanálku s integrovanou elek-
tosprejovou �pičkou je plazmové leptání polyimidu58. Vý-
chozím materiálem, je polyimidová fólie (tlou�ťka 300 a� 
1000 µm) pota�ená vrstvou mědi o síle 5−30 µm. Tyto 
materiály se bě�ně pou�ívají pro výrobu ohebných plo�-
ných spojů v elektronice. Vzhledem k chemické odolnosti 

Obr. 3. Mikrofluidický blok pro spojení CE-ESI-MS 
s externími elektrodovými zásobníky a kapilárami pro dávko-
vání vzorku a elektrosprej  
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je polyimid velmi vhodný i pro mikrofluidické struktury, 
které se nejprve fotolitograficky vytvoří na měděné vrstvě. 
Po odleptání slou�í takto vytvořená negativní měděná 
struktura jako maska pro oxidační plazmové leptání poly-
imidu. Elektrosprejové �pičky lze v nejjednodu��ím přípa-
dě vytvořit přímo ořezem polyimidové fólie kolem ústí 
kanálku. Pro jemněj�í opracování bylo té� pou�ito obrábě-
ní excimerovým laserem59. Obdobné postupy jsou vyu�í-
vány i pro komerční produkci integrovaného systému pro 
HPLC na čipu ve spojení s hmotnostní spektrometrií36. 
Vysoké napětí pro generování elektrospreje lze připojit 
buď vodivou vrstvou (napařené zlato) nanesené přímo na 
elektrosprejovou �pičku, nebo lze vyu�ít elektrické vodi-
vosti nosného elektrolytu (nebo i vzorku samotného) 
a zdroj vysokého napětí připojit elektrodou umístěnou na 
vhodném místě podél dráhy průtoku vzorku. 

 
3 . 2 .  A p l i k a c e   

Vývoj spojení mikrofluidiky s hmotnostní spektrome-
trií započal v posledních několika letech a lze očekávat 
podstatná vylep�ení jak v technologii přípravy, tak v prak-
tických návrzích a aplikacích. Zájem o tuto problematiku 
lze dokumentovat na vzrůstajícím počtu publikací, které se 
ka�doročně objevují ve vědecké literatuře. 

 
Přímá infuze vzorků 

Na počátku vývoje byly mikročipy vyu�ívány hlavně 
pro přímou infuzi vzorku. Hlavním trendem jsou dnes čipy 
pro jednorázové pou�ití, které eliminují mo�nost kontami-
nace z předchozích analýz. Uspořádání je nejčastěji navr-
�eno tak, aby byla dosa�ena kompatibilita se standardními 
mikrotitračními destičkami s 96 (384, 1536) jamkami.  
Toho lze dosáhnout buď návrhem mikrofluidického zaříze-
ní v tomto formátu60, nebo vyu�itím robotiky, kde ve spo-

jení s pipetovací �pičkou (ZIP TIP®) mů�e systém prová-
dět rychlé MS analýzy přímou infuzí bez nebezpečí konta-
minace vzorku57.  Řada publikovaných aplikací zahrnuje 
kvantitativní analýzu léčiv v plasmě61,62, monitorování 
ligandů63 nebo analýzu sacharidů64,65. 

 
Zkoncentrování a předseparace vzorku 

Zkoncentrování a předseparace vzorku jsou často 
nezbytné pro dosa�ení kvalitních výsledků MS. Zlep�ení 
citlivosti, buď fokusací na čipu, např. isotachoforézou46  
nebo externím zkoncentrováním vzorku, který je spojen 
s mikročipem50, je stále věnována značná pozornost. 
Vzhledem k velmi malým průtokům, které lze ionizovat 
nanoelektrosprejem, je předkoncentrace vzorku velmi dů-
le�itá. Jako příklad lze uvést analýzu trypsinových peptidů 
proteinů získaných při separaci lyzátu  membránových 
proteinů extrahovaných z H. influenzae na 2D PAGE.  
V tomto případě50 byly 3 µl proteinového digestu zkoncen-
trovány na náplni sorbentu C18 a potom analyzovány ka-
pilární elektroforézou na čipu ve spojení s ESI na hmot-
nostním spektrometru-Qq-TOF během 90 s. Typický limit 
detekce po zkoncentrování byl 2 nM. Alternativní meto-
dou zkoncentrování vzorků peptidů je připojení zásobníku 
sorbentu C18 mezi mikročip a elektrosprej. V tomto přípa-
dě byly analyzovány koncentrace 0,1 nM (cit.26). Kromě 
nespecifických hydrofobních interakcí lze pro zachycení 
�ádané části vzorku vyu�ít i afinitních interakcí, např. sor-
bent s imobilizovanými protilátkami pro identifikaci pepti-
dových fragmentů66. 

Zajímavé je pou�ití sendvičových struktur s kanálky 
oddělenými membránou. Jako příklad mů�e slou�it pou�ití 
dvojité mikrodialýzy pro odstranění nečistot ze vzorku 
(s malou i velkou molekulovou hmotností), která byla 
pou�ita v mikrozařízení spojeném s kvadrupólovou ionto-

Obr. 4. Pole elektrosprejových �piček vytvořené na křemíkovém plátku; část a) zobrazuje celý čip a detaily ESI �pičky, část b) zná-
zorňuje princip činnosti, kdy je analyzovaný vzorek přiváděn ze zadní strany bě�nou plastovou pipetovací �pičkou 
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vou pastí ESI/MS (cit.30). Zde byl polykarbonátový blok 
s hadovitě tvarovaným kanálkem vlo�en mezi dvě dialy-
zační membrány. Příměsi s vybranými molekulovými 
hmotnostmi byly ze vzorku odstraněny během průchodu 
vzorku k elektrosprejovému rozhraní. Toto zařízení bylo 
pou�ito při analýzách vzorků DNA a proteinů. Podobné 
mikročipy pro odsolování proteinových vzorků byly vyro-
beny i v polyimidu67,68.   

 
Separace 

Jak ji� bylo zmíněno, elektroforéza je v současné 
době nejčastěj�ím módem separace v mikrofluidických 
zařízeních. Častou aplikaci představuje separace směsí 
proteinů, peptidů a proteinových �těpů (protein digest). 
Pokud je zařízení dobře navr�eno, je dosa�ená separace 
podobná jako při pou�ití bě�ných kapilárních kolon.   
V přepočtu na jednotku délky separačního kanálku se se-
parační účinnosti pohybují v řádu stovek tisíc teoretických 
pater na metr. Tato účinnost vět�inou stačí i při pou�ití 
relativně krátkých separačních kanálků, typických pro 
mikrofluidické systémy43. V případě, �e se podaří minima-
lizovat adsorpci na stěny separačního kanálku, lze stejné 
zařízení s úspěchem pou�ít i pro analýzu proteinů.  Ukázka 
separace proteinů v 11 cm dlouhém separačním kanálku 
(s polokruhovým průřezem a poloměrem 30 µm) je na 
obr. 5. 

Dal�ím příkladem je analýza peptidů připravených 
trypsinovým �těpením 25 ng (5 µl) proteinu izolovaného 
po SDS elektroforéze51. Původní vzorek extraktu membrá-
nových proteinů z H. influenzae byl pro SDS elektroforézu 
aplikován v rozmezí 1−2 µg. Toto velmi malé počáteční 
mno�ství vzorku dokumentuje schopnost mikrofluidických 
zařízení manipulovat a analyzovat stopová mno�ství vzorků.   

Odli�ná koncepce mikroanalyzátoru byla uplatněna 
při návrhu sendvičového typu mikrozařízení z poly-
karbonátového bloku uzavřeného poly(ethylenetere-
ftalátovým) filmem. V tomto návrhu byla laserovou ablací 
připravena i pyramidová  ESI �pička a zařízení bylo pou�í-
váno pro isoelektrickou fokusaci a detekci proteinů MS 
(cit.53,69).  

Kromě analýzy proteinů a peptidů bylo pou�ití mik-
rofluidiky testováno i na řadě dal�ích vzorků, zejména pak 
pro separaci léčiv a metabolitů v tělesných tekutinách, co� 
obvykle vy�aduje předúpravu vzorku (odsolení, deprotei-
naci atd.). Také zde se očekává, �e mikrofluidika by mohla 
hrát důle�itou roli, zvlá�tě s vyu�itím systémů integrují-
cích separační kolonu s rozhraním ESI (cit.70−72). Je v�ak 
třeba zdůraznit, �e pro komerční úspěch bude třeba je�tě 
ve vývoji pokračovat.  

 
 

4. Závěr 
 
Velké pokroky na poli mikrofluidiky mění bioanaly-

tickou instrumentaci. Nejnověj�í trendy jsou publikovány 
ve specializovaných časopisech nebo speciálních číslech 
renomovaných časopisů73. Více detailních prací o mik-
rofluidice lze nalézt v nejnověj�ích souhrnných člán-
cích74,75. Mikročipy mohou nabízet podstatné výhody, 
zvlá�tě v souvislosti s on-line reaktory (IMER), pro či�tění 
a zkoncentrování vzorku, nebo i pro jeho separaci. Vysoká 
rychlost separací na čipu je plně kompatibilní s velkým 
počtem analýz, které jsou ve spojení s hmotnostním spekt-
rometrem vy�adovány v proteomice. Kapilární elektrofo-
réza je nyní ve velké míře testována i na čipech. Spojení 
CE-MS umo�ňuje provést velké mno�ství analýz ve velmi 

Obr. 5. Analýza CE-MS směsi proteinů; základní elektrolyt 20 mM octan amonný-kyselina octová (pH 4,4), rozhraní ESI 
s kapalinovým spojem 
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krátké době. Stejně rychle lze provádět analýzy i s vyu-
�itím chromatografických principů a lze předpokládat, �e 
jak CE-MS, tak LC-MS budou dále vyvíjeny i v mikro-
fluidice. Dále lze očekávat, �e paralelní separační mik-
rokolony76 budou vyu�ívány i pro naná�ení vzorků na 
MALDI terčíky pro hromadnou analýzu s vyu�itím TOF 
(TOF-TOF) spektrometrů.  

 
Tato práce byla podpořena z výzkumného záměru 

UIACH  Z40310510  a projektů GA AV ČR S4031209 
a GA ČR 203/03/0515. 
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J. Grym and F. Foret (Department of Analytical 
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Brno): Mikrofluidics: New Method of Treatment and 
Introduction of Samples for Mass Spectrometry  

 
Microfluidics is of special interest for handling very 

small samples without dead-volume connections and dan-
ger of sample cross-contamination typical of standard liq-
uid couplings. Although the majority of the current sys-
tems is designed with optical or electrochemical detection 
coupling, those with mass spectrometry have been also 
demonstrated. The instruments for automated sample infu-
sion analysis are now commercially available and micro-
devices utilizing chromatographic or capillary electropho-
resis separation are developed.  Background information 
on microchip manufacturing and microfluidic designs for 
interfaces to MS is presented.  In addition to selected ap-
plications, potential future directions are also discussed. 
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1. Úvod 

 
Genomová éra na konci minulého století odstartovala 

celou řadu sekvenačních projektů prokaryotických i euka-
ryotických organismů. V současné době je ji� přes 160 
genomových projektů úspě�ně dokončeno a sekvenace 
více ne� 600 genomů je�tě probíhá1. Získání velkého počtu 
genomových sekvencí otevřelo nové mo�nosti biologické-
ho výzkumu a předev�ím umo�nilo vznik nové vědní dis-
ciplíny � proteomiky. Tento mladý, ale rychle se rozvíjejí-
cí obor, se zabývá detailním popisem ve�kerého proteino-
vého komplementu genomu (proteomu) určité buňky, tká-
ně nebo organismu. Proto�e je proteom v�dy studován 
v daném čase a za určitých podmínek, vystihuje přesně 
dynamiku zkoumaného systému. Jinými slovy lze říci, �e 
proteom je �dynamický�, a naopak genom je pova�ován za 
neměnný čili �statický�. Základním cílem proteomiky je 
objasnění struktury a funkce v�ech produktů genové expre-
se daného systému. To zahrnuje identifikaci ka�dého pro-
teinu včetně jeho kvantifikace, lokalizaci proteinu v buňce, 
určení protein-proteinových interakcí,  analýzu multipro-
teinových komplexů a charakterizaci posttranslačních mo-
difikací (PTM) jako jsou např. glykosylace a fosforylace. 
Fosforylace se vzhledem ke své úloze v biologických pro-

cesech řadí vůbec k nejdůle�itěj�ím a co do počtu k nejčas-
těj�ím modifikacím proteinů. O jejím významu svědčí 
vyčlenění speciálního podoboru proteomové analýzy � 
fosfoproteomiky, která zkoumá ve�keré fosfoproteiny 
v biologickém systému. Cílem této práce je podat ucelený 
pohled na status quo současné fosfoproteomové analýzy 
včetně přehledu neju�ívaněj�ích metodických postupů 
a nastínit nejen její mo�nosti, ale i omezení. 

  
 

2. Fosforylace proteinů 
 
Aktivita proteinů není určována pouze poměrem je-

jich biosyntézy a degradace, ale také specifickým proce-
sem posttranslačních modifikací, které ovlivňují moleku-
lární interakce proteinů, jejich funkci, stabilitu a lokalizaci. 
Fosforylace proteinů je jednou z nejdůle�itěj�ích kovalent-
ních PTM v �ivých organismech. Reverzibilní fosforylace 
je hlavním regulátorem buněčných procesů jako jsou růst, 
dělení a diferenciace buňky, přenos signálu, genová expre-
se a metabolismus. Navázání fosfátové skupiny na mole-
kulu proteinu katalyzují enzymy z rodiny proteinkinas, 
zatímco opačnou reakci, defosforylaci, katalyzují protein-
fosfatasy. Buňka obsahuje stovky proteinkinas/protein-
fosfatas, z nich� ka�dá zodpovídá za fosforylaci/
defosforylaci určitého proteinu nebo skupiny proteinů. 
Odhaduje se, �e např. lidský genom kóduje přes 2000 ki-
nas a více ne� 1000 fosfatas. Stav momentální fosforylace 
proteinu, a tím i jeho aktivity,  závisí na poměru aktivit 
kinas a fosfatas, které na něj působí. U eukaryotických 
organismů se předpokládá, �e téměř jedna třetina proteinů 
je fosforylovaných, a to na serinu (pS), threoninu (pT) 
nebo tyrosinu (pY) s relativním výskytem v poměru pS 
~ 90 %, pT ~ 10 %, pY ~ 0,05 %. U baktérií byla také 
nalezena dosti vzácná fosforylace na histidinu, glutamové 
a asparagové kyselině. Pravděpodobnost, jestli bude daná 
aminokyselina fosforylována, pomů�e odhadnout predikč-
ní program, který pro eukaryotické proteiny vyhodnocuje 
sekvenci v okolí aminokyseliny jako potenciální místo 
rozpoznávané proteinkinasami. Předpověď lze provést buď 
obecně2 (NetPhos 2.0) nebo pro určitou kinasu3 
(NetPhosK 1.0). 

Obdobně jako proteomika zkoumá ve�kerý proteino-
vý komplement genomu, zabývá se fosfoproteomika glo-
bální analýzou fosforylace proteinů. K jejím hlavním cí-
lům nále�í identifikace fosfoproteinů a fosfopeptidů, přes-
né určení místa fosforylace a kvantifikace fosforylace. 
Vzhledem ke slo�itosti problematiky nelze pro splnění 
těchto cílů pou�ít jedinou univerzální metodu, ale je nutno 
vyu�ít �iroké spektrum metodických přístupů4−7. Analýza 
fosfoproteomu tedy není vůbec jednoduchou a rutinní zále-
�itostí, a to i přesto, �e separační techniky a metody hmot-
nostní spektrometrie pro�ly během poslední dekády roz-
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sáhlým vývojem. Obtí�e při studiu fosforylace jsou způso-
beny zejména následujícími důvody: 
− Rozsah fosforylace je obecně nízký; jen nepatrná část 

proteinů v buňce je fosforylovaná v určitém čase.  
− Absolutní mno�ství fosfoproteinu v buňce je velmi 

malé.  
− Místa fosforylace stejného proteinu se mohou li�it. 

Fosfoprotein je heterogenní, tzn. existuje v několika 
různých fosforylovaných formách.  

− Dynamický rozsah pou�ívaných analytických metod 
pro studium fosforylace je omezený. Výsledkem je, 
�e jsou identifikovány pouze majoritní formy fosfo-
proteinu, zatímco minoritní nejsou vůbec detegovány.  

− V důsledku kontaminace fosfatasami mů�e během 
přípravy vzorku docházet k částečnému od�těpení 
fosfátových skupin.  

− Vzhledem ke kyselému a hydrofilnímu charakteru 
fosfopeptidů je účinnost jejich ionizace při analýzách 
MS podstatně ni��í v porovnání s nemodifikovanými 
peptidy. Současně mů�e docházet ke ztrátám fosfo-
peptidů na nosiči pou�ívaném na odsolení nebo sepa-

raci peptidové směsi vzniklé po proteolytickém �těpe-
ní fosfoproteinu. 
V posledních letech byla vyvinuta a optimalizována 

celá řada metodických přístupů, které se sna�í odstranit 
nebo alespoň zmírnit vý�e uvedené komplikace při fosfo-
proteomové analýze. K nim patří předev�ím izolace fosfo-
peptidů/fosfoproteinů pomocí specifických protilátek nebo 
s vyu�itím afinitní chromatografie, diferenční peptidové 
mapování po enzymové defosforylaci alkalickou fosfata-
sou, pou�ití aditiv zvy�ujících signál fosfopeptidů při ana-
lýze MS a vyu�ití speciálních skenovacích funkcí hmot-
nostního spektrometru pro selektivní detekci fosfopeptidů 
v slo�itých směsích. 

 

3.  Metody selektivního záchytu fosfoproteinů  
 a fosfopeptidů 

 
Jak ji� bylo uvedeno, pouze nepatrná část proteinů 

v proteomu je v daném časovém okam�iku fosforylována. 
Pro úspě�nou charakterizaci fosforylace je proto nezbytné 
fosfoprotein/fosfopeptid izolovat buď s vyu�itím specific-

 

 

  

Obr. 1. Přehled nejčastěji u�ívaných metod pro izolaci a identifikaci fosforylovaných proteinů a peptidů  
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kých protilátek, afinitní chromatografie s imobilizovanými 
ionty kovů (Immobilized Metal Affinity Chromatography, 
IMAC) či metodami s chemickou modifikací fosfátové 
skupiny (obr. 1). 

Nejjednodu��í metodou selektivního záchytu fosfo-
proteinů je imunoprecipitace pomocí fosfospecifických 
protilátek. Ji� del�í dobu jsou komerčně dostupné protilát-
ky proti pY, které umo�ňují imunoprecipitaci a následně 
i izolaci pY proteinů z komplexních směsí8. Snahy o selek-
tivní záchyt pY peptidů pomocí těchto protilátek nebyly 
zatím úspě�né9.  Pokusy izolovat pS a pT proteiny jsou 
v současnosti stále ojedinělé10. 

Afinitní chromatografie s imobilizovanými ionty ko-
vů představuje bezesporu nejbě�něj�í techniku pro selek-
tivní záchyt fosfopeptidů11,12. Metodu lze pou�ít pro pS, 
pT i pY peptidy. Je zalo�ena na vysoké afinitě záporně 
nabité hydrofilní fosfátové skupiny k iontům kovu, nejčas-
těji Fe3+ a Ga3+. Ionty kovu jsou imobilizovány na chela-
tačním nosiči, kterým bývá iminodioctová nebo nitrilotri-
octová kyselina. Zachycené fosfopeptidy jsou pak z nosiče 
uvolněny zvý�ením pH (přídavkem NH4OH) nebo fosfá-
tem, co� vy�aduje odsolení před analýzou MS. Pro přeči�-
tění fosfopeptidů se vzhledem k jejich hydrofilnímu cha-
rakteru nedoporučují nosiče na bázi reverzní fáze 
(Reversed Phase, RP) C18, na kterých dochází k velkým 
ztrátám. Mnohem vhodněj�í13 je materiál Poros Oligo R3, 
který byl původně vyvinut pro či�tění DNA/RNA. Je�tě 
lep�í výsledky byly nedávno dosa�eny s mikrokolonkami 
naplněnými grafitovým prá�kem14. Získané fosfopeptidy 
mohou být měřeny v uspořádání off-line či on-line hmot-
nostní spektrometrií, případně je analýza MS spojena s 
defosforylací alkalickou fosfatasou13. Limitujícími faktory 
IMAC mů�e být ni��í afinita některých fosfopeptidů 
k materiálu IMAC, potí�e při uvolnění fosfopeptidů s více 
fosfátovými skupinami a předev�ím nespecifický záchyt 
nefosforylovaných peptidů bohatých na aminokyseliny 
s karboxylovými skupinami (glutamová a asparagová ky-
selina).  Posledně uvedený nedostatek lze minimalizovat 
derivatizací v�ech peptidů esterifikací methanolem, která 
významně sni�uje nespecifickou vazbu karboxylových 
skupin při IMAC postupu15.  Mo�nost aplikace IMAC pro 
izolaci fosfoproteinů zatím nebyla testována.  

Pinkse a spol. nedávno prezentovali slibnou techni-
ku16 pro selektivní záchyt fosfopeptidů na předkolonce 
naplněné nosičem na bázi oxidu titaničitého (Titansphere). 
Metoda je zalo�ena na dvourozměrné chromatografii spo-
jené přímo s hmotnostním spektrometrem.V prvním roz-
měru je zapojena kolona s TiO2 a za ní následuje kolona 
RP. Fosfopeptidy jsou při kyselém pH selektivně zachyce-
ny na první koloně, zatímco nemodifikované peptidy pro-
cházejí a� na kolonu RP. Z ní jsou postupně eluovány 
a vstupují do hmotnostního spektrometru. Teprve poté jsou 
zvý�ením pH z první kolony vymyty fosfopeptidy, které 
jsou po zkoncentrování na koloně RP nastřikovány 
k analýze MS. Tato metoda je v porovnání s technikou 
IMAC méně pracná a mohla by nalézt uplatnění při analý-
zách slo�itých směsí. 

Jiný metodický přístup pro záchyt fosfoproteinů/

fosfopeptidů zalo�ený na chemické derivatizaci fosfátové 
skupiny byl publikován současně dvěmi pracovi�ti. Oda 
a spol.17 nejprve vystaví směs peptidů či proteinů vysoké-
mu pH, při kterém se β-eliminací od�těpuje H3PO4 za 
vzniku reaktivní dvojné vazby. Ta následně reaguje 
s nukleofilním činidlem, ethan-1,2-dithiolem, na jeho� 
volnou thiolovou skupinu se navá�e biotin. Takto označe-
né peptidy/proteiny lze pak jednodu�e izolovat afinitním 
či�těním na avidinové koloně. Popsaný postup je pou�itel-
ný jen pro pS a pT peptidy/proteiny a vy�aduje modifikaci 
reaktivních cysteinových zbytků oxidací kyselinou per-
mravenčí. Současně se ov�em oxiduje methionin na sulfon 
a tryptofan na dvě formy s dvěma a třemi kyslíkovými 
atomy. Případná O-glykosylace, která také snadno podléhá 
β-eliminaci, způsobuje dal�í komplikace. U druhé strate-
gie18 jsou proteiny po alkylaci cysteinů nejprve �těpeny 
specifickou proteasou. Karboxylové skupiny vzniklých 
peptidů jsou derivatizovány amidací a aminoskupiny chrá-
něny terc-butoxykarbonylovou skupinou. Takto ochráněné 
fosfopeptidy jsou modifikovány kondenzací s cystaminem, 
kovalentně zachyceny na pevném nosiči s imobilizovanou 
jodoctovou kyselinou, následně promyty a uvolněny triflu-
oroctovou kyselinou. Metoda byla pou�ita pro pS, pT 
a také pro pY peptidy, nebyla v�ak zatím vyzkou�ena pří-
mo na intaktních proteinech. Oba postupy se skládají 
z celé řady chemických reakcí a čistících kroků, z nich� 
ka�dý představuje nezanedbatelné ztráty. Dostatečné 
mno�ství materiálu je tedy obecným po�adavkem přístupu 
zalo�eného na chemické derivatizaci, co� zatím umo�ňuje 
pouze záchyt hojně se vyskytujících fosfopeptidů/fosfo-
proteinů. Nespornou výhodou těchto metod je nahrazení 
záporně nabitého fosfátu neutrální funkční skupinou. Nově 
modifikovaný peptid se v porovnání s původním fosfopep-
tidem mnohem lépe ionizuje a také ochotněji fragmentuje. 
Přitom je nová funkční skupina dostatečně stabilní a při 
fragmentaci nedochází k jejímu přednostnímu od�těpení, co� 
umo�ní snadno určit místo fosforylace (viz kapitoly 4, 5). 

 
 

4. Identifikace fosfopeptidů 
 

Prvním z úkolů fosfoproteomiky je identifikace fosfo-
peptidů neboli jejich odli�ení od ostatních přítomných 
peptidů. Tradiční metody (obr. 1) zahrnují enzymové 
označení proteinu radioaktivním ATP následované proteo-
lytickým �těpením. Vzniklá směs peptidů je pak rozdělena 
metodami HPLC, TLC (cit.19,20) nebo dvourozměrnou 
gelovou elektroforézou21 (2DE) a fosfopeptidy jsou dete-
govány díky své radioaktivitě buď jako frakce HPLC, 
skvrna na gelu či na desce TLC. Tento postup fosfopepti-
dového mapování je dosti pracný a zdlouhavý, navíc vy�a-
duje práci s neoblíbenou radioaktivitou.  

V poslední době zaujímají ve fosfoproteomové analý-
ze výhradní místo metody zalo�ené na hmotnostní spektro-
metrii. MS poskytuje informaci o molekulové hmotnosti 
(Molecular Weight, MW), tedy o vlastnosti, která je cha-
rakteristická pro ka�dé chemické individuum. Uvá�íme-li, 
�e ka�dá PTM proteinu mění jeho hmotnost, je MS určitě 
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ideálním nástrojem k analýze PTM. Ka�dá fosfátová sku-
pina navázaná na serin, threonin či tyrosin vede ke zvý�ení 
molekulové hmotnosti o 80 hmotnostních jednotek, tzv. 
Daltonů (Da). Změření MW intaktního fosfoproteinu 
v kombinaci se znalostí MW nemodifikovaného proteinu 
či defosforylací fosfatasou umo�ní určení průměrného 
počtu fosfátů navázaných na polypeptidový řetězec. Takto 
získáme pouze hrubý odhad, pro získání přesněj�í informa-
ce je nutné podrobit protein proteolýze a pracovat s jeho 
fragmenty − peptidy. Pokud je sekvence proteinu známá, 
interpretace hmotnostního spektra peptidů − peptidové 
mapy, odhalí fosfopeptidové kandidáty jako píky s MW 
vy��í o násobky 80 Da ne� by příslu�elo nemodifikované-
mu peptidu. Mnohem průkazněj�í je porovnání peptido-
vých map před a po reakci s alkalickou fosfatasou22 
(obr. 2). Pokud najdeme ve spektrech odpovídající píky 
fosfopeptidu a jeho defosforylovaného analogu, odečteme 
navíc z rozdílu jejich MW počet fosfátů navázaných na 
původním fosforylovaném peptidu. Pokud najdeme 
v peptidové mapě po defosforylaci pouze nový signál, 
určíme peptid, který byl modifikován, ale ne počet fosfátů 
v jeho sekvenci. Nepřítomnost signálu fosfopeptidu ve 
spektru je typická pro vět�í (MW > 2500 Da) a vícenásob-
ně fosforylované peptidy. S cílem získat co nejvíce infor-
mací z jednoho vzorku a sní�it po�adované mno�ství pro-
teinu lze defosforylaci provést přímo na terčíku MALDI 
po předchozím změření peptidové mapy13. Pro identifikaci 
pS a pT peptidů lze rovně� vyu�ít β-eliminace s následnou 
derivatizací původních fosfopeptidů směsí dvou alkanthio-
lů (např. C3 a C7)23. Tyto modifikované peptidy lze pak ve 
spektrech snadno rozpoznat díky charakteristické dvojici 
píků li�ících se o 56 Da. 

Vysoce specifickou metodu detekce fosfopeptidů 
představuje vyu�ití speciálních skenovacích funkcí tande-
mových hmotnostních spektrometrů jako je sken neutrál-
ních ztrát a sken rodičovského iontu. Nicméně ji� bě�ná 
analýza MALDI-TOF mů�e někdy odhalit fosfopeptidy 
díky jejich charakteristické fragmentaci24. Při měření 
v re�imu kladných iontů vykazují pS a pT peptidy vý-
znamnou ztrátu neutrální molekuly H3PO4 za vzniku čet-
ného iontu [MH-98]+. Ten je doprovázen minoritním ion-
tem [MH-80]+, který odpovídá ztrátě HPO3. Naopak ve 
spektrech pY peptidů dominuje pík iontu [MH-80]+, co� 
umo�ňuje jejich odli�ení od pS a pT peptidů. Rozdílná 
fragmentace je vysvětlována vy��í stabilitou aromatického 
kruhu fosfotyrosinu. 

Typická ztráta molekuly H3PO4 se nabízí pro detekci 
pS a pT peptidů ve slo�itých směsích s vyu�itím skenu 
neutrálních ztrát. Za podmínek kolizně indukované disoci-
ace (Collisonally Induced Dissociation, CID) dochází k β-
eliminaci H3PO4 z pS a pT za vzniku dehydroalaninu 
a dehydroamino-2-máselné kyseliny. Tento experiment lze 
provést jen u tandemových hmotnostních spektrometrů 
(MS/MS) jako je trojnásobný kvadrupól (Triple Stage 
Quadrupole, TSQ)25, kvadrupól v kombinaci s analyzátorem 
z doby letu (Time Of Flight, Q-TOF), případně iontová past 
(Ion Trap, IT). Spektrometr je nastaven tak, �e hledá kolizní 
spektra, která vykazují ztrátu 98, 49 a 32,3 Da odpovídající 
eliminaci H3PO4 z jednou, dvakrát a třikrát nabitých rodi-
čovských iontů fosfopeptidů. Současně je z iontu vznikají-
cího neutrální ztrátou H3PO4 získáno spektrum MS/MS 
poskytující informaci o lokalizaci fosforylace. Původní pS 
a pT je pak v sekvenci peptidu identifikován jako dehydro-
alanin (69 Da) a dehydroamino-2-máselná kyselina 
(83 Da). 

Za podmínek CID při analýze MS v re�imu zápor-
ných iontů poskytují pS, pT i pY peptidy v alkalickém 
prostředí diagnostický ion PO3

− (79 Da), který dovoluje 
jejich vysoce specifickou detekci pomocí skenu rodičov-
ského iontu26,27. Při experimentu se zaznamenávají jen 
spektra rodičovských iontů (prekurzorů) poskytujících 
charakteristický ion 79 Da.  Tato spektra obsahují pouze 
molekulární ion prekurzoru (fosfopeptidu). Pokud známe 
sekvenci proteinu, je tato informace dostačující pro přiřa-
zení peptidu, který je fosforylován. Případné sekvenování 
pro detailní určení místa fosforylace vy�aduje změnu pola-
rity spektrometru do re�imu kladných iontů a rovně� sní-
�ení pH, co� brání vyu�ití této metody při uspořádání LC-
MS/MS.    

Pro selektivní detekci pY peptidů byla vyvinuta meto-
da28 zalo�ená na tvorbě imoniového iontu fosfotyrosinu 
s m/z 216,043. Technika vy�aduje hmotnostní spektrometr 
s vysokým rozli�ením (Q-TOF) dovolující jednoznačně 
odli�it diagnostický fosfotyrosinový ion od ostatních inter-
ferujících peptidových fragmentů se stejnou hodnotou m/z. 
Měření se provádí v re�imu kladných iontů, co� usnadňuje 
sekvenování pY peptidu. Vzhledem k nestabilnímu chová-
ní pS a pT za podmínek CID nelze metodu pou�ít pro de-
tekci pS a pT peptidů . 

Jiná technika umo�ňující identifikaci pS, pT i pY 

 
a 
 
intenzita 
 
 
 
 
 
 
b 

po reakci s fosfatasou 

                                                                                     m/z 

Obr. 2. Diferenční fosfopeptidové mapování; srovnání hmot-
nostních spekter MALDI-TOF trypsinového digestu před (a) a po 
(b) reakci s alkalickou fosfatasou umo�ní jednoznačnou detekci 
fosfopeptidů. Píky fosfopeptidů po reakci zcela zmizí. Hmotnost-
ní rozdíl (∆m, násobek 80 Da odpovídá jednomu fosfátu) mezi 
signály fosfopeptidu a jeho defosforylovaného analogu určí počet 
navázaných fosfátových skupin. Peptid X tedy obsahuje jeden 
fosfát (∆m = 1 × 80 Da), zatímco v sekvenci peptidu Y jsou navá-
zány dvě fosfátové skupiny (∆m = 2 × 80 Da) 

před reakcí s fosfatasou 
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peptidů kombinuje β-eliminaci fosfátu, chemickou deriva-
tizaci a sken rodičovského iontu29. β-Eliminací 
v alkalickém prostředí vzniká reaktivní dvojná vazba, na 
kterou se aduje 2-(dimethylamino)ethan-1-thiol. Vytvoře-
ný thioether se oxiduje peroxidem vodíku na odpovídající 
sulfoxid, který se při CID snadno �těpí za vzniku derivátu 
sulfenové kyseliny s m/z 122.  Tento ion díky své jedineč-
né hodnotě m/z jednoznačně odli�uje fosfopeptidy od 
ostatních peptidů. Techniku lze provádět i na spektrometru 
s nízkým rozli�ením a rovně� v uspořádání LC-MS/MS.  

Pro specifickou detekci fosfopeptidů jsou k dispozici 
také dvě méně známé techniky. První monitoruje přítom-
nost izotopu 31P během HPLC separace digestu fosfopro-
teinu metodou MS s indukčně vázaným plazmatem 
(Inductively Coupled Plasma, ICP)30. Pro odli�ení izoba-
rických iontů s 31P je nutno mít spektrometr s dostatečným 
rozli�ením (vět�inou sektorový přístroj). Molekulová 
hmotnost fosfopeptidů je poté určena v samostatné analýze 
LC-MS s ionizací elektrosprejem (Electrospray Ionization, 
ESI).  Měření poměru 31P a 32S metodou ICP-MS lze vyu-
�ít pro stanovení průměrného zastoupení fosfátu 
v molekule proteinu31. Druhá technika vychází ze skuteč-
nosti, �e fosforylace způsobuje změnu konformace pepti-
dových iontů v plynné fázi32,33. Tato změna je detegována 
hmotnostním spektrometrem měřícím mobilitu iontů. 

Kromě ji� popsaných technik existuje několik �triků�, 
vět�inou ve spojení s ionizací MALDI, jak snadno odhalit 
fosfopeptidy. Prvním je změření proteinového digestu 
v re�imu záporných iontů na hmotnostním spektrometru 
MALDI-TOF. Fosfopeptidy mají obecně velmi nízkou 
ionizační účinnost v re�imu kladných iontů, zatímco 
v re�imu záporných iontů dávají velmi intenzivní odezvy 
v porovnání se svými nefosforylovanými analogy34. To se 
projeví mnohem více, kdy� se peptidy před analýzou 
MALDI esterifikují methanolem35. Jednoduché srovnání 
spekter měřených v re�imu kladných a záporných iontů 
pomů�e najít signály, které by mohly patřit fosfopeptidům. 

Důle�itým aspektem je rovně� volba matrice MALDI. 
Nejbě�něj�ími matricemi pro analýzu peptidů jsou 
4-hydroxy-α-kyanskořicová a 2,5-dihydroxybenzoová ky-
selina (DHB). Pro fosfopeptidy je vzhledem k jejich hyd-
rofilnímu charakteru mnohem vhodněj�í DHB. Jako vhod-
ná matrice je rovně� doporučován 2�,4�,6�-trihydroxy-
acetofenon s přídavkem citrátu amonného36. Přídavek adi-
tiv jako jsou amonné soli37 či kyselina fosforečná38 
k matrici MALDI je dal�í mo�ností, jak zvýraznit signál 
fosforylovaných peptidů. Navíc bylo zji�těno, �e směs 
DHB a kyseliny fosforečné je výborným elučním činidlem 
při technice IMAC39. 

 
 

5. Určení místa fosforylace 
 
Detekce fosfopeptidů je jen prvním krokem fosfopro-

teomové analýzy. Dal�ím logickým po�adavkem je určení 
místa fosforylace. K tomu slou�í dnes ji� výhradně tande-

mová hmotnostní spektrometrie (obr. 1), která zcela vytla-
čila tradiční Edmanovo odbourávání. Pokud je známa sek-
vence peptidu a ta obsahuje jen jeden serin, threonin či 
tyrosin, je přiřazení místa fosforylace snadné a vystačíme 
pouze se znalostí MW peptidu. Vět�ina případů ov�em 
není tak triviálních (peptid obsahuje více hydroxyamino-
kyselin) a vy�aduje fragmentaci peptidu metodami MS/
MS. Experimenty MS/MS se nejčastěji provádějí na IT 
(cit.40,41), TSQ (cit.27,42) a Q-TOF (cit.43) spektrometrech. 
Vzhledem k nestabilnímu chování fosfátové skupiny je 
hlavním procesem za podmínek CID ztráta fosfátu ve for-
mě H3PO4 nebo HPO3. Stabilita klesá v pořadí pY > pT > 
pS. Fosfát se proto nejsnáze uvolňuje z pS, nejméně ochot-
ně z pY. Pro pS a pT je charakteristická ztráta H3PO4, 
u pY dominuje uvolnění HPO3. Ochota uvolnit fosfátovou 
skupinu souvisí s nábojovým stavem peptidu a je největ�í 
pro jednou nabité ionty. U vícenásobně nabitých peptidů je 
k dispozici mobilní proton, který vyvolá fragmentaci pep-
tidového řetězce za vzniku sekvenčních b- a y-iontů44 
umo�ňující určení místa navázání fosfátu. Někdy ov�em 
ztráta fosfátu převa�uje a k fragmentaci peptidového řetěz-
ce téměř nedochází, co� komplikuje lokalizaci místa modi-
fikace. Komplikaci rovně� způsobují ztráty fosfátu a vo-
dy z b- a y-iontů, kdy navíc dostáváme fragmentové ionty  
b-98, y-98, b-18, y-18, případně b-80 a y-80. To platí pře-
dev�ím pro pS, méně ji� pro pT. Ře�ením mů�e být nahra-
zení labilního fosfátu stabilní funkční skupinou. Fosfát se 
odstraní β-eliminací hydroxidem a protein se nechá reago-
vat buď s ethanthiolem45 nebo siřičitanem sodným46. 
V prvním případě je pS/pT převeden na S-ethylcystein 
nebo β-methyl-S-ethylcystein, ve druhém na cysteovou 
nebo β-methylcysteovou kyselinu. Takto modifikované 
peptidy fragmentují podél celého peptidového řetězce 
a poskytují  úplněj�í sekvenční informaci dovolující sna��í 
určení místa fosforylace. 

Skvělou metodou pro lokalizaci fosforylace je disoci-
ace záchytem elektronu (Electron Capture Dissociation, 
ECD) ve spojení s hmotnostní spektrometrií s iontovou 
cyklotronovou resonancí s Fourierovou transformací 
(Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance, FTICR). 
ECD vyvolává rozsáhlej�í a rovnoměrněj�í fragmentaci 
peptidu ne� CID a tím dosahuje vy��ího pokrytí sekvence. 
Při ECD dále nedochází ke ztrátám H3PO4, HPO3 ani H2O, 
co� dovoluje přímou identifikaci fosforylačních míst47. 
Díky extrémně vysokému rozli�ení spektrometrů FTICR 
mohou být touto technikou studovány také velké peptidy 
i celé proteiny48. 

Jiná technika pro lokalizaci fosforylace vyu�ívá β-
eliminace v kombinaci s  adicí s 2-aminoethan-1-thio-
lem49,50. Před touto reakcí jsou v�echny lysiny ochráněny 
a a� poté jsou pS a pT selektivně přeměněny na analogy 
lysinu, S-(2-aminoethyl)cystein a β-methyl-S-(2-amino-
ethyl)cystein. Modifikované peptidy jsou �těpeny Lys-C 
proteasou a následná analýza MS pak jednodu�e určí místa 
fosforylace. Nevýhodou je, �e stejnou reakci podstupují 
také O-glykosylovaný serin a threonin. 
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6. Kvantitativní fosfoproteomika 
 
S ohledem na dynamické chování biologických systé-

mů není identifikace fosfopeptidu a určení místa fosforyla-
ce dostačující informací pro pochopení úlohy daného fos-
foproteinu v organismu. Dále by nás mělo zajímat, jak se 
fosforylace určitého místa mění v čase a jaký je stupeň této 
fosforylace v daném časovém okam�iku.  Odpovědět na 
tyto otázky je schopna kvantitativní fosfoproteomika, 
u které je nutno je�tě rozli�ovat mezi určením relativní 
a absolutní stechiometrie fosforylace. Relativní kvantifika-
ce sleduje změnu fosforylace určitého místa mezi dvěma 
buněčnými stavy, zatímco ve druhém případě se měří ab-
solutní stechiometrie daného fosforylačního místa neboli 
stupeň fosforylace, tj. poměr fosforylované a nefosforylo-
vané formy, případně celkové mno�ství fosfopeptidu, po-
ta�mo fosfoproteinu ve vzorku.  

Techniky relativní kvantifikace jsou zalo�eny na izo-
topovém značení proteinů buď in vivo během růstu buněk 
nebo in vitro chemickou derivatizací, která navíc umo�ňu-
je selektivní záchyt a detekci původního fosfopeptidu.  Při 
in vivo značení roste jedna kultura na bě�ném kultivačním 
médiu, zatímco při druhé kultivaci stejné médium obsahu-
je výhradně izotop 15N. Po určité době jsou obě kultivace 
spojeny, vybrané proteiny jsou separovány, podrobeny 
proteolytickému �těpení a analýze MS. Proto�e během 
růstu buněk byly inkorporovány oba izotopy dusíku (14N 
a  15N), naměříme pro ka�dý proteolytický fragment dvoji-
ci píků. Poměr intenzit fosfopeptidu s 14N a jeho nemodifi-
kovaného analogu značeného 15N pak odpovídá změně 
hladiny fosforylace určitého místa daného proteinu51. Pro-
vedení této techniky je velmi jednoduché, nedovoluje ale 
�ádné selektivní zachycení fosfoproteinu/fosfopeptidu.  
Alternativou in vivo značení je tzv. metoda SILAC (Stable 
Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture), která 
pro vnesení tě�kého izotopu vyu�ívá značených aminoky-
selin52,53. Strategie SILAC v kombinaci s izolací peptidů 
metodou IMAC byla nedávno úspě�ně aplikována při 
kvantitativní analýze kvasinkového fosfoproteomu54. 

In vitro značení vychází z metody izotopicky kódova-
ných afinitních značek (Isotope Coded Affinity Tag, 
ICAT) uplatňovaných v klasické kvantitativní proteomi-
ce55. Roz�íření tohoto postupu pro kvantifikaci fosforylace 
(pouze pro pS a pT) se nazývá PhIAT (Phosphoprotein 
Isotope Coded Affinity Tag) a je uvedeno na obr. 3. Strate-
gie PhIAT zahrnuje hydroxidem vyvolanou β-eliminaci 
fosfátu následovanou adicí ethan-1,2-dithiolu (EDT), který 
obsahuje buď čtyři vodíkové atomy nebo čtyři deuteria56,57. 
Po spojení obou vzorků se na volnou skupinu SH druhého 
thiolu navá�e biotin, který umo�ní selektivní izolaci pů-
vodních fosfopeptidů afinitní chromatografií. Získaná 
směs je analyzována na spektrometru LC-MS/MS, který 
určí sekvenci peptidu a místo fosforylace. Relativní změna 
fosforylace jednotlivých fosfopeptidů se odečte z poměru 
intenzit píků nativního a deuterovaného peptidu, které jsou 
ve spektrech snadno odhaleny díky jejich hmotnostnímu 
rozdílu 4 Da (D0/D4). Technika PhIAT byla po svém zave-
dení autory nepatrně modifikována58. Peptidy s EDT jsou 

v jednom stupni zachyceny a izotopově označeny na pev-
ném nosiči obsahujícím buď lehké nebo tě�ké izotopy. 
Navázané peptidy jsou z nosiče uvolněny fotochemicky 
UV zářením a analyzovány LC-MS/MS. Jsou popsány 
také postupy nahrazující EDT jinými chemickými značka-
mi59,60. 

Zatímco techniky relativní kvantifikace byly apliko-
vány i pro reálné vzorky, je absolutní stechiometrie fosfo-
rylace poněkud méně prozkoumanou oblastí, pro kterou 
bylo vyvinuto jen několik metodických přístupů. U první-
ho je nejprve vzorek rozdělen a obě poloviny jsou dife-
renčně izotopově označeny. Jedna z frakcí je defosforylo-
vána alkalickou fosfatasou, obě frakce jsou spojeny zpět 
a analyzovány MS. Stupeň fosforylace je odvozen ze srov-
nání intenzit signálů dvou diferenčně značených nefosfo-
rylovaných peptidů, přičem� se předpokládá, �e nárůst 

Obr. 3. Kvantifikace relativní stechiometrie fosforylace meto-
dou PhIAT vyu�ívající izotopově kódovaných afinitních zna-
ček; změna fosforylace je určována pro dva rozdílné buněčné 
stavy (Buňky 1 a Buňky 2).  Hladina fosforylace jednoho určitého 
fosforylačního místa je 30 % pro Buňky 1  a 70 % pro Buňky 2. 
Fosfát je nejprve nahrazen chemickou derivatizací afinitní znač-
kou Z, která je u Buněk 2 izotopově  označena čtyřmi atomy 
deuteria odpovídající hmotnostnímu rozdílu 4 Da (Z*). Po smí-
chání obou kultivací jsou proteiny �těpeny specifickou proteasou. 
Původně fosforylované peptidy jsou pak pomocí značky přeči�tě-
ny a analyzovány hmotnostní spektrometrií. Relativní změna 
fosforylace se odečte z poměru intenzit píků nativního a deutero-
vaného peptidu (s hvězdičkou), které jsou ve spektrech snadno 
rozpoznány díky jejich hmotnostnímu rozdílu 4 Da 
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jeho intenzity odpovídá defosforylaci původního fosfopep-
tidu61,62. Druhá metoda nazvaná AQUA (Absolute QUAn-
tification)  je zalo�ena na izotopovém zřeďování63. Nejdří-
ve je vybrán vhodný fosfopeptid, který bude slou�it pro 
kvantifikaci. Tento peptid je syntetizován s izotopově zna-
čenou aminokyselinou a pou�it jako interní standard, který 
je ve známém mno�ství přidán ke vzorku. Absolutní kvan-
tifikace je pak provedena na základě srovnání intenzit 
dvou odpovídajících píků fosforylovaného peptidu 
(izotopově značeného a nativního). V současné době byla 
prezentována zcela nová technika nevy�adující pracné 
a nákladné izotopické značení64. Metoda je zalo�ena na 
měření normalizovaného iontového proudu a umo�ňuje 
relativní i absolutní stanovení stechiometrie fosforylace. 

 
 

7. Závěr 
 
Přesto�e byla v posledních letech vyvinuta a rozpra-

cována celá řada metodických přístupů pro izolaci, detek-
ci, identifikaci a kvantifikaci fosfoproteinů, není charakte-
rizace fosforylace minoritních proteinů nebo fosfoproteinů 
v komplexních směsích vůbec rutinní zále�itostí. Navíc ve 
fosfoproteomice neexistuje jedna univerzální technika, 
a proto je nutno ze �irokého spektra dostupných metod 
vybrat pro analýzu ka�dého fosfoproteinu tu správnou 
individuální strategii. Klíčovými parametry ovlivňujícími 
volbu vhodné metody jsou mno�ství proteinu, typ amino-
kyseliny, která je fosforylována, zda je k dispozici čistý 
fosfoprotein nebo komplexní směs proteinů a v neposlední 
řadě druh informace, který chceme získat. Jestli�e pro 
identifikaci proteinu metodou peptidového mapování vy-
stačíme s několika femtomoly, pro charakterizaci fosfory-
lace, a PTM obecně, je nutno mít k dispozici mno�ství 
proteinu minimálně řádu pikomolů. Pravděpodobnost 
úspěchu analýzy bude v�dy vy��í, pou�ijeme-li jakoukoliv 
techniku selektivního záchytu fosfoproteinu/fosfopeptidu. 
V nejbli��í době lze očekávat, �e se vzrůstajícím počtem 
známých proteinových sekvencí bude pro izolaci fosfopro-
teinů stále více vyu�íváno fosfospecifických protilátek, 
předev�ím proti fosfoserinu a fosfothreoninu. Techniky 
selektivního záchytu fosfoproteinů/fosfopeptidů zalo�ené 
na chemické modifikaci a metodě IMAC budou optimali-
zovány se snahou o jejich on-line napojení na hmotnostní 
spektrometr pomocí čipové technologie. Díky schopnosti 
dosáhnout při peptidovém mapování a� 100% pokrytí sek-
vence proteinu lze rovně� předpokládat častěj�í vyu�ívání 
prozatím unikátní instrumentace FTICR. V kombinaci 
s technikou ECD je mo�né navíc získat informačně bohat�í 
spektrum MS/MS ne� při experimentu CID a tak jedno-
značně určit místo fosforylace. Kromě studia jednotlivých 
fosfoproteinů budou nové trendy fosfoproteomové analýzy 
směrovány na �globální� charakterizaci fosforylace soubo-
ru proteinů celých organel nebo buněk. 

 
Sepsání této publikace bylo podporováno grantovým 

projektem GAČR (204/04/0571) a výzkumným záměrem 
AV0Z50200510. 
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P. Halada (Institute of Microbiology, Academy of 
Sciences of Czech Republic, Praha, Czech Republic): 
Approaches to Current Phosphoproteomics 

 
Characterization of post-translational modifications is 

one of the major challenges in proteomics. Reversible 
phosphorylation on serine, threonine and tyrosine residues 
is involved in regulation of many fundamental cellular 
events such as cell cycle, signal transduction, metabolism, 
and protein synthesis. To understand the molecular basis 
of these regulatory mechanisms, techniques capable of 
precise identification and quantitation of phosphorylation 
are needed. This review is devoted to recent trends in 
phosphoproteomics with special focus on mass spectrome-
try-based techniques. It covers enrichment of phosphopro-
teins/phosphopeptides using immobilized metal affinity 
chromatography and chemical derivatization techniques, 
phosphopeptide detection using differential peptide mass 
mapping, neutral loss and precursor ion scanning, localiza-
tion of phosphorylation sites by tandem mass spectrometry 
as well as relative and absolute quantitation of phosphory-
lation stoichiometry. 
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1. Úvod 

 
Proteiny či peptidy obsa�ené v buňkách v relativně 

nízkých koncentracích mohou hrát významnou roli 
v procesech probíhajících v buňce. Mezi tyto procesy patří 
např. regulace metabolismu, vliv na vznik různých nemocí 
atd. Hlavním úkolem hmotnostní spektrometrie je identifi-
kace a kvantifikace těchto proteinů i ve velmi komplex-
ních směsích proteinů obsa�ených v buňkách. 

Nejroz�ířeněj�í MS technikou v analýze proteinů či 
peptidů je v současnosti beze sporu hmotnostní spektrome-
trie s ionizací MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization)1,2. Principem MALDI ionizace je nanesení 
malého mno�ství vzorku společně s vhodnou matricí 
(kyselina 2,5-dihydroxybenzoová, kyselina α-kyano-4-      
-hydroxy-skořicová a dal�í) na terčík a následná desorpce 
a ionizace laserem. Výsledkem celého procesu je ionizace 
peptidů nebo proteinů a jejich následná hmotnostní analý-
za.  

V minulosti byla vět�ina systémů určených pro analý-

zu proteinů a peptidů konstruována s ionizací MALDI  
realizovanou ve vakuu a v kombinaci s analyzátorem doby 
letu iontů (Time of Flight, TOF). 

Výhody klasického uspořádání MALDI-TOF jsou 
následujcí: 
− vysoký hmotnostní rozsah systému umo�ňující analý-

zu intaktních proteinů, 
− potenciálně lep�í přesnost stanovení hmotností iontů, 
− dobré rozli�ovací schopnosti systému. 

 
 

2. Princip ionizace MALDI  za atmosférického 
tlaku (AP-MALDI) 
 
V nedávné době byly publikovány pokusy realizovat 

MALDI za atmosférického tlaku (AP-MALDI)3−6 v kom-
binaci s dal�ími typy hmotnostních spektrometrů, např. na 
bázi iontové pasti (IT-MS). Bohu�el, první experimenty 
s ionizací AP-MALDI poukázaly na mo�né problémy, 
zejména na ni��í citlivost a poměrně intenzivní tvorbu 
aduktů matrice4. V současnosti ji� umo�ňuje technické 
ře�ení zdroje AP-MALDI analýzy směsí peptidů vzniklých 
enzymatickým �těpením proteinů o velmi nízkých koncen-
tracích a navíc s mo�ností získání MS/MS spekter. Vyu�ití 
MS/MS dat také výrazně zvy�uje  specifitu vyhledávání 
v databázích peptidů a proteinů v porovnání s metodou 
PMF (peptide mass fingerprint) vyu�ívanou při identifika-
ci spekter získaných prostřednictvím konvenčních systémů 
MALDI-TOF. 

Nespornou výhodou ionizace AP-MALDI je mo�nost 
vyu�ití různých druhů hmotnostních analyzátorů, jako 
např. iontové pasti7 nebo systému TOF s orthogonální 
akcelerací8. Navíc je mo�né vyu�ít jeden druh analyzátoru, 
např. systém s iontovou pastí pro analýzu jak intaktních 
proteinů s ionizací elektrosprejem (ESI), tak i směsí pepti-
dů ionizací AP-MALDI. Výhody AP-MALDI v kombinaci 
s hmotnostním spektrometrem na bázi iontové pasti jsou 
následující: 
− proces ionizace je realizován nezávisle na hmotnost-

ním analyzátoru, a proto podmínky ionizace a kvalita 
povrchu terčíku popř. nanesení vzorku neovlivňují 
parametry analyzátoru (zejména rozli�ení a přesnost 
měření hmotností iontů), 

− je mo�né získat velmi rychle MS/MS data (na rozdíl 
od vakuového MALDI-TOF-MS) a informaci o sek-
venci peptidů se subfemtomolovými koncentracemi, 

− MS/MS data je mo�né získat nepoměrně levněj�í in-
strumentací oproti systémům Q-TOF nebo TOF-TOF, 

− flexibilita − doba výměny zdroje z AP-MALDI např. 
za ESI velmi krátká (několik minut) a je mo�né vyu�ít 
jeden systém MS pro �ir�í �kálu experimentů. 
Na obr. 1. je zobrazen zdroj AP-MALDI firmy Agi-
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lent Technologies, uvedený na trh v roce 2004. Zdroj je 
vybaven dusíkovým laserem o vlnové délce 337 nm 
(10 Hz), který je přiváděn skrze optické vlákno o průměru 
400 µm na pozici na terčíku o velikosti 200−250 µm. 
Energie laseru je 20−24 µJ. Schéma zdroje je pak uvedeno 
na obr. 2.  

Hlavním rysem konstrukce zdroje je vyu�ití proti-
proudého uspořádání toku su�ícího plynu oproti pohybu 
iontů při desorpci laserem. Ionty vzniklé při ionizaci jsou 
vtahovány do kapiláry MS kombinací účinku elektrostatic-
kého pole a vakua. Během jejich krátkého letu atmosféric-
kou částí dochází k rozru�ení shluků iontů vzniklých bě-
hem ionizace účinkem proudu horkého dusíku. Účinek 
protiproudu su�ícího plynu je velmi výrazný, jak je doku-

mentováno na obr. 3. Zatímco při vyu�ití su�ícího plynu 
o teplotě 325 °C jsou dominantními ionty ve spektru ionty 
peptidů serumalbuminu, při experimentu bez vyhřívání 
su�ícího plynu jsou dominantní ionty matrice v oblasti 100 
a� 600 amu (spodní obrázek)8. 

 
 

3. AP-MALDI v praxi 
 

3 . 1 .  A P - M A L D I - I T- M S  
První z mo�ností vyu�ítí zdroje AP-MALDI, která 

bude zmíněna v tomto článku, je kombinace 
s hmotnostním analyzátorem na bázi iontové pasti (IT-
MS). Pulsy laseru při ionizaci jsou synchronizovány 
s akumulačními fázemi iontové pasti hmotnostního spekt-
rometru. Na obr. 4. je zobrazeno porovnání spekter směsi 
peptidů získaných enzymatickým �těpením hovězího seru-
malbuminu (BSA) trypsinem. Spektra byla pořízena po-

Obr. 1.  AP-MALDI zdroj firmy Agilent Technologies 

Obr. 2. Schéma zdroje AP-MALDI firmy Agilent Technolo-
gies 

průtok dusíku podél 
kapiláry 

do MS 

kapilára 
vyhřívaný 
prostor 

MALDI 
destička 

prodlou�ení 
kapiláry 

LASER 

Obr. 3. Vliv protiproudu su�ícího plynu na tvorbu shluků 
a intenzitu iontů peptidů z tryptického rozkladu hovězího 
serumalbuminu, matrice kyselina α-kyano-4-hydroxyskořico-             
vá; a) spektrum získané při pou�ití vyhřívaného proudu su�í-
cího plynu, b) spektrum získané po vypnutí vyhřívání su�ícího 
plynu 

1,0 
 
 
 

0,8 
Intenzita 
x 105 

 
0,6 

 
 
 

0,4 
 
 
 

0,2 
 
 
 

0,0 
                  250      500      750     1000    1250    1500    1750    2000 

                                                                                                  m/z 
1,0 

 
 
 

0,8 
Intenzita 
x 105 

 
0,6 

 
 
 

0,4 
 
 
 

0,2 
 
  

0,0 
                  250      500      750     1000    1250    1500    1750    2000 
                                                                                                  m/z 

a 

b 



Chem. Listy 99, 930 − 936 (2005)                                                                                                                                            Referáty 

932 

mocí dvou typů konvenčních systémů MALDI-TOF 
a systému IT-MS vybaveného zdrojem AP-MALDI.  

Z porovnání uvedeného v tab. I je zřejmé, �e jak 
MALDI-TOF, tak i AP-MALDI-IT-MS, jsou zařízení 
schopná produkovat velmi podobná spektra. Klasické sys-
témy MALDI-TOF ale produkují spektra s vy��í odezvou 
hmot o ni��í a střední molekulové hmotnosti. V případě 
AP-MALDI-IT-MS nejsou ionty o nízké hmotnosti příli� 
významné. Tento jev je způsoben četnými kolizemi nízko-
molekulárních iontů za atmosférických podmínek, čím� 
dochází ke sní�ení vnitřních energií iontů a tím i k jejich 
přenosu ze zdroje do hmotnostního detektoru. Zároveň je 

optická část systému IT-MS optimalizována pro přenos 
iontů o vy��ích hmotnostech a tím dochází k potlačení 
transmise iontů o nízké hmotnosti, zejména pak iontů mat-
rice. 

Oproti klasickým systémům MALDI-TOF nabízí 
uspořádání AP-MALDI-IT-MS zřejmou výhodu v mo�-
nosti získání MS i MS/MS spekter na koncentračních hla-
dinách ni��ích ne� 1 fmol. Např. na  obr. 5. jsou znázor-
něna MS a MS/MS spektra získaná analýzou 250 amol 
BSA pomocí AP-MALDI-IT-MS systému6. Ionty ozna-
čené v MS spektru kosočtvercem byly vybrány re�imem 
AUTO-MS/MS pro izolaci a následnou fragmentaci. Na 
dvou spodních obrázcích jsou pak znázorněny příklady 
takto získaných spekter MS/MS. Takto získaná data lze 
následně vyu�ít pro vyhledávání v databázích proteino-
vých nebo nukleotidových sekvencí. 

Na druhé straně ale stále zůstává velkou výhodou 
klasického uspořádání MALDI-TOF mo�nost měření 
s vysokou přesností. Proto dal�í část tohoto článku bude 
věnována mo�nostem propojení AP-MALDI s TOF-MS 
systémy. 

 
3 . 2 .  A P - M A L D I - o a T O F  

Dal�í alternativou vyu�ití AP-MALDI je aplikace této 
ionizace v systému vybaveném analyzátorem TOF 
s orthogonální akcelerací (oaTOF). Systém oaTOF mů-
�e být vyu�it v kombinaci s elektrosprejem např. pro 
2D-HPLC-TOF-MS analýzu a v dal�ím kroku pro AP-
MALDI analýzu peptidů vzniklých enzymatickým �těpe-

Obr. 4. Porovnání spekter získaných pomocí dvou typů 
MALDI-TOF-MS a AP-MALDI-IT-MS systémů; hovězí se-
rumalbumin 5 fmol; C = carboxymethylovaný cystein 
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ním proteinů. Jednoznačnou předností je pak rychlá výmě-
na obou zdrojů a tedy i vysoká flexibilita přístroje. Podob-
ně jako u AP-MALDI-IT-MS i zde je výhodou oddělení 
kroků ionizace a vlastní hmotnostní analýzy. Parametry 
ionizace tudí� neovlivňují dosa�ené rozli�ení a přesnost 
stanovení hmotnosti analyzátoru oaTOF. Tím je dosa�eno 
rutinního měření spekter s přesností hmot lep�í ne� 5 ppm 
a vynikajícího rozli�ení (>10 000). Výhodou systému oa-
TOF firmy Agilent Technologies je kromě ji� zmíněných 
parametrů i velmi �iroký dynamický rozsah (3−4 řády), 
který umo�ňuje simultánní stanovení peptidů přítomných 

ve vzorku na velmi rozdílných koncentračních hladinách. 
Dal�í výhodou ji� zmíněného uspořádání je mimo jiné 

také vynikající citlivost. Na obr. 6 je znázorněno spektrum 
produktů tryptického �tepění 500 amol apotransferrinu. 
Pro interní kalibraci hmotnostní osy bylo pou�ito iontů 
matrice (190,0499, 379,0925, 568,1351), čím� bylo dosa-
�eno rutinně stanovení hmot s přesností lep�í ne� 5 ppm. 
Pro PMF vyhledávání v databázi pak byl pou�it u��í limit 
10 ppm, čím� bylo dosa�eno také vy��í pravděpodobnosti 
shody a eliminace potenciálně fale�ných výsledků7.  

 
 

Tabulka I 
Identifikované sekvence peptidů trypsinového �těpení hovězího serumalbuminu (BSA)  

Sekvence peptidůa Teoretická m/z AP-MALDI-IT-MS MALDI-TOF 1 MALDI-TOF 2 
  [m/z] [m/z] [m/z] [m/z] 
AWSVAR 689,4   689,4   
SEIAHR 712,4   712,4   
NYQEAK 752,4   752,4   
a       833,1 
LSQKFPK 847,5   847,5 847,5 
a       855,1 
LCVLHEK 899,5   899,5 899,5 
IETMREK 922,5   922,5 922,5 
YLYEIAR 927,5 927,8 927,5 927,5 
a       997,6 
a       1060,1 
CCTESLVNR 1140,5   1140,5 1140,5 
LVNELTEFAK 1163,6 1164,0 1163,6 1163,6 
CCTKPESER 1168,5 1168,9 1168,5 1168,5 
FKDLGEEHFK 1249,6 1249,9 1249,6 1249,6 
HLVDEPQNLIK 1305,7 1306,0 1305,7 1305,7 
SLHTLFGDELCK 1420,7 1420,8 1420,7 1420,7 
RHPEYAVSVLLR 1439,8 1439,5 1439,8 1439,8 
YICDNQDTISSK 1444,6 1444,8 1444,6 1444,6 
TCVADESHAGCEK 1465,6 1465,7 1465,6 1465,6 
LGEYGFQNALIVR 1479,8 1480,0 1479,8 1479,8 
QTALVELLKHKPK 1504,9 1504,7   1504,6 
LKECCDKPLLEK 1534,7 1534,8 1534,7 1534,8 
DDPHACYSTVFDK 1555,6 1555,7     
DAFLGSFLYEYSR 1567,7 1567,8     
LKPDPNTLCDEFK 1577,8 1577,7 1577,8   
KVPQVSTPTLVEVSR 1639,9 1640,0 1640,0 1640,0 
YNGVFQECCQAEDK 1749,7 1749,7     
a   1779,8 1779,9   
RPCFSALTPDETYVPK 1881,9 1881,9 1881,9 1881,8 
NECFLSHKDDSPDLPK 1902,9 1902,8     
LFTFHADICTLPDTEK 1908,9 1909,0 1908,9   
LKPDPNTLCDEFKADEK 2021,0 2020,9 2021,0   
VHKECCHGDLLECADDR 2116,8 2116,6 2116,9   

Pozn.: Koncentrace 5 fmol; a označuje hmoty, které neodpovídají �ádné sekvenci vzniklé rozkladem BSA; C = karboxyme-
thylovaný cystein6 
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4. AP-MALDI v kombinaci s 2D-nanoHPLC 
 
Identifikace proteinů v komplexních směsích v minu-

losti byla a stále je vět�inou realizována klasickým postu-
pem, tj. separací směsi proteinů technikou dvourozměrné 
gelové elektroforézy (2D-GE), následným �těpením izolo-
vaných proteinů vhodným enzymem a identifikací vzniklé 
směsi peptidů metodou MALDI-TOF. Nevýhodou tohoto 
uspořádání je časová a manuální náročnost. Na druhé stra-
ně, výhodou je mo�nost dosa�ení velmi spolehlivých vý-
sledků díky vysokému rozli�ení 2D-GE a spolehlivé iden-

tifikaci vyhledáváním v proteinových databázích (PMF).  
Alternativní technikou, která nabývá stále vět�ího 

významu, je analýza komplexních směsí peptidů vysoko-
účinnou kapalinovou chromatografií ve spojení s MS de-
tekcí. Vzhledem k tomu, �e mno�ství vzorku je obvykle 
velmi malé, vyu�ívá se k separaci směsí peptidů HPLC 
v kapilárním (průtok mobilní fáze 1−20 µl min−1) nebo 
nano (10−1000 nl min−1) uspořádání. Výhodou 2D-HPLC 
je mo�nost automatizace celého procesu a tím i dosa�ení 
reprodukovatelněj�ích výsledků.  

Existuje několik mo�ností realizace 2D-HPLC v kom-
binaci s MS detekcí, které se li�í v konfiguraci systému. 
Zároveň je prostřednictvím různého uspořádání systému 
dosa�eno velmi odli�né kvality získaných dat. 

 
4 . 1 .  O n l i n e  2 D - H P L C - M S - M S  s  d i s k o n -  

t i n u á l n í m  g r a d i e n t e m  
Nejjednodu��í způsob realizace 2D-HPLC je zobra-

zen na obr. 7 (cit.10).  V první dimenzi je vzorek obsahující 
peptidy vzniklé enzymatickým �těpením směsí proteinů 
nanesen automatickým dávkovačem na kolonu obsahující 
silný katex (SCX). Eluce frakcí peptidů z kolony SCX je 
realizována postupnými nástřiky roztoku mravenčanu 

Obr. 6. Spektrum AP-MALDI-oaTOF-MS 500 amol apotrans-
ferrinu (APO) (tryptické �těpení) 
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Obr. 7. Princip online 2D-HPLC s diskontinuálním gradientem  

Obr. 8. Online 2D-HPLC se semikontinuálním gradientem 
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amonného o rostoucích koncentracích (např. 20, 40, 60, 
80, 100, 150, 200, 300, 500, 1000 mM). Ka�dá z frakcí je 
nejprve vedena na rekoncentrační kolonku, kde dojde 
k zachycení eluovaných peptidů. Poté dojde k přepnutí 
rekoncentrační kolonky do druhé dimenze (průtok řízený 
např. nano pumpou) a postupným gradientem organické 
fáze dochází k vymytí peptidů na analytickou kolonu. Ná-
sledně je realizována jejich separace a detekce systémem 
ESI-IT-MS-MS. 

 
4 . 2 .  O n l i n e  2 D - H P L C - M S - M S  s e  s e m i -  

k o n t i n u á l n í m  g r a d i e n t e m  
Diskontinuální 2D-HPLC, zmíněná v předchozím 

odstavci, má několik nevýhod. Jako hlavní je mo�no uvést 
tu, �e kolona SCX není provozována v optimálním rovno-
vá�ném re�imu a �e dochází pouze k nástřikům jednotli-
vých dávek soli. To mů�e vést např. k eluci jednoho pepti-
du ve dvou různých frakcích a tím ke sni�ování detekčních 
mo�ností (citlivosti) systému. Optimalizovaným ře�ením 
je 2D-nanoHPLC se semikontinuálním gradientem � viz 
obr. 8. Základní princip je toto�ný s předchozím systé-
mem. Nicméně v tomto uspořádání jsou peptidy vymývá-

ny z katexové kolonky kontinuálním gradientem na dvě 
cyklicky se přepínající rekoncentrační kolonky. Tímto 
uspořádáním je dosa�eno podstatně lep�ího rozli�ení pepti-
dů a tím i spolehlivěj�í identifikace11. 

 
4 . 3 .  O f f l i n e  2 D - H P L C - M S - M S  

Dal�í mo�ností zvý�ení rozli�ení systému 2D-HPLC 
je oddělení frakcionace peptidů na koloně SCX a vlastní 
chromatografické separace jednotlivých frakcí. Jedno 
z mo�ných uspořádání je zobrazeno na obr. 9. V této kon-
figuraci je směs peptidů nanesena na katexovou kolonu 
a jednotlivé frakce peptidů jsou postupně vymývány ros-
toucím gradientem soli a frakcionovány sběračem frakcí. 
Frakce obsahující eluované peptidy jsou sbírány přímo do 
mikrotitračních destiček. Mikrotitrační destička s frakcemi 
je pak přenesena do systému 2D-nanoHPLC-MS-MS 
a jednotlivé frakce z kolony SCX jsou nastřikovány a ana-
lyzovány pomocí 2D-HPLC na reverzní fázi12. Výhodou 
tohoto uspořádání je podstatně vy��í rozli�ení ne� v přípa-
dě online systémů. Je mo�né provést také frakcionaci na 
destičky MALDI a provést jejich analýzy libovolným sys-
témem MALDI-MS. 
 

Obr. 9. Offline 2D-HPLC-MS/MS 

A. Kontinuální solný gradient 

B. Nástřik frakcí na záchytnou 
kolonku, promytí a separace 
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4 . 4 .  O f f l i n e  2 D - n a n o L C - M A L D I - M S - M S  
Ačkoliv je systémem offline dosa�eno velmi kvalit-

ních výsledků zejména díky vynikajícímu rozli�ení techni-
ky,  problémem je omezená kapacita systému MS-MS na 
bázi iontové pasti. Při koeluci několika peptidů během 
separace není systém MS-MS na bázi iontové pasti scho-
pen provést dostatečný počet cyklů a identifikovat v�echny 
slo�ky v píku. Proto je výhodněj�í převod jednotlivých 
frakcí na MALDI destičky a analýza např.  systémem AP-
MALDI-IT-MS-MS. Tento proces je ov�em samozřejmě 
poměrně časově náročný a je také relativně pracný. Proto 
byla provedena úprava mikrosběrače frakcí pro mo�nost 
frakcionace přímo na MALDI destičky13. Základním pro-
blémem tohoto ře�ení je nutnost spolehlivé depozice frak-
ce o minimálním objemu (stovky nl) na destičku.  

Na obr. 10. je znázorněn proces depozice frakce na 
destičku MALDI pomocí mikro sběrače frakcí firmy Agi-
lent  Technologies. Klíčovým rysem je pohyb jehly ve 
vertikálním směru soubě�ně se zvět�ováním velikosti kap-
ky. Tím je zabráněno ulpívání kapky na jehle a zhor�ení 
reprodukovatelnosti frakcionace. Navíc je mo�né do systé-
mu zařadit i zařízení pro online přidávání matrice MALDI 
do proudu mobilní fáze pístovou pumpou. Posledním kro-
kem je pak pouze vysu�ení kapek na destičce a přenesení 
destičky do systému MALDI-MS-MS. Mikrosběrač frakcí 
je mo�né pou�ít pro depozici na jakékoli destičky MALDI  
od různých výrobců systémů MS. 

 
 

5. Závěr 
 
Cílem tohoto článku bylo představit alternativní tech-

niky ke klasickým technikám pou�ívaným v proteomické 
analýze. Výhodami ionizace AP-MALDI oproti klasické 
MALDI jsou lep�í citlivost, vysoká flexibilita a mo�nost 
vyu�ití s celou řadou MS systémů. Kombinací systému 

2D-HPLC se sběračem frakcí schopným přímé depozice 
na destičky MALDI je pak mo�né získat velmi kvalitní 
data i v případě analýz poměrně slo�itých směsí peptidů. 
Velkou výhodou kombinace systémů 2D-nanoHPLC s AP-
MALDI je mo�nost automatizace celého procesu a tím 
i dosa�ení vysoké spolehlivosti naměřených dat. 
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M. Godula (HPST Co., Prague): Laser Ionization 

in the Presence of Matrix at Atmospheric Pressure 
(AP-MALDI) �A New Direction in Peptide and Protein 
Analysis 

 
Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) 

is a popular technique for protein and peptide analysis. 
Historically, MALDI analyses have been accomplished 
with the sample under vacuum in combination with time-
of-flight (TOF) mass analyzers, MALDI-TOF. More re-
cently, MALDI has been performed at atmospheric pres-
sure (AP-MALDI), in combination with various MS sys-
tems. A short overview is given on the advantages and 
application potential of AP-MALDI in proteomics area.  
 
 

Obr. 10. Proces depozice frakce na destičku MALDI mik-
rosběračem frakcí Agilent Technologies 
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1. Úvod 

 
Lineární iontové pasti (2D) jsou ji� del�í dobu vyu�í-

vány pro studium spektroskopických a dal�ích fyzikálních 
vlastností iontů. V roce 1997 bylo navr�eno pou�ití lineár-
ní iontové pasti jako procesoru kvantové informace1 
a později, v kalifornské Jet Propulsion Laboratory, byla 
iontová past pou�ita jako velmi přesný časový standard, 
pou�itelný při kosmických výpravách2,3. John D. Prestage 
ze stejné laboratoře navrhl pou�ití lineární iontové pasti 
jako hmotnostního analyzátoru pro analýzu plynů, pou�i-
telného díky malé hmotnosti, rozměrům a malé spotřebě 
energie na výzkumných kosmických sondách (více na 
www.nasatech.com). Uvedené aplikace jsou jen malou 
ukázkou �irokého pou�ití těchto přístrojů ve fyzice, astro-
nomii a dal�ích oborech. 

V hmotnostní spektrometrii byla lineární iontová past 
pou�ita nejprve jako kolizní cela trojitého kvadrupolu4, 
později pak jako součást hybridních systémů s FT-ICR 
(cit.5), TOF (cit.6) popř. 3D iontovou pastí7 či kvadrupolem 
(Q-Trap). 

Výhody 2D proti 3D iontové pasti popsal Syka 

a spol.8 a spolu s Bierem také navrhl několik mo�ných 
uspořádání lineární a prstencové 2D iontové pasti jako 
hmotnostního analyzátoru9. Komerční hmotnostní spektro-
metr na bázi lineární iontové pasti byl později uveden na 
trh firmou Finnigan jako Finnigan LTQ. 

 
 

2. Porovnání 2D a 3D iontové pasti 
 
Teorie a principy fungování iontových pastí přesahují 

rámec této práce a jsou podrobně popsány v řadě prací10�12. 
Omezím se tedy na porovnání některých základních para-
metrů těchto systémů s ohledem na později uvedené apli-
kace. 

 
2 . 1 .  E f e k t i v i t a  z á c h y t u  i o n t ů  

Při nástřiku iontů, generovaných v externím zdroji, do 
3D iontové pasti dochází k významné ztrátě iontů a jejich 
diskriminaci podle hmotnosti. Příčinou je skutečnost, �e 
vstupující ionty musí proniknout do poměrně silného RF 
pole, které existuje ve směru vstupujících iontů a při vstu-
pu mají buď příli� málo či příli� mnoho kinetické energie 
na to, aby odpovídající mno�ství kolizí s přítomným heli-
em (buffer gas) sní�ilo tuto energii na hodnotu umo�ňující 
záchyt iontu v iontové pasti. Efektivita záchytu iontů v 3D 
iontové pasti tak je limitována na cca 5 % (cit.13), přičem� 
při záchytu iontů v �irokém rozmezí m/z dochází k jejich 
významné diskriminaci. 

Ve 2D iontové pasti je RF pole ve směru letu 
(nástřiku) iontů minimální (obr. 1). Efektivita záchytu 
iontů tak mů�e dosahovat a� 100 % (cit.4), v praxi se v�ak 
obvykle pohybuje mezi 50�70 %. Diskriminace iontů 
v závislosti na jejich m/z je minimální.  

 
2 . 2 .  L i m i t  p r o s t o r o v é h o  n á b o j e  

Prostorový náboj závisí na počtu iontů zachycených 
v iontové pasti a významně limituje vlastnosti v�ech analy-
zátorů pracujících na tomto principu, a to jak v průběhu 
uchování iontů (Storage space charge limit), tak při jejich 

Obr. 1.  Porovnání 3D a 2D iontové pasti  

osa nástřiku iontů 

3D iontová past 2D iontová past 
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izolaci, aktivaci a získání výsledného hmotnostního spekt-
ra (Spectral space charge limit). Posledně jmenovaná hod-
nota má největ�í vliv na kvalitu získaného MS spektra 
(rozli�ení, posun naměřené  oproti skutečné). 

Obr. 2 uvádí provnání experimentálně naměřených 
hodnot posunu měřené hmotnosti na počtu iontů 
v analyzátoru pro 3D a 2D iontovou past, obr. 3 pak vzhled 
naměřeného spektra v závislosti na počtu iontů v 2D iontové 
pasti. 

 
2 . 3 .  R o z l i � e n í  

Stejně jako u 3D pastí je mo�né i u 2D analyzátorů 
získat spektra s vy��ím rozli�ením zpomalením rychlosti 
skenu a amplitudy vypuzujícího napětí. To v�ak vede ke 
sní�ení hodnoty spektrálního limitu prostorového náboje 
a vy�aduje u 3D pastí průměrování několika skenů. Zvý�e-
ná kapacita 2D iontových pastí naproti tomu umo�ňuje 
akvizici kvalitního spektra s vy��ím rozli�ením bez tohoto 
průměrování. 

Praktickým výsledkem vý�e uvedené vlastnosti 2D 
iontových pastí je jednak rychlej�í skenování při jednotko-
vém rozli�ení, jednak vy��í rozli�ení při srovnatelné rych-
losti skenu. 

Rozli�ení je v 2D iontové pasti výrazně více závislé 
na přesné geometrii pasti ne� u 3D analyzátoru. Zatímco 
ve 3D analyzátoru jsou ionty v době vypuzení do detektoru 
soustředěny v obláčku s průměrem cca 1 mm, je stejný 
obláček v 2D pasti �rozta�en� do cca 30 mm délky 
v axiálním směru. Přesná geometrie kvadrupolu tak hraje 
velikou roli. 

Tabulka I uvádí porovnání některých parametrů u 3D 
(Finnigan LCQ) a 2D (Finnigan LTQ) iontové pasti. 

 
 

3. Aplikace 2D iontové pasti v proteomice 
 
Proteomická analýza současnosti usiluje o identifikaci 

v�ech proteinů v daném biologickém systému. Vzhledem 
k nesmírné slo�itosti těchto systémů a dynamickému roz-
sahu koncentrací proteinů není zatím mo�né beze zbytku 
identifikovat v�echny proteiny i v jednoduchých systé-
mech, jako jsou bakterie či kvasinky. 

Obr. 4 ukazuje typický postup proteomické analýzy, 
tabulka II pak porovnává tři bě�ně pou�ívané metody ana-

Obr. 2. Porovnání experimentálně naměřených hodnot posu-
nu měřené hmotnosti na počtu iontů v analyzátoru pro 3D a 
2D iontovou past  

                                   počet iontů 

   IT = 0,03 msec      IT = 0,30 msec  IT = 3,0 msec   IT = 30,0 msec  IT = 300 msec  IT = 3000 msec 

Obr. 3. Rozli�ení a posun hmotnosti naměřeného spektra 
v závislosti na počtu iontů v 2D iontové pasti; IT � doba nástři-
ku iontů 

Tabulka I 
Porovnání některých parametrů u 3D (Finnigan LCQ) a 2D 
(Finnigan LTQ) iontové pasti 

Parametr 
 3D iontová 

past 
2D iontová 

past 
rozdíl 

Efektivita záchy-
tu iontů, % 

~ 55-70 ~ 5 > 10 

Efektivita detek-
ce, % 

~ 100 ~ 50 1−2 

Efektivita cel-
kem, % 

~ 35-55 ~ 2,5 > 10 

Kapacita 
(spektrální), po-
čet iontů 

~ 20 000 < 500  > 40 

Sken. rychlost − 
Zoom 

1100 267 4 

Sken. rychlost − 
Ultra Zoom 

27 NAa NAa 

Hodnota 

a NA − nejsou k dispozici 

příprava 
vzorku 

gelová 
elektroforéza 

analýza 
hmotnostní 
spektrometrií 

bioinformatika:  
−identifikace 
− kvantifikace 
−charakterizace 

Obr. 4. Proteomická analýza 

 
0 
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lýzy, přičem�  3D iontové pasti jsou tradičně jedním 
z nejčastěji pou�ívaných MS systémů v proteomické ana-
lýze s ohledem na jejich citlivost, robustnost, snadné ovlá-
dání a vynikající poměr cena/výkon14�16. 

2D iontové pasti dále roz�iřují mo�nosti 3D iontových 

pastí a umo�ňují např.: 
− identifikaci i nízkých koncentrací proteinů 

v proteomu díky vět�í citlivosti a vět�ímu  dynamic-
kému rozsahu (obr. 5), 

− určení počtu nábojů u vícenásobně nabitých iontů 
díky vy��ímu rozli�ení (obr. 6), 

− mo�nost vícenásobného MSn  díky vět�ímu mno�ství 
iontů, je� je mo�né v iontové pasti akumulovat, 

− zrychlení analýz popř. zvý�ení mno�ství získaných 
dat díky mo�nosti rychlej�ího skenování. 
Zrychlení analýzy bylo demonstrováno např. porov-

náním 3D iontové pasti (Finnigan LCQ Deca XP Plus) 
a 2D iontové pasti (Finnigan LTQ) na analýze peptidů 
vzniklých tryptickým �těpením Mycoplasma pneumoniae17. 
Směs peptidů byla nejprve podrobena SCX frakcionaci 

    se
ru

m
 a

lb
um

in
 

  se
ro

tra
ns

fe
rr

 
 tra

ns
th

re
yt

in
 

 ap
ol

ip
op

ro
te

in
 

 β-
2-

m
ic

ro
gl

ob
ul

in
 

 ch
ro

m
og

ra
ni

n 
A

 
 am

yl
oi

d-
lik

e 
pr

ot
ei

n 
1 

 or
ex

in
 re

ce
pt

ro
 ty

pe
 1

 
 ne

ur
of

ila
m

en
t t

rip
le

t M
 

 lo
w

 a
bu

nd
an

ce
 

 
Obr. 5. Proteiny identifikované v CSF pomocí  2D-HPLC-MS/
MS s 2D iontovou pastí;  koncentrační rozsah 7 řádů 

 
LTQ 

Ultrazoom scan 

 
LCQ Classic 
Zoom scan 

Obr. 6. Porovnání rozli�ení získaného technikou Zoom Scan (3D iontová past LCQ) a Ultrazoom Scan (2D iontová past LTQ)  

Tabulka II 
Metody proteomické analýzy 

Příprava vzorku Separace Detekce 
Precipitace etha-
nolem, alkylace, 
trypsinolýza 

2D Gel 
IPG (pH 3-10) & 
14 % T 

gelová extrakce & 
nanosprej 
iontová past MS/MS 

Ultrafiltrace, 
alkylace, trypsi-
nolýza 

1D LC 
(obrácená fáze) 

nanosprej 
iontová past MS/MS 

Ultrafiltrace, 
alkylace, trypsi-
nolýza 

2D LC 
(iontová výměna 
& obrácená fáze) 

nanosprej 
iontová past MS/MS 
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a jednotlivé frakce analyzovány LC/MS/MS na kapilární 
koloně s reverzní fází, přičem� podmínky byly zvoleny 
tak, aby analýza byla dvakrát krat�í na LTQ (obr. 7). I při 
tomto dvojnásobném zrychlení analýzy bylo mo�né identi-
fikovat přibli�ně stejné mno�ství proteinů (548 na LTQ vs. 
575 na LCQ). Přesto�e byla pro HPLC separaci při analý-
ze pomocí 2D iontové pasti pou�ita krat�í HPLC kolona (5 
cm proti 20 cm na 3D pasti), byla kvalita identifikace pro-
teinů vyjádřená parametrem �Sequest Consensus Score� 
na tomto přístroji výrazně lep�í (obr. 8). 

   
 

4.  Spojení 2D iontové pasti s FT-ICR  
analyzátorem   
 
Jak ji� bylo uvedeno vý�e, lineární iontovou past je 

mo�né kombinovat s dal�ími MS analyzátory. Kombinaci 

2D pasti s FT-ICR uvedla na trh firma Thermo Electron 
jako Finnigan LTQ-FT (obr. 9). Oba MS analyzátory 
v tomto systému mohou pracovat paralelně, přičem� první 
část poskytuje MS/MS a MSn  spektra, FT-ICR analyzátor 
pak velmi přesnou hmotnost vybraných iontů. Přesnost 
měření hmotnosti bývá rutinně pod 1 ppm, rozli�ení FT-
ICR pak podle rychlosti skenování 100 000 (1 sken s-1) a� 
500 000 (1 sken na 4 s). 

Měření velmi přesné hmotnosti v MS/MS spektrech 
a vysoké rozli�ení se vyu�ívá k přesněj�í identifikaci pro-
teinů pomocí  tzv.  �top-down� ale i �bottom-
up�proteomické analýzy18.  

Systém 2D iontová past � ICR je velmi snadno ovla-
datelný a vhodný pro rutinní měření velkého mno�ství 
vzorků. Příkladem mů�e být spojení LTQ-FT s robotem 
Advion NanoMate 100 (automatické dávkování vzorků, 
ESI chip)19. 48 vzorků různých analytů (peptidy, proteiny, 
polymery, léčiva) různých koncentrací bylo analyzováno 
duplicitně (96 měření), přičem� doba analýzy vzorku byla 
cca 1 min. Doba jednoho cyklu (sken 200�2000 amu) byla 
1 s a získané rozli�ení 100 000 (FWHM) na iontu m/z 400. 
Pro měření přesné hmotnosti byla pou�ita 2 dny stará ex-
terní kalibrace. Při těchto podmínkách byla přesnost stano-
vení hmoty ve velké vět�ině případů pod 1 ppm. 

Kromě MS/MS spekter získaných kolizí CID 
v iontové pasti umo�ňuje hybridní systém 2D iontová past 
- FT-ICR i dal�í ionizační techniky v cele ICR (ECD, 
IRMPD) pou�ívané při proteomických analýzách a je zá-
stupcem nové třídy přístrojů poskytujících potřebná data 
(MS/MS, vysoké rozli�ení, přesná hmotnost, fragmentace) 
při zachování jednoduché obsluhy a mo�nosti rutinních 
analýz.   

 
 

5.  Spojení 2D iontové pasti s FT-MS Orbitrap 
analyzátorem   
 
Toto spojení bylo jako komerčně dostupný systém 

uvedeno firmou Thermo Electron na konferenci ASMS 
2005 v San Antonio, kdy� předem publikované výsledky 
měření22,23 naznačily potenciál  nového MS analyzátoru. 

Podobně jako v případě FT-ICR se jedná o FT/MS 

a 
 
 
 
 
 
b 

Obr. 7. Kapilární RP-HPLC-MS/MS analýza frakce 37 na (a) 
Finnigan LCQ Deca XP Plus; doba analýzy 200 min, 3D ionto-
vá past a (b) Finnigan LTQ; doba analýzy 100 min, 2D iontová 
past  

Obr. 8. Kvalita identifikace proteinů (prvních 10) vyjádřená 
pomocí Sequest Consensus Score; 1 − leucine aminopeptidase, 2 
− pyruvate dehydrogenase E1 beta-subunit, 3 − molecular chape-
rone, 4 − DNA-directed RNA polymerase beta chain, 5 − RNA 
polymerase beta subunit, 6 − ribosomal protein L1, 7 − conserved 
hypothetical protein, 8 − PEP-dependent HPr protein kinase 
phosphoryltransferase, 9 − L-lactate dehydrogenase, 10 − Heat-
shock protein GroEL  
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Obr. 9. Schéma hybridního hmotnostního spektrometru Fin-
nigan LTQ-FT 

7T aktivně stíněný 
supravodivý magnet 

data lineární iontové pasti 

data FTMS 
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analyzátor, tentokrát v�ak s elektrostatickým polem místo 
magnetického. V analyzátoru jsou ionty zachyceny radiál-
ně a oscilují kolem centrální elektrody, umístěné axiálně 
v dutině analyzátoru (obr. 10). Oscilace iontů v Orbitrapu 
jsou závislé na jejich hodnotě m/z a jsou nedestruktivně 
měřeny a převedeny Fourierovou transformací na hmot-
nostní spektra. 

Stejně jako v případě spojení s FT-ICR je mo�né sou-
bě�ně provádět MSn experimenty v lineární iontové pasti 
a měření přesné hodnoty m/z vybraných iontů v orbitrapu. 

Publikované parametry jsou rozli�ení 150 000, přes-
nost měření hodnoty m/z 2�5 ppm a rozsah m/z do 6000 
amu. Orbitrap zároveň vykazuje velkou kapacitu a dyna-
mický rozsah24. Velikou výhodou tohoto analyzátoru je 
absence rozměrného supravodivého magnetu a tím i ná-
kladného chlazení tekutým heliem a dusíkem. Významnou 
výhodou mů�e být i jednoduché ovládání. 

   
 

6.  MALDI za sní�eného tlaku (vMALDI) jako 
 iontový zdroj 2D iontové pasti 
 
Kombinace MALDI ionizace a 3D iontové pasti byla 

pou�ita pro rychlou identifikaci bílkovin20. Zajímavé mo�-
nosti poskytuje spojení 2D iontových pastí s MALDI ioni-
zací za sní�eného tlaku (vMALDI) viz tabulka III. Toto 
spojení umo�ňuje rychlou a velmi citlivou MS/MS analýzu 
peptidových �těpů bílkovin po 1D nebo 2D gelové separa-
ci, frakcí peptidů v 96 nebo 384 jamkových destičkách, 

případně analýzu na BIOCHIPSTM firmy LCI (Fremont, 
CA). Získaná MS/MS spektra lze pou�ít pro identifikaci 
bílkovin na základě peptidové sekvence např. programem 
SEQUEST. Zatímco LC/MS analýza obvykle trvá 30�60 
min, analýza vMALDI-2D-IT vy�aduje jednotky minut na 
vzorek. 

Příkladem pou�ití této techniky mů�e být analýza 
fosforylace mléčných bílkovin (kasein) po jejich separaci 
na 1D SDS. S vyu�itím Data Dependent MS3 experimentu, 
umo�ňujícího sledování neutrální ztráty 98, která v iontové 
pasti u vět�iny peptidů odpovídá ztrátě H3PO4 (popř. HPO3 
+ H2O) a s vyu�itím prohlí�eče SEQUEST� byly identifi-
kovány v�echny čtyři mléčné kaseiny (alfa-kasein S1 a S2, 
beta-kasein a kappa kasein) a místa jejich fosforylace21. 

 
 

7. Závěr 
 
Rychlý vývoj hmotnostních spektrometrů na bázi 

iontové pasti v posledních letech vede k �irokému nasazení 
těchto systémů v proteomické analýze. Umo�ňují rychlou 
a citlivou tandemovou hmotnostní spektrometrii při rela-
tivně nízké ceně instrumentace.  

Uvedení lineární iontové pasti a její kombinace 
s ICR-FT-MS a později naprosto nového spojení lineární 
iontové pasti s analyzátorem na bázi orbitrapu pak je�tě 
zvy�uje potenciál této techniky zvý�ením její citlivosti, 
dynamického rozsahu, mo�nosti vysokého a velmi vysoké-
ho rozli�ení a velmi přesného určení hmotnosti. Vývoj 
v této oblasti zřejmě zdaleka nekončí a iontové pasti budou 
hrát v budoucnu stále významněj�í roli.   
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vaných spekter) 
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P. Verner (Spectronex, Prague): Linear Ion Trap 
and Its Application in Proteomic Analysis 

 
Linear ion trap (LIT) is a successor of 3D-type ion 

traps in mass spectrometry. In this article,  some features 
of both types of ion traps are compared as regards their ion 
capture effectivity, space charge capacity and resolution. 
Application of LIT in proteomic analysis is disscussed 
using both ESI and MALDI ionisation. Combination of  
LIT with both FT-ICR-MS and electrostatic FT-MS 
(orbitrap) is then given as an example of new development 
in  ion trap mass spectrometry analysis. 
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1. Úvod 

 
Hmotnostní spektrometrie patří v posledních letech 

bezesporu k jedněm z nejprogresivněj�ích a nejdynamičtěji 
se vyvíjejících analytických metod. Také ji� není chápána 
jako pouhá detekční metoda, přiřazená za nejrůzněj�ími 
separačními technikami, ale v mnoha svých obměnách 
nalézá uplatnění v různých biotechnologických oblastech, 
farmacii, designu léčiv, ale předev�ím v nejdynamičtěj�ích 
oblastech výzkumu jako jsou genomika, metabolomika, či 
v dne�ní době nesmírně populární proteomika. Jednou 
z nejperspektivněj�ích hmotnostně spektrometrických me-
tod je metoda iontové cyklotronové rezonance, ultracitlivá 
a nedestruktivní metoda přiná�ející spektra s nejlep�ím 
rozli�ením a přesností.  

Princip iontové cyklotronové rezonance s vyu�itím 
Fourierovy transformace (zkráceně FT-ICR MS nebo jen 
FTMS)1−4 je zalo�en na pohybu iontů v homogenním mag-
netickém poli tak, jak k němu dochází v cyklotronové 
(ICR) cele. Ionty vznikají v iontovém zdroji za atmosféric-
kého tlaku a postupně prochází přes několik stupňů se 

vzrůstajícím vakuem a� do ICR cely s tlakem v řádech 
10−10 a� 10−11 mbar a teplotou blízkou absolutní nule. ICR 
cela, která je ve své podstatě elektromagnetickou iontovou 
pastí, je umístěna uvnitř prostorově homogenního supravo-
divého magnetu s vysokým statickým magnetickým po-
lem. Tento permanentní magnet je zpravidla chlazen ka-
palným héliem a dusíkem. Pro nabité částice v cele platí, 
�e magnetická síla daná Lorenzovým zákonem (rovnice 1) 

    

působící na částici o hmotnosti m a náboji z, a pohybující 
se rychlostí v uvnitř homogenního magnetického pole o 
magnetické indukci B, je v rovnováze se silou odstředivou. 
Díky této rovnováze (rovnice 2) dochází k její radiální 
stabilizaci a pohybu po spirálovité dráze o poloměru r 

Elektrostatické pole aplikované na zachycovací elek-
trody pak stabilizuje ionty axiálně tím, �e jim zabraňuje 
opustit celu podél osy magnetického pole (obr. 1). Magne-
tická síla a rychlostní slo�ka v, která je kolmá 
k magnetickému poli B, pak způsobují, �e nabité částice 
rotují po určených drahách s danou frekvencí. Frekvence 
tohoto cyklotronového pohybu fc je dána rovnicí 3  

z je náboj iontu a e je jednotkový náboj. Cyklotronová 
frekvence iontu je tak nepřímo úměrná hodnotě m/z. Ionty 
v cele nejprve rotují po nízkých orbitách. Při následné 
aplikaci rychlého frekvenčního napěťového pulzu na exci-
tačních elektrodách je jejich pohyb excitován a ionty se 
stejnými hodnotami m/z se synchronizují do oblaků kohe-
rentně se pohybujících iontů. Pohyb těchto oblaků excito-
vaných iontů, které jsou v rezonanci s excitačním napětím 
a pohybují se na vy��ích orbitách, je sledován měřením 
střídavého proudu, který je při průletu indukován na de-
tekčních elektrodách. Frekvence tohoto indukovaného 
proudu je stejná jako cyklotronová frekvence fc a intenzita 
je úměrná počtu iontů. Změnou frekvence excitačního 
napětí dojde ke zru�ení rezonance pro oblak o daném m/z, 
a tím dojde k relaxaci a pádu těchto iontů zpět na nízké 
orbity. Jiný oblak iontů o rozdílné hmotnosti, který je 
v rezonanci s novým napětím, je ale excitován a vý�e zmí-
něným způsobem detegován. Měřením cyklotronových 
frekvencí pro v�echny m/z v po�adovaném hmotnostním 
rozsahu se získá komplexní spektrum v�ech detegovaných 
frekvencí proti času (konvoluované frekvenční spektrum). 

→→→
⋅= BvzFmag

(1) 

→→
⋅== Bvz

r
mvF

2
ods

(2) 
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eB

m
zBf

/22c ππ
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Jeho následnou dekonvolucí metodami Fourierovy trans-
formace se získá spektrum intenzit proti dekonvoluova-
ným frekvencím a toto spektrum se následně transformuje 
na formát standardního hmotnostního spektra intenzit proti 
hodnotám m/z (obr. 1). 

Na rozdíl od ostatních hmotnostně spektrometrických 
metod nedochází v FTMS při detekci iontů k jejich de-
strukci na detektoru. Této vlastnosti je s výhodou vyu�ívá-
no pro provádění dal�ích experimentů na zachycených 
iontech, jako jsou následné fragmentace v cele, studium 
reakcí v plynné fázi, disociace iontů nebo interakcí mezi 
iontem a molekulami. Díky tomu, �e frekvence je fyzikál-
ně měřitelná veličina, stanovitelná s vysokou přesností 
a magnetické pole supravodivého magnetu v FTMS systé-
mu mů�e být vysoce homogenní a stabilní, mů�e být také 
hodnota m/z získaná touto metodou určena s vysokou přes-
ností. Z těchto důvodů je FTMS známá jako metoda, při 
které se dosahuje vysokého rozli�ení (>100 000 při m/z 
1000), vysoké přesnosti hmoty (a� na úrovni sub ppm), ale 
i vysoce přesně rozli�ené izolace iontů před MS/MS nebo 
MSn experimenty5,6. Mezi nejrůzněj�í aplikace této vysoce 
přesné hmotnostně spektrometrické metody patří analýzy 
velmi komplikovaných směsí7,8, vzorků pro kombinatoriál-
ní chemii9,10, studie pro zji�ťování a charakterizaci struk-
tur11−13, proteomické studie14,15, nebo screening léčiv16−18.  

Pro proteomické studie, mezi které patří identifikace 
proteinů či ověřování jejich sekvence, de-novo sekvenová-
ní nebo charakterizace post-translačních modifikací 
(PTM), lze v FTMS s úspěchem vyu�ít několik mo�ných 
fragmentačních technik. Patří mezi ně kolizně indukovaná 
disociace (CID − z angl. Collision-Induced Dissociation)19, 
trvalé mimorezonanční ozařování (SORI � z angl. Sustai-
ned Off-Resonance Irradiation)20, infračervená multifoto-
nová disociace (IRMPD − z angl. Infra-Red MultiPhoton 
Dissociation)21 nebo disociace záchytem elektronů (ECD − 
z angl. Electron Capture Dissociation)22,23. Proto�e exci-
tační čas pou�ívaný pro tyto MS/MS techniky (kromě 
SORI) je v rozsahu od několika 10 ms do několika 

100 ms (cit.24−27),  jsou tyto popisované metody výhodným 
ře�ením pro spojení �online� se separačními metodami 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC)28 nebo 
v určitém případě té� kapilární elektroforézy (CE)29.  

Elektrosprej (ESI)30,31 a MALDI (z angl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization)32,33 jsou v sou-
časnosti dvě nejdůle�itěj�í, vzájemně komplementární 
ionizační techniky, vyu�ívané v proteomice. Výběr vhodné 
ionizační techniky v�dy závisí na způsobu přípravy vzor-
ku, jeho předfrakcionaci či na pou�ité separační metodě. 
A proto�e častá výměna ESI a MALDI ionizačních zdrojů 
znamená nejen ztráty pracovního času přístroje, ale také 
zvy�uje riziko poruch, velmi výhodným ře�ením mů�e být 
pou�ití kombinovaného zdroje CombiSource34. Plně auto-
matická záměna jednoho iontového zdroje za druhý v da-
ném kombinovaném zdroji pak trvá pouhých 60 sekund. 

Obecně platí, �e nejrůzněj�í proteomické studie se 
vyznačují velkým rozsahem po�adavků na instrumentaci, 
v�dy v závislosti na cílech dané studie. Také platí, �e 
FTMS je hmotnostně spektrometrická technika, která nabí-
zí nej�ir�í rozsah mo�ností, a to jak pro ionizaci vzorku 
(ESI, MALDI), tak pro následnou fragmentaci molekul 
(CID, SORI, IRMPD, ECD). Obě tyto výhody, navíc 
v kombinaci s nepřekonatelnými výkonnostními parametry 
přístroje (citlivost, přesnost, rozli�ení), dělají z techniky 
FTMS nejuniverzálněj�í nástroj, pou�itelný nejen pro pro-
teomické studie. Na následujících příkladech aplikací bu-
dou popsány a diskutovány výhody  zmiňované univerzál-
nosti a kvality přístrojů FTMS.  

 
 

2. Metody 
 
FTMS hmotnostní spektrometry APEX-Q firmy Bru-

ker Daltonics (Billerica, MA, USA) jsou standardně osazo-
vány supravodivými magnety o magnetické indukci 7, 9,4 
nebo 12 Tesla s aktivním stíněním. Také jsou dodávány 
s kombinovaným ionizačním zdrojem �CombiSource�, 
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Obr. 1. Schématický nákres uspořádání cely iontové cyklotronové rezonance a způsobu získávání hmotnostních spekter metodou  
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vyu�ívajícím elektrosprej Apollo v kombinaci se zdro-
jem MALDI. Kompletní schéma tohoto přístroje je ukázá-
no na obr. 2. V případě ionizace vzorku s vyu�itím téměř 
ortogonálního ESI zdroje Apollo vzniklé ionty nejprve 
prochází vyhřívanou skleněnou kapilárou (K), kde jsou 
odpařovány případné zbytky solventu. Tyto zbytky spolu 
s potenciálně vzniklými neutrálními molekulami jsou ná-
sledně zachyceny na iontovém trychtýři (z angl. funnel 
nebo skimmer), přes který procházejí studované ionty do 
systému s vy��ím vakuem (P2). Následně je jejich pohyb 
usměrněn prvním hexapólovým vodičem iontů (H0) a poté 
vstupují do druhého lineárního hexapólového vodiče iontů 
H1, který mů�e být také vyu�it jako lineární iontová past 
(kumulační hexapól). Hexapólový iontový vodič H0 je 
umístěn na pohybující se platformě, na které je zároveň 
umístěn i MALDI terčík.  

V případě pou�ívání MALDI zdroje tak pohybující se 
platforma odsune hexapól H0 z dráhy a před H1 předsune 
MALDI terčík. Stejně jako v�echny ostatní MALDI přístroje 
firmy Bruker Daltonics má i přístroj APEX-Q MALDI ter-
čík ve standardním formátu mikrotitračních destiček (MTP, 
z angl. MicroTiter Plate) s 384 pozicemi pro naná�ení 
vzorků. Také v tomto případě lze kromě klasických ocelo-
vých MALDI terčíků vyu�ívat patentované technologie 
AnchorChip, kdy je povrch terčíku pokryt hydrofobní vrst-
vou a pouze na jednotlivých pozicích jsou místa 
s hydrofilními kotvičkami, které slou�í k lep�ímu zkoncen-
trování a homogennímu usychání vzorku na terčíku. Mezi 
největ�í výhody této technologie patří bezesporu zvý�ená 
citlivost a rozli�ení přístroje35. MALDI terčík se mů�e 
pohybovat v osách X a Y a tím lze buď manuálně nebo 
automaticky ozařovat laserem jakoukoli z 384 pozic se 

vzorkem. Po laserovém nástřelu jsou molekuly desorbová-
ny z matrice a ionizovány přímo do kumulačního hexapólu 
H1. V MALDI módu je současně s laserovým pulzem 
pou�těn do hexapólu H1 kolizní plyn, který má za úkol 
zchladit desorbované a ionizované molekuly. Desorbované 
ionty tak lze před vstupem do ICR zchladit a hromadit 
v H1, který slou�í jako jednoduchá lineární iontová past. 
Přepnutí z MALDI módu do ESI a zpět je principálně vel-
mi rychlé, probíhá automaticky řádově v desítkách sekund. 

Nejnověj�í intenzivní výzkum v oblasti hmotnostně 
selektivní iontové optiky pro FTMS systémy, která slou�í 
k selektivní akumulaci a/nebo disociaci iontů je�tě před 
vstupem do vlastní cely ICR, výrazně obohatil mo�nosti 
FTMS instrumentace36,37. První část iontové optiky přístro-
je APEX-Q je tvořena kvadrupólovým hmotnostním fil-
trem Q1, za kterým je umístěna hexapólová kolizní cela 
H2. Ionty tak mohou být kumulovány buď ji� v lineární 
hexapólové pasti Apollo zdroje H1, nebo v hexapólové 
kolizní cele H2. Výhodou kumulace iontů a� v hexapólu 
H2 je její vysoká selektivita, proto�e se hromadí pouze 
ionty o přesně vybraném m/z, které jsou před tím izolová-
ny při průletu kvadrupólem Q1. Tímto způsobem mů�e být 
například zvý�ena pro ionty s velmi nízkým přirozeným 
výskytem jejich populace v hexapólu H2 je�tě před jejich 
fragmentací. Tento typ kumulace iontů pak vede k výraz-
nému zvý�ení citlivosti přístroje v MS/MS módu. Aby 
bylo mo�né provést fragmentaci iontů v kolizní cele H2 
(CID), musí se sní�it kompenzace stejnosměrného proudu 
v H2, čím� se získá správná kolizní energie, důle�itá pro 
fragmentaci iontů. Na závěr jsou v�echny fragmenty poslá-
ny do ICR cely k analýze. Z toho důvodu se v�echna 
FTMS spektrální data vyznačují vysokou přesností změře-

Obr. 2. Schématický nákres uspořádání FTMS hmotnostního spektrometru Apex-Q firmy Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA) 
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ných hmot a rozli�ením. 
Kromě vý�e zmiňovaného způsobu kumulace a ná-

sledné CID-fragmentace v hexapólu H2 se v FTMS instru-
mentaci vyu�ívají dal�í fragmentační techniky, pou�ívané 
přímo v cele ICR: SORI, IRMPD a ECD. V případě frag-
mentační techniky SORI se v podstatě jedná o typ CID 
fragmentace, kdy se pomocí dusíkového pulzu zvý�í tlak 
v cele ICR a� na 10−6 mbar a současně se akcelerují ionty 
pomocí mimorezonančního radiofrekvenčního urychlova-
cího napětí, které je obvykle nastaveno o 1−2 kHz ni��í 
ne� cyklotronová frekvence studovaných iontů20. Poka�dé, 
kdy� je cyklotronová frekvence iontů ve stejné fázi 
s frekvencí mimorezonančního napětí, dojde k jejich 
urychlení, naopak pokud jsou v opačné fázi, dojde k jejich 
opětovnému zpomalení. Urychlené ionty kolidují s atomy 
dusíku v cele a při ka�dé kolizi dojde k dodání malého 
mno�ství excitační energie těmto iontům.  Tím, �e se tento 
proces opakuje v řádech stovek cyklů za sekundu, dochází 
k dodání dostatečného mno�ství energie pro vlastní nízko-
energetické fragmentační procesy. Nově vzniklé fragmen-
ty ale ji� nejsou v rezonanci s radiofrekvenčním urychlo-
vacím napětím, a proto nedochází k jejich urychlování 
a tím dal�í fragmentaci. Nevýhodou této fragmentační 
techniky je její relativní pomalost oproti IRMPD a ECD 
z důvodu nutnosti zavádění a následného odvádění kolizní-
ho plynu dusíku z ICR cely. 

Druhým a podstatně rychlej�ím způsobem nízkoener-
getické fragmentace je vyu�ití excitace paprskem infračer-
vených fotonů (IRMPD). Pro IRMPD způsob fragmentace 
je pou�íván laser CO2 s maximálním výstupním výkonem 
25 W (Synrad, Mukilteo, WA, USA), který je umístěn za 
vlastním magnetem s celou ICR (obr. 2). Laserový paprsek 
prochází do vlastního vakuovaného prostoru s celou ICR  
přes BaF okénko a následně otvorem ve středu duté katody 
ECD z opačné strany ne� přicházejí ionty (obr. 3). S ka�-
dým absorbovaným fotonem dochází k absorpci malého 
mno�ství energie peptidickými ionty a jejich excitaci. Pro-
to�e dochází k absorpci velkého mno�ství fotonů, je tato 
výsledná a prostorově distribuovaná energie dostatečná 
pro nízkoenergetické fragmentace absorbujících nabitých 
molekul. Na rozdíl od SORI v�ak nově vzniklé fragmenty 
dále absorbují energii z přicházejících fotonů a dochází 

k jejich dal�ím nízkoenergetickým fragmentacím. Z toho 
důvodu jsou IRMPD fragmentační spektra bohat�í na men-
�í fragmenty a jsou tím méně specifická ne� spektra SORI. 

Třetí fragmentační metodou prováděnou uvnitř cely 
ICR  je ECD fragmentace, která se od SORI a IRMPD 
výrazně li�í. Aby bylo mo�né pou�ít IRMPD a ECD tech-
niky zároveň bez jakýchkoliv úprav, byla vytvořena nepří-
mo zahřívaná dávkovací katoda prstencovitého tvaru38. 
Toto uspořádání pak dovoluje provádět vysokorychlostní 
ECD fragmentaci prstencovitým proudem pomalých elek-
tronů o nízké energii (< 1 eV), který je kolmý na celu ICR. 
Pokud několikanásobně nabitý iont v ICR cele zachytí 
elektron, uvolní se velké mno�ství energie a dochází 
k rychlé fragmentaci. Jako nejpravděpodobněj�í princip 
této fragmentace se pova�uje princip tzv. �horkého vodí-
kového atomu�39. Při něm dochází k zachycení elektronu 
funkční skupinou s násobným nábojem na pozitivním ion-
tu (typicky protonovaný Arg, Lys, His nebo terminální 
aminokyselina), čím� dojde k neutralizaci náboje a tvorbě 
radikálů nebo iontů s nespárovaným elektronem. Násled-
kem toho dochází k rychlému rozpadu vazby N−H a uvol-
nění �horkého� vodíkového atomu s přebytkem energie 
cca 6 eV. Tento vodíkový atom se přesouvá podél peptido-
vé páteře k funkční skupině s vysokou afinitou k vodíku, 
(např. skupina NHCO), kde je znovu navázán. Díky lokál-
nímu přebytku energie přinesené vodíkovým atomem do-
chází k rychlému rozpadu vazby N−Cα. N -Koncový pep-
tidový fragment pak reprezentuje produktový iont C-typu 
a C-koncový peptidový fragment reprezentuje produktový 
iont Z-typu. Díky vysoké rychlosti tohoto fragmentačního 
procesu nedochází k distribuci excitační energie přes dal�í 
atomy v molekule a lze získat fragmenty obsahující i jinak 
labilní post-translační modifikace, které se při pou�ití níz-
koenergetických fragmentací ztrácejí. Z toho důvodu je 
ECD vhodnou fragmentační technikou nejen pro sekveno-
vání peptidů a malých proteinů, ale také pro zji�ťování 
post-translačních modifikací.  

Postupné nebo současné pou�ití SORI, IRMPD 
a ECD a  fragmentace na identické skupině iontů chyce-
ných v cele ICR v rámci jednoho FTMS experimentu do-
voluje získat vícestupňová MS/MS/MS data. Tato vysoká 
flexibilita výměny/přepínání mezi IRMPD a ECD v rámci 
stejného experimentu je velice výhodná během analýz 
proteinových �těpení, popř. analýz celých proteinů. Obec-
ně pak platí, �e mo�nost provádění IRMPD a ECD experi-
mentů je jednou z hlavních výhod FTMS instrumentace ve 
srovnání s tandemovými spektrometry typu trojitý kva-
drupól nebo QTOF, které dovolují provádět pouze časově 
náročněj�í CID experimenty. 

Pro v�echny zde zmiňované proteomické analýzy 
s vyu�itím FTMS instrumentace byl pou�it systém kapali-
nové chromatografie Ultimate NanoLC od firmy Dionex/
LC Packings, který byl doplněn autosamplerem Famos 
a přepínačem mikrokolon Switchos II. Pou�itý průtok byl 
200 nL min−1 při 90−120 min gradientu acetonitril/voda. 
Pro separaci byla pou�ita 75um PepMap kolona od firmy 
LC Packings. 
 

Obr. 3. Detailněj�í nákres uspořádání ICR cely a fragmentač-
ních technik IRMPD a ECD 
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3. Výsledky a diskuse 
 
3 . 1 .  V ý h o d a  r o b u s t n o s t i  k o m b i n o v a n é -

h o  i o n i z a č n í h o  z d r o j e  
Obrovskou výhodou kombinovaného ESI/MALDI 

zdroje �CombiSource� je, �e během přepínání mezi těmito 
módy není třeba systém stále kalibrovat ani jinak ladit. 
Následující experiment ukazuje stabilitu a robustnost sys-
tému i při častém automatickém přepínání mezi módy. 
V tomto experimentu byl pro měření pou�it peptid LHRH 
(s monoizotopickým píkem MH+ 1183,56432 Da), který 
byl střídavě ionizován pomocí MALDI i ESI. Během 
30 min do�lo 20× k automatické výměně modů. Přesnost 
získaných dat v ESI módu byla 0,81 ppm (standardní od-
chylka 0,2 ppm) a v MALDI módu 1,18 ppm  (odchylka 
0,45 ppm) jak ukazuje tabulka I. 

 
 

3 . 2 .  U n i k á t n í  r o z l i � e n í  i  p r o  v y s o k é  
h m o t n o s t i  

 Rozli�ení systému APEX-Q mů�e dosáhnout a� hod-
not vět�ích ne� milión. Obr. 4 ukazuje MALDI spektrum 
Substance P (MW 1346,728 Da) s rozli�ením 1,8 miliónu 
při pou�ití magnetu o indukci 9,4 Tesla. Při těchto rozli�e-
ních mohou být izotopicky rozli�eny kompletní proteiny. 
Obr. 4 ukazuje ESI hmotnostní spektrum intaktního BSA 
(albumin v hovězím séru, MW 66 430 Da). Jak je vidět 
z obr. 4, je v tomto spektru mo�né pozorovat a jasně rozli-
�it i malé aduktivní ionty. Nicméně měřicí čas pro získání 
tohoto FT spektra je cca 5 s, co� je relativně dlouhá doba, 
která neodpovídá typické �ířce píků HPLC. Z toho důvodu 
bylo toto spektrum změřeno v infúzním experimentu. Pro-
to�e vět�ina parametrů FTMS přístroje se zlep�uje lineárně 
nebo kvadraticky se zvy�ujícím se polem magnetu40, je 
pou�ití FTMS instrumentace s lep�ími magnety důle�ité 
pro provádění experimentů také na časové �kále HPLC 
(jednotky a� desetiny sekund). Obr. 5 ukazuje ESI spekt-

rum intaktního proteinu  karbonáthydrolyasy (MW 29 022 
Da) s plným izotopickým rozli�ením, získaným za 0,5 s na 
FTMS přístroji s magnetem 12 Tesla. 

Tabulka I 
Ukázka robustnosti kombinovaného ionizačního zdroje 
CombiSource na hodnotách přesnosti změřených hmot pro 
peptid LHRH (MH+ 1183,56432 Da) při automatickém 
střídání ionizací ESI a MALDI 

Zdroj  Experimentální 
hmota [Da ]  

Přesnost hmot
[ppm]  

MALDI  1183,56225  1,75  
ESI  1183,56342  0,76  
MALDI  1183,56312  1,01  
ESI  1183,56366  0,56  
MALDI  1183,56311  0,85  
ESI  1183,56330  0,86  
MALDI  1183,56323  0,69  
ESI  1183,56334  0,83  
MALDI  1183,56323  0,92  
ESI  1183,56342  0,76  
MALDI  1183,56218  1,81  
ESI  1183,56346  0,73  
MALDI  1183,56262  1,44  
ESI  1183,56342  1,33  
MALDI  1183,56230  1,71  
ESI  1183,56346  0,73  
MALDI  1183,56311  1,02  
ESI  1183,56342  0,76  
MALDI  1183,56357  0,63  
ESI  1183,56344  0,74  
Průměr z MALDI  1183,56292  1,18  
Průměr z ESI  1183,56337  0,81  

Obr. 4. Ukázka vysokého rozli�ení přístroje na plně rozli�eném ESI spektru pro intaktní BSA (albumin v hovězím séru, MW 66 430 Da)  
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3 . 3 .  U n i k á t n í  p ř e s n o s t  z m ě ř e n ý c h  h m o t  
v  M S  s p e k t r e c h  

Stejně kvalitní výsledky jako pro celé proteiny 
o vysokých hmotnostech lze samozřejmě získat i pro pro-
teinové �těpy. Obr. 6 ukazuje BPC (Base Peak Chromato-
gram) pro albumin hovězího séra (BSA), �těpení a MS/MS 
spektrum vybraného píku. Jak lze zjistit z vyhledávání 
v databázi MASCOT, jsou přesnosti měřené hmoty pro 

MS spektra (důle�ité pro experimenty proteinového otisku 
prstu − PMF, z angl. Peptide Mass Fingerprinting) a MS/
MS spektra v průměru 0,5 ppm, resp. 1,2 ppm (standardní 
odchylky jsou 0,78 ppm, resp.  1,78 ppm). Vyhledávání 
v databázi MASCOT bylo provedeno s tolerancí chyby 
určení MS spektra 5 ppm a chyby určení MS/MS spekter 
10mDa a získané výsledky vyhledávání vedly k jedno-
značnému určení proteinu BSA na základě vysokého počtu 
pozitivních nálezů v databázi (obr. 6). Přesnost měřené 
hmoty v MS spektrech je bezesporu nejdůle�itěj�ím para-
metrem pro vyhledávání PMF v proteinových databázích. 
Se zvy�ující se přesností se omezuje mo�nost fale�ných 
pozitivních nálezů v databázi a urychluje se vyhledávací 
čas.  

 
3 . 4 .  V y s o k á  p ř e s n o s t  h m o t n o s t í   

v  M S / M S  s p e k t r e c h  
Také pro získaná MS/MS data je velmi důle�itá přes-

nost měřené hmotnosti vzorků. V některých případech 
toti� mů�e být velmi důle�ité rozli�ovat i malé rozdíly 
v sekvencích na základě ultrapřesných MS/MS spekter. 
Obr. 7 ukazuje např. FT MS/MS spektrum ze �těpení pro-
teinu albuminu v lidském séru (HSA � Human Serum Al-
bumin). Pokud by toto MS/MS spektrum bylo pou�ito pro 
vyhledávání s povolenou chybou hmoty 50 ppm (co� je 
typická hodnota pro spektra z iontových pastí), z databáze 
MASCOT by byly získány dvě podobné peptidové sekven-

Obr. 5. Ukázka vysokého rozli�ení přístroje na izotopicky 
rozli�eném ESI spektru pro intaktní protein karbonáthydro-
lyasu (MW 29 022 Da) 

Obr. 6. Ukázka přesnosti přístroje při měření MS a MS/MS spekter pro PMF experimenty a jejich důle�itosti pro jednoznačné 
vyhledávání pomocí databáze MASCOT 
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ce z různých �ivoči�ných druhů, v tomto případě z my�i 
a člověka (obr. 7a). Hmotnostní rozdíl těchto dvou sekven-
cí je přitom pouhých 36 mDa, daných rozdílem hmotností 
aminokyselin Gln a Lys. Takovýto výsledek by přitom 
vedl k úvahám, zda se jedná pouze o kontaminant, který se 
dostal do vzorku v rámci laboratorní přípravy, nebo zda se 
jedná o peptid důle�itý pro lidský protein. Pokud by se 
v�ak jednalo o spektrum z FTMS a kritérium povolené 
chyby hmoty pro vyhledávání by bylo 5 ppm, výsledek 
z databáze by jednoznačně odhalil protein jako lidský 
(obr. 7b). 

3 . 5 .  M o � n o s t i  u l t r a p ř e s n é  i z o l a c e   
a  f r a g m e n t a c e  

FTMS poskytuje nejen MS/MS data s vysokou přes-
ností hmotností a rozli�ením. V případě, �e k izolaci 
a fragmentaci iontů dochází v ICR cele namísto ve vněj�ím 
kvadrupólu Q1 a hexapólu H2, je tato izolace před vlastní 
fragmentací extrémně přesná. Obr. 8 ukazuje tento výhod-
ný způsob izolace na spektru aminokyseliny homocysteinu 
o m/z 269,0625. V tomto spektru se kromě píku aminoky-
seliny vyskytuje také jeden neznámý pík, který je posunut 
pouze o 185 mDa. Oba píky přitom mohou být v cele ICR 
izolovány a následně fragmentovány individuálně. Pou�ívá 
se k tomu technologie korelovaných harmonických exci-
tačních polí CHEF (z angl. Correlated Harmonic Excita-
tion Fields), která vychází z principu fragmentace SORI 
(cit.41−46). Tuto technologii lze s úspěchem vyu�ít pro 
izolaci násobných iontů pro kterýkoli z MSn fragmen-
tačních kroků. Navíc lze pomocí prvotní izolace na Q1 
je�tě minimalizovat počet jiných ne�ádoucích iontů před 
vstupem do cely ICR.  

 
3 . 6 .  R ů z n é  m o � n o s t i  f r a g m e n t a c e  i o n t ů  

CID je homogenní (ergodická) fragmentační technika, 
při které dochází k distribuci energie mezi v�echny kolizí 
excitované  ionty a případně vede k disociaci na místech 
nejslab�ích vazeb. Např. u post-translačně modifikovaných 
(PTM) peptidů dochází obvykle k fragmentaci na nejvíce 
labilních vazbách, tedy vazbách na danou modifikaci. 
Ve vět�ině případů tedy tato MS/MS spektra nedovolují 
�ádnou interpretaci, která by vedla k identifikaci umístění 
vazebného místa PTM v peptidu.  

Na druhé straně ECD indukuje fragmentaci elektrono-
vým paprskem s nízkou energií letícího uvnitř cely ICR, 
ve které se spirálovitě pohybují zachycené ionty. 
V případě, �e několikanásobně nabitý iont zachytí elek-
tron, dojde k uvolnění velkého mno�ství energie a dochází 
k okam�ité fragmentaci v místě nebo blízko záchytu elek-
tronu. Mechanismus této fragmentace je vysvětlen intra-
molekulárním přenosem vodíku, který má za následek 
rychlou fragmentaci před náhodnou distribucí vzniklé 
energie. Okam�itou fragmentací dochází ke vzniku frag-
mentů, které obsahují labilní PTM a které by byly při pou-
�ití fragmentace CID ztraceny. Z toho důvodu mů�e být 
ECD technika pou�ita nejen jako dal�í pomocník pro zji�-
ťování sekvence peptidů a malých proteinů z MS/MS 
spekter, ale také a předev�ím mů�e být a bývá pou�ita pro 
zji�ťování pozic labilních PTM. FTMS je v současné době 
jediný hmotnostní analyzátor, který je schopen provádět 
ECD experimenty, jeliko� je to jediná iontová past, ve 
které elektrony a mnohonásobně nabité ionty mohou exis-
tovat společně při relativně nízkých energiích. Obr. 9 zob-
razuje MS/MS spektrum ECD fragmentace fosforylované-
ho peptidu. Na rozdíl od CID fragmentace v Q1 je pouze 
ECD fragmentační technika schopna odhalit PTM threoni-
nu na pozici T3.  

ECD je sama o sobě velice efektivní fragmentační 
technikou, v kombinaci s IRMPD v�ak navíc dovoluje 
disociace velkých peptidů nebo dokonce intaktních a vyso-

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 

Obr. 7. Ukázka vlivu přesnosti měření MS/MS spekter na 
jednoznačné určení proteinu albuminu v lidském séru pomocí 
databázového vyhledávání MASCOT; a) obr. ukazuje výsledek 
vyhledávání při povolené chybě 50 ppm a b) obr. při povolené 
chybě 5 ppm 

Obr. 8. Ukázka vysoké přesnosti izolace a fragmentace v ICR 
cele na spektru aminokyseliny homocysteinu o m/z 269,0625; 
v cele ICR lze izolovat a separátně fragmentovat dva různé píky 
s minimálním rozdílem hmot 
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ce odolných proteinů47. IRMPD pracuje na principu ozáře-
ní mateřských (prekurzorových) iontů intenzivním prou-
dem infračervených fotonů o �ířce cca 2 mm. Fragmentace 
poté probíhá směrem od ozářených, tzv. �horkých� iontů. 
Díky dobrému prostorovému překrytí infračerveného pa-
prsku s  oblakem vzniklých primárních fragmentů je často 
mo�né provést jejich dal�í efektivní excitaci a případnou 
sekundární fragmentaci. Obvyklý postup fragmentačních 
experimentů na iontech proteinů v cele ICR je jejich exci-
tace proudem infračervených fotonů a následná fragmenta-
ce pomocí ECD. Tímto způsobem pak vzniká vysoký po-
čet násobně nabitých iontů a tyto jsou vyu�ívány pro přes-
né ověření proteinových sekvencí.  

 
 

4. Závěr 
 
Jak bylo ukázáno na některých příkladech v tomto 

článku, je technologie FTMS v současnosti nejkvalitněj�í 
hmotnostně spektrometrickou metodou, která mů�e být 
pou�ita pro nejrůzněj�í (nejen) proteomické studie. FTMS 
se vyznačuje mo�nostmi získat spektra s maximálním roz-
li�ením a přesností hmot, kromě toho se jedná o metodu 
velice citlivou. Navíc se FTMS instrumentace firmy Bru-
ker Daltonics vyznačuje výraznou modifikovatelností a to 
jak na straně plně automatických kombinovaných ESI/
MALDI zdrojů, tak na straně mo�ných izolačních a frag-
mentačních technik. Mo�nost osazení magnety o síle a� 
12 Tesla dělá z těchto instrumentů i velmi rychlé spektro-
metry, které lze spojovat s rychlou HPLC, nanoLC nebo 
dokonce CE. V�echny tyto výhody a nesporné kvality 
FTMS instrumentace jsou bohu�el vyvá�eny její relativně 
vysokou cenou, která v současnosti brání jejímu masověj-
�ímu roz�íření. Bezesporu se ale jedná o technologii 
se zajímavou budoucností.  
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kou pro porozumění buněčné odpovědi na úrovni proteinů. 
Proteomika představuje nové mo�nosti nejen pro la-

boratoře zabývající se studiem proteinů, ale i výzvu pro 
firmy zabývající se vývojem analytických přístrojů. Obtí�-
nost úkolu vyplývá z velkého počtu analytů � proteinů či 
peptidů, které musíme separovat a charakterizovat v jedné 
globální analýze určitého proteomu. Zatímco projekt sek-
venace lidského genomu pracoval s desítkami tisíc genů, 
problém proteomu je mnohem slo�itěj�í a celkový počet 
mo�ných proteinů v organismu se odhaduje a� v řádu mili-
onů4. Proteiny jsou značně různorodé, li�í se velikostí, 
nábojem i hydrofobicitou. Mnohé z nich jsou navíc post-
translačně modifikovány nebo tvoří komplexy s jinými 
proteiny, či nukleovými kyselinami. 

Dvojrozměrná gelová elektroforéza (2DE) je dnes 
základní metodou separace komplexních proteinových 
směsí. Proteiny jsou v prvním rozměru rozděleny podle 
svého izoelektrického bodu, ve druhém rozměru podle 
molekulové hmotnosti. Přes své nesporné přednosti má 
2DE některé nedostatky, např. nízkou účinnost solubiliza-
ce membránových proteinů a omezení v dělení hydrofob-
ních proteinů či proteinů o extrémní velikosti nebo náboji5.  

V roce 2003 byl představen  systém ProteomeLab� 
PF 2D (Beckman Coulter Inc.), který má pomoci problémy 
2D elektroforézy alespoň z části překlenout. PF 2D je ana-
lyzátor pracující na principu dvojrozměrné HPLC. Protei-
ny jsou tímto systémem separovány podle svého izoelek-
trického bodu a následně ve druhém rozměru podle hydro-
fobicity.  

Cílem této studie bylo vyu�ití nového proteomického 
přístupu, dvojrozměrné kapalinové chromatografie PF 2D 
ke sledování proteinových změn v nádorových buňkách po 
působení protinádorové látky, boheminu. Bylo provedeno 
srovnání proteinových map lyzátů CEM buněk (linie bu-
něk T-lymfoblastické leukemie) o�etřených a neo�etřených 
tímto inhibitorem cyklin-dependentních kinas a některé 
z ovlivněných proteinů byly identifikovány  hmotnostní 
spektrometrií. 

 
 

Experimentální část 
 
P ř í p r a v a  b u n ě k  

Buněčná linie CEM byla kultivována v mediu RPMI 
1640 (Sigma-Aldrich) s přídavkem 10% fetálního telecího 
séra, 50 U ml−1 penicilinu a 0,1 mg ml−1 streptomycinu. 
Buňky byly kultivovány při 37 °C v 5% CO2 v přítomnosti 
nebo nepřítomnosti 60 µM boheminu po dobu 12 h. Po 
kultivaci byly buňky opakovaně promyty v ledovém fosfá-
tovém pufru (2,7 mM KCl a 137 mM NaCl v 10 mM fos-
fátovém pufru, pH 7,3) a zcentrifugovány. 
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Úvod 

 
Neuspokojivé výsledky léčby nádorových onemocně-

ní silně stimulují výzkum a vývoj nových protinádorových 
léčiv. Tyto léky jsou obvykle směřovány proti novým cí-
lům, o kterých se domníváme, �e hrají důle�itou úlohu 
v maligní transformaci buněk. Cyklin-dependentní kinasy 
(CDK) jsou typickým představitelem takovýchto cílů díky 
jejich zvý�ené aktivitě ve vět�ině nádorových buněk. Syn-
teticky připravené inhibitory CDK jsou tak jedním 
z perspektivních způsobů protinádorové léčby1.  

Od roku 1994, kdy byl popsán olomoucin jako první 
inhibitor CDK ze skupiny trisubstituovaných purinů2, bylo 
syntetizováno mnoho derivátů odvozených od olomouci-
nu. Tyto látky zastavují buněčný cyklus na přechodech 
G1/S a G2/M, jsou velmi cytotoxické pro nádorové buňky 
v in vitro testech a jeden z derivátů, bohemin, je účinný 
rovně� in vivo3. Pro porozumění mechanismu účinku dané-
ho léku je nutné studovat jeho působení na molekulární 
úrovni. Analýza proteomu je nepochybně účinnou techni-
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D v o j r o z m ě r n á  k a p a l i n o v á   
c h r o m a t o g r a f i e  P F  2 D  

Buňky CEM byly lyzovány v roztoku obsahujícím 
6 M močovinu, 2 M thiomočovinu, 50 mM TRIS, 2% w/v 
oktylglukosid, 5 mM (2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid 
(TCEP), 10% glycerol a 1 mM koktejl proteasových inhi-
bitorů (Sigma-Aldrich). Po následné centrifugaci byl lyzát 
odsolen na kolonkách PD 10 (kolonky jsou součástí PF 2D 
kitu, Beckman Coulter Inc.).  

Dvojrozměrná kapalinová separace proteinů byla 
provedena na systému ProteomeLab� PF2D podle poky-
nů výrobce. Kolony a chromatofokusační roztoky jsou 
dodávány výrobcem PF 2D. Pro analýzu bylo naneseno 
0,5 a� 1,8 mg celkového proteinu. 

V prvním rozměru byly proteiny separovány na chro-
matofokusační koloně dle  jejich interakce s kolonou 
v závislosti na pH. Bazické proteiny s pI nad 8,5 nejsou 
kolonou zachyceny, byly v�ak detegovány a jímány sběra-
čem frakcí. Po vytvoření gradientu pH v rozsahu 8,5�4 
byly proteiny z kolony vymývány ve frakcích  podle mění-
cí se hodnoty pH. Kyselé proteiny s pI pod 4,0 byly pak 
vymyty roztokem o vysoké iontové síle (1M NaCl). Frakce 
separované chromatofokusační kolonou byly monitorová-
ny integrovaným pH metrem s průtočnou elektrodou a UV 
detektorem při vlnové délce 280 nm. Bazické proteiny, 
proteiny vymyté gradientem pH i kyselé proteiny byly 
sbírány v celkem 27 frakcích a přímo automaticky nastři-
kovány na druhou kolonu. 

Proteiny byly ve druhém rozměru separovány pomocí 
kolony s reverzní fází, kde se proteiny dělí podle hydrofo-
bicity. Náplní je speciálně upravený neporézní silikagel 
s malým průměrem (1,5 µm) a vysokou uniformitou veli-
kosti částic zaji�ťující vysokou dělicí schopnost. Separace 
probíhala 35 min v lineárním gradientu 0�100 % acetonit-

rilu s přídavkem 0,8−1 % v/v trifluoroctové kyseliny 
(TFA). Rozdělené proteiny byly kvantifikovány UV detek-
torem při 214 nm. Interferující materiál neproteinového 
charakteru putuje při separaci s čelem. Jednotlivé proteino-
vé frakce byly sbírány v intervalech 0,6 min sběračem 
frakcí FC204 (Gilson) do 96 jamkových mikrotitračních 
destiček a připraveny pro hmotnostní spektrometrickou 
analýzu. 

Data byla zpracována softwarem ProteoVue. Vytvo-
řené 2D proteinové mapy, znázorňující polohu proteinu 
v závislosti na pI a hydrofobicitě, byly pak porovnávány 
pomocí software Delta Vue. Celé softwarové vybavení je 
součástí systému PF 2D. Proteiny, jejich� hladina se více 
ne� dvojnásobně li�ila mezi kontrolními a boheminem 
o�etřenými vzorky ve třech nezávislých opakovaných po-
kusech, byly vybrány pro identifikaci hmotnostní spektro-
metrií. 

 
H m o t n o s t n í  s p e k t r o m e t r i e  

Vybrané frakce po druhém rozměru PF 2D byly kom-
pletně vysu�eny pomocí SpeedVac koncentrátoru Savant 
DNA 110−230 (důle�ité je úplné odstranění TFA). Protei-
ny byly �těpeny přes noc v 50 µl pufru obsahujícím 0,01% 
2-merkaptoethanol, 0,1 M 4-ethylmorfolin acetát, 1 mM 
CaCl2, 10% acetonitril a 50 ng trypsinu. Získané peptidy 
byly extrahovány do 40% acetonitrilu/0,1% TFA a měřeny 
v pozitivním modu na MALDI-TOF hmotnostním spektro-
metru BIFLEX II (Bruker). Roztok α-kyano-4-hydroxy-
skořicové kyseliny v 30% acetonitrilu/30% methanolu/0,2% 
TFA (10 mg ml−1) byl pou�it jako matrice MALDI. Spektro-
metr byl externě kalibrován pomocí peptidových standardů 
angiotenzinu II a insulinu. 

 
 

Obr. 1. Dvojrozměrná chromatografická separace proteinů ProteomeLab� PF 2D; a) průběh separace v prvním rozměru 
(chromatofokusace). Proteiny lyzátů CEM buněk o�etřených boheminem a neo�etřených kontrolních buněk byly separovány v pH gradi-
entu 8 a� 4. Frakce byly sbírány v 0,3 pH intervalech, resp. po 1,5 ml objemech v době, kdy se pH neli�ilo. b) Separace v druhém rozměru 
(HPLC s reverzní fází). Proteiny v pI frakcích z první dimenze byly dále separovány podle hydrofobicity. Příklad separace pI frakce č. 18 
(pH 6,76-7,06) 
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Výsledky a diskuse 
 
V na�í předchozí práci6,7 byly metodou 2DE s násled-

nou hmotnostně spektrometrickou analýzou úspě�ně iden-
tifikovány proteiny, které byly rozdílně exprimovány po 
působení boheminu na CEM T-lymfoblastické leukemické 
buňky a na buňky plicního adenokarcinomu linie A549. 
Pomocí 2DE lyzátů buněk CEM bylo separováno a� 2000 
proteinových skvrn v jednom gelu, počítačová analýza 
diferenciální exprese odhalila 9 skvrn s výrazně odli�nou 
koncentrací v buňkách o�etřených boheminem. �est 
z těchto devíti proteinů bylo pak identifikováno hmotnost-
ní spektrometrií MALDI-TOF. 

Cílem této studie bylo roz�ířit ná� předchozí výzkum 
molekulárních mechanismů doprovázejících účinek bohe-
minu novou technikou PF 2D. Při porovnání vlastního 
procesu analýzy se jeví výhodou systému PF 2D mo�nost 
plně automatické analýzy. Ta je, mimo jiné, umo�něna 
i tím, �e proteiny zůstávají po celou dobu analýzy 
v roztoku. Systém PF 2D má také vy��í kapacitu a mů�e-
me na něj naná�et a� 5 mg celkového proteinu, pokud je 
takové mno�ství snadno dostupné. Z na�ich dosavadních 
zku�eností v�ak vyplývá, �e PF 2D vykazuje vět�í ztráty 
proteinů během analýz ne� 2DE. U analýz, kde je 
k dispozici pouze limitované mno�ství vzorku, je pak vý-
hodněj�í 2DE. 

Po separaci buněčných lyzátů dvojrozměrnou kapali-
novou chromatografií jsme detegovali 1500�2300 protei-
nových píků. Během separace v první dimenzi (obr. 1a) 
bylo sbíráno celkem 27 pI frakcí. Ka�dá z těchto frakcí 
z prvního rozměru byla reverzně-fázovou chromatografií 
dále rozdělena do 60−70 píků (obr. 1b). I přes vysoké roz-
li�ení tohoto systému mohou některé proteinové frakce a/
nebo proteinové píky obsahovat více ne� jeden protein. 

Tato skutečnost je obvykle později prokázána následnou 
analýzou hmotnostní spektrometrií.  

Pou�ití UV detektorů pro detekci separovaných pro-
teinů umo�ňuje přesnou kvantifikaci (kromě píků obsahu-
jících více ne� jeden protein) bez potřeby dal�ího barvení 
proteinů. UV absorbance kvantitativně odpovídají mno�-
ství proteinu. Porovnání kvalitativních a kvantitativních 
rozdílů mezi dvěma vzorky v dané specifické pI frakci po 
jejím rozdělení ve druhém směru umo�ňuje software Del-
taVue, který srovnává relativní intenzity UV absorbance. 
Za významně rozdílné byly pova�ovány proteinové zóny, 
u nich� se plocha píků li�ila minimálně dvojnásobně ve 
3 nezávislých opakovaných pokusech. 

Vět�ina rozdílně exprimovaných proteinů byla pří-
tomna ve sní�eném mno�ství (celkem 20 proteinů) po pů-
sobení boheminu (obr. 2a), pouze čtyři proteiny byly zvý-
�eny (obr. 2b). Některé z rozdílně exprimovaných proteinů 
byly úspě�ně identifikovány hmotnostní spektrometrií 
(označené čísly v obr. 2). Přehled identifikovaných protei-
nů uvádí tabulka I. Tyto proteiny nále�í k různým funkč-
ním skupinám, zejména jaderným proteinům vázajícím 
DNA a adaptorovým proteinům.  

Tři ze sní�eně exprimovaných proteinů po působení 
boheminu, splňující kritérium �jeden protein v jednom 
píku�, byly identifikovány jako histon H2B.a (protein číslo 
8 na obr. 2a a v tabulce I) a histon H3.3 (proteiny č. 4 a 5 
na obr. 2a a v tabulce I). Výskyt různých forem histonů 
v oblasti pI 6,7−7,9 není typický, proto�e obvyklé pI histo-
nů le�í mezi 10 a 12. Nicméně detekce histonu H3 pomocí 
western blotu se specifickou protilátkou (data nepubliko-
vána) prokázala  přítomnost tohoto histonu nejen ve frak-
cích s pH 7−8, ale zejména v pI frakci číslo 26, která obsa-
huje v�echny bazické proteiny s pI > 8,5, které nejsou 
chromatofokusační kolonou zachyceny. Posun pI histonů 

Obr. 2. Dvojrozměrná proteinová mapa kontrolních buněk (a) a boheminem o�etřených buněk (b) vytvořená softwarem Proteo-
Vue; rozdílně exprimované proteiny jsou označeny podlouhlými rámečky. Čísla označují proteiny identifikované metodou MS (přehled 
viz tabulka I). Frakce označené čísly 9-13 obsahující vysoce abundantní proteiny, jejich� exprese se vlivem boheminu neměnila, ale byly 
identifikovány MS. a) V mapě jsou vyznačené proteiny, jejich� exprese byla ni��í v buňkách o�etřených boheminem oproti kontrolním 
buňkám. b) V mapě jsou v podlouhlých rámečcích proteiny, jejich� exprese byla zvý�ená po působení boheminu 

                                                     číslo pI frakce                                                                                       číslo pI frakce 
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do kyselej�í oblasti mů�e být způsoben jejich posttranslač-
ními modifikacemi. Histon H3.3 mů�e nahrazovat histon 
H3 v místech aktivní transkripce. Fosforylace N-konce 
histonu H3 na serinu 10 je klíčovou pro přestavbu chroma-
tinu a vstup buňky do mitózy a meiózy. Interakce mezi 
fosforylací Ser 10 a/nebo acetylací lysinů 9 a 14 mů�e té� 
regulovat transkripci mnoha genů díky změnám ve struktu-
ře chromatinu8. Podrobná analýza sekvence a modifikací 
histonu H3.3 nyní probíhá v na�ich laboratořích. Jako vel-
mi abundantní proteiny, jejich� hladina se v�ak vlivem 
boheminu neměnila, byly identifikovány i dal�í formy 
histonů, jmenovitě histonů H2A.e, H4 (protein č. 9−11 na 
obr. 2b a v tabulce I) a H2B.a (č. 12 a 13 na obr. 2b 
a v tabulce I).  

Dal�ími proteiny, jejich� hladina byla působením 
boheminu sní�ena, byly crk-like (crkl) protein a bifunkční 
protein biosyntézy purinů (bifunctional purine biosynthesis 
protein, PURH). Rodina crk (c-crkI, c-crkII, c-crkIII 
a crkl) adaptorových proteinů je součástí mnoha buněč-
ných signalizačních drah. Tyto proteiny obsahují domény 

SH2 a SH3, které umo�ňují tvorbu proteinových komplexů 
a jejich směrování do určitých míst v buňce. Proteiny Crk 
se účastní přenosu signálu od různých receptorů9. Poruchy 
regulace proteinů crk a mechanismů spojených s kontrolou 
buněčné migrace a pře�ívání se mohou podílet na progresi 
nádorů a jiných onemocněních10,11. Sní�ená exprese protei-
nu crkl spojená s působením boheminu na nádorové buňky 
mů�e být novým důle�itým ukazatelem vypovídajícím 
o protinádorovém účinku boheminu. 

Výsledky dvojrozměrné kapalinové analýzy změn 
proteomu po působení boheminu významně doplňují data 
získaná pomocí gelové 2DE. ProteomeLab� PF 2D sys-
tém je vhodný pro srovnávací proteomické analýzy buněč-
ných proteinových cílů a drah, které jsou zasa�eny protiná-
dorovým působením inhibitoru cyklin-dependentních ki-
nas. Identifikované proteiny  reprezentují potenciální bio-
indikátory buněčné odpovědi na léčbu boheminem, jejich� 
validace vy�aduje dal�í ověření. 

 
 

Tabulka I  
Identifikované rozdílně exprimované proteiny po působení boheminu 

Protein a Název proteinu Číslo v databázi 
SwissProt 

Počet 
přiřazených 

peptidů 

Pokrytí 
sekvence 

[%] 

MW  
teoret. 
[kDa] 

pI teoret. Rozdíl 
 B vs C b 

1 60 kDa heat shock protein, 
mitochondrial 

P10809 7 26 61 5,7 + 2 násobně 

2 Crk-like protein P46109 8 38 34 6,3 − 7 násobně 
3 actin, cytoplasmic 1 P60709 8 29 42 5,3 − 4 násobně 
 bifunctional purine  

biosynthesis protein PURH 
P31939 7 17 64 6,3 − 4 násobně 

 
4 histone H3.3 P84243 5 26 15 11,3 − 2 násobně 
5 histone H3.3 P84243  8 37 15 11,3 − 10 násobně 
6 nuclease sensitive element 

binding protein 1 
P67809 10 48 36 9,9 − 7 násobně 

7 U1 small nuclear  
ribonucleoprotein A 

P09012 8 28 31 9,8 nestanoveno 

 histone H3.3 P84243  5 23 15 11,3  
8 histone H2B.a P62807 10 59 14 10,3 − 10 násobně 
9 histone H2A.e Q99878  5 36 14 10,9 − 
 histone H4 P62805 6 47 11 11,4  

10 histone H2A.e Q99878  3 18 14 10,9 − 
 histone H4 P62805 3 32 11 11,4   

11 histone H2A.e Q99878  6 38 14 10,9 − 
 histone H4 P62805 5 43 11 11,4  

12 histone H2B.a P62807 4 27 14 10,3 − 
13 histone H2B.a P62807 3 26 14 10,3 − 

a Čísla proteinů v tabulce se shodují s číslováním na obrázku 1; b změna v hladině exprese proteinu v boheminem 
o�etřených vzorcích versus neo�etřených kontrolách (zalo�eno na plo�e píků UV214 absorbance) 
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and Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Liběchov, b Immunotech Co., Prague, c Institute of Micro-
biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue, d Joint Laboratory for Proteome Analysis, Prague): 
A System Based on Principle of Two-Dimensional Liq-
uid Chromatography of Proteins as an Alternative to 
Two-Dimensional Electrophoresis  

 
New analytical systems alternative to two-

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-E) of 
proteins in very complex biological samples have been 
developed recently. One of them, two-dimensional liquid 
protein fractionation system PF 2D, has been used in our 
study and compared with  previously used 2DE. PF 2D is 
based on 2D HPLC technique, where proteins are sepa-
rated according their isoelectric point and hydrophobicity 
in the 1st and 2nd dimension, respectively.  Fractions are 
collected in 96-well microplates; proteins remain in liquid 
phase during the entire separation process. Omitting solid 
phase is beneficial to subsequent protein identification by 
mass spectrometry. Separation data are processed using 
ProteoVue software and the resulting 2D protein maps are 
compared using DeltaVue software package generating 
a differential display view of up-regulated and down-
regulated proteins. PF 2D approach have been used for 
interlysate comparison between cultured T-lymphoblastic 
leukemia CEM cells grown in the presence or absence of 
new synthetic cyclin-dependent kinase inhibitor, bo-
hemine. The results indicate that both proteomics tech-
nologies applied to the same sample provide complemen-
tary data. The use of PF 2D contributes to a more complete 
understanding of the biological system studied. 
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V molekulární toxikologii, nově se etablujícím oboru, 
jsou jedním z přístupů k hledání biomarkerů proteomické 
techniky. Ke studiu molekulárních změn v krysích játrech 
vyvolaných hepatokarcinogenem jsme proto pou�ili dvou-
rozměrnou elektroforézu (2DE) a poté hmotnostní spektro-
metrii (MS). Tímto postupem jsme byli schopni detegovat 
potenciální časné proteinové biomarkery, které mohou do 
budoucna umo�nit brzkou předpověď mo�ných toxických i 
karcinogenních účinků vybraných látek1. Analýza biolo-
gické významnosti nám navíc mů�e pomoci objasnit zá-
kladní fyziologické a patofyziologické mechanismy2.  

 
 

2.  Identifikace biomarkerů metodami dvouroz-
měrné elektroforézy a hmotnostní spektro-
metrie 
 
Cílem této studie bylo monitorovat metodou 2DE 

proteinové změny vyvolané hepatokarcinogenem N-nitro-
somorfolinem (NNM) v jaterní tkáni krys. Diferenční ex-
presní analýza jater ovlivněných NNM vedla k vytipování 
proteinů, které pak byly vyříznuty z gelu, proteolyticky 
na�těpeny a identifikovány jak metodou peptidového ma-
pování (peptide mass fingerprinting, PMF), tak také tande-
movou hmotnostní spektrometrií (MS/MS). 

K hledání potenciálních biomarkerů pro předpověď 
toxicity/karcinogenity jsme pou�ili samce krys kmene 
Wistar, kteří byli vystaveni vlivu jaterního toxinu NNM 
(působícího na DNA) v koncentraci 20 mg kg−1 tělesné 
hmotnosti po 7 týdnů následovaných osmnácti týdenním 
obdobím regenerace. Zvířata byla utracena v různých ča-
sových intervalech (po jednom dni, po 3 týdnech a po 25 
týdnech), extrahované jaterní proteiny byly separovány 
metodou 2DE (cit.3). Proteiny v gelu byly barveny přes 
noc 1µM roztokem barviva na bázi komplexu ruthenia v 
20% ethanolu a zviditelněny skenováním gelu na fluo-
rescenčním laserovém skeneru Molecular Imager FX 
(BioRad, Hercules, CA). Diferenční expresní analýza byla 
provedena s pou�itím software ProteomWeaver 2.0 
(Definiens, Mnichov, Německo). Vybrané proteinové 
skvrny (landmarks, obr. 1) byly identifikovány ve v�ech 
gelech a umo�nily tak přesné vzájemné přiřazení jednotli-
vých obrazových analýz. Proteinové skvrny, které vykazo-
valy signifikantní regulaci exprese proteinů (hladina vý-
znamnosti P ≤ 0,02), byly vyříznuty z gelu a přes noc �tě-
peny trypsinem (Promega, Madison, WA, USA). Peptido-
vé vzorky pro UV-MALDI analýzu byly připraveny stan-
dardní metodou �schnoucí kapky� s matricí 4-hydroxy-α-  
-kyanoskořicové kyseliny (Applied Biosystems, Foster 
City, CA), 2 mg ml−1 ve směsi acetonitril : 0,1% kyselina 
trifluoroctová, 1:1 (v/v). MS a MS/MS analýza proběhla 
na hmotnostním spektrometru Applied Biosystems 4700 
Proteomics Analyzer MALDI TOF/TOF® (obr. 2) (cit.4). 
Kombinované hledání peptidovým mapováním and tande-
movou hmotnostní spektrometrií bylo umo�něno prohledá-
vacími algoritmy MASCOT (Matrix Science Ltd., UK) 
v databázi SWISS-PROT. 
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1. Úvod 
 
Metody, které jsou u�ívány v současné tradiční toxi-

kologii ke studiu toxicity nových potenciálních léčiv 
a jiných chemických látek, jsou zalo�eny zejména na kla-
sických bezpečnostních studiích na zvířatech. Tyto postu-
py zahrnují rovně� histopatologické a biochemické výsled-
ky. S ohledem na etické aspekty je nutno tradiční toxikolo-
gické metody podpořit moderními analytickými technika-
mi, které umo�ňují postihnout změny na molekulární úrov-
ni dříve, ne� se projeví morfologicky. Zejména výzkum 
karcinogenity je zalo�en na dlouhodobých studiích, ve 
kterých mohou zvířata chronicky strádat. Detekce nových 
molekulárních biomarkerů u� před tím, ne� se nádor proje-
ví morfologicky, by mohla v budoucnu umo�nit zkrácení 
experimentů.  
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3. Instrumentace TOF/TOF  
 
Nejnověj�í konfigurace přístroje MALDI TOF/TOF je 

zobrazena na schématu 1 (cit.4). Pro odpaření a ionizaci 
vzorku je v přístroji Applied Biosystems 4700 Proteomics 
Analyzer pou�it laser v tuhé fázi (diodový Nd:YAG laser) 
pracující při frekvenci  200 Hz a při vlnové délce λ = 
355 nm. Před vstupem do průletového analyzátoru hmot-
nostního spektrometru jsou ionty urychleny elektrickým 
polem (MS mód 20kV, MS/MS mód 8kV). Proto�e v�ech-
ny ionty jsou urychleny stejným napětím, ionty s odli�ným 
poměrem hmotnost/náboj (m/z) budou putovat rozdílnou 
rychlostí a ionty s vysokou hodnotou m/z budou putovat 
pomaleji ne� men�í ionty. Poměr m/z ionizovaných analytů 

je stanoven měřením času dopadu na dvoukanálový detek-
tor. 

Systém přepočítává dobu letu na přesnou molekulo-
vou hmotnost, která pak dovoluje identifikaci nebo charak-
terizaci testovaného vzorku. Dvoustupňový reflektor 
umo�ňuje fokusaci v �irokém rozpětí fragmentů v  MS/MS 
módu, ani� sni�uje kvalitu dat v MS módu. Prvky iontové 
optiky, zobrazené v sekci druhého iontového zdroje, 
umo�ňují  výběr prekurzoru a reakceleraci iontů jeho frag-
mentů v MS/MS módu (iontové selektory, zpomalovací 
čočky, kolizní cela a sekundární disociace indukovaná 
srá�kami v oblasti kolizní cely přispívají k intenzitě ionto-
vého signálu v MS/MS módu). Obvyklá kolizní energie při 
MS/MS módu je 1 kV a je dána potenciálovým rozdílem 
mezi celkovým urychlovacím napětím ve zdroji (8 kV) 
a napětím v kolizní cele (7 kV). V�echny ionty fragmentů, 
které vznikly buď samovolným rozpadem nebo disociací 

Schéma 1. MALDI-TOF/TOF instrumentace 

Obr. 1. 2DE separace krysích jaterních proteinů kontrolního 
jedince; separace v prvním rozměru proběhla na 24 cm pruhu 
s imobilizovaným gradientem pH 4-7, pro separaci v druhém 
rozměru byla pou�ita SDS-PAGE v 10% polyakrylamidovém 
gelu. Proteiny byly barveny fluorescenčně rutheniem. Identifiko-
vané proteiny pova�ované za významné markery (landmarks) 
jsou zvýrazněny  

iontový zdroj 
MALDI se zpo�dě-
nou extrakcí 

Nd:YAG 
laser 

      
      250 L/s 

      
      250 L/s 

      
      250 L/s 

dvojúrovňový 
reflektor 

detektory 

      

2. iontový zdroj se 
zpo�děnou extrakcí 

kolizní cela s časo-
vě proměnným el. 
potenciálem 

TIS 

zpo�ďující 
čočky 

Obr. 2. Přístroj 4700 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/
TOFTM; patentovaná TOF/TOF optika umo�ňuje získávat data 
v lineárním a reflektorovém módu a následující analýzu sekvence 
v MS/MS módu  



Chem. Listy 99, 957 − 961 (2005)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy                         

959 

indukovanou srá�kami v kolizní cele, přispívají k intenzitě 
signálu v MS/MS módu.  

TOF/TOF optika přístroje Applied Biosystems 4700 
Proteomics Analyzer spolu s tandemovými průletovými 
analyzátory umo�ňuje velmi rychle získat úplnou struktur-
ní informaci o vzorku. Konfigurace přístroje zaji�ťuje au-
tomatický sběr vysoce kvalitních dat za pou�ití MALDI 
ionizace. TOF/TOF optika navíc poskytuje spektra typická 
pro vysokoenergetické kolize s důle�itou strukturní infor-
mací, jako jsou např. immoniové ionty, �těpení v bočních 
řetězcích a interní fragmenty. Komplexní spektra s konzis-
tentními sériemi iontů dovolují úplnou identifikaci protei-
nů a jejich kompletní charakterizaci při zachování vysoké 
rychlosti a přesnosti analýzy.  

 
 

4.  Biologický význam výsledků získaných  
2DE/MS  
 

4 . 1 .  H i s t o p a t o l o g i c k á  p o z o r o v á n í  
 
Korelace nových proteomických přístupů s klasický-

mi toxikologickými metodami byla provedena histopatolo-
gickou analýzou krysích jater. U krys nebyly po prvním 
dnu vystavení vlivu N-nitrosomorfolinu pozorovatelné ani 
makroskopické, ani histologické změny, které by mohly 
být jednoznačně přičítány účinku NNM. Po 3 týdnech 
expozice NNM vykazovala vět�ina jater granulární povrch 
kapsuly a zmen�ení. Histopatologicky byly zaznamenány  
akutní degenerativní a subakutní reaktivní léze. Po 7 týd-
nech vystavení vlivu NNM, která pokračovala osmnácti 
týdenním obdobím regenerace, vykazovala některá játra 
změny ve velikosti a barvě. Histopatologická vy�etření 
odhalila léze s po�kozením buněk a oblasti regenerace, 
buněčné adenomy, a také buněčné karcinomy u 4 krys.  

 
4 . 2 .  A n a l ý z a  a k u t n í c h  t o x i c k ý c h  e f e k t ů  

 
Na rozdíl od histopatologických nálezů odhalila dife-

renční 2DE analýza krysích jaterních tkání po jednom dni 
expozice NNM 13 statisticky signifikantních proteinových 
skvrn při více ne� 1,7 násobném zvý�ení exprese ve srov-
nání s intenzitami skvrn v kontrolních gelech (význam-
nosti P ≤ 0,02). V�echny proteiny byly identifikovány 
metodou MS a následnými MS/MS experimenty. Při bli�-
�ím pohledu na molekulární funkci těchto proteinů 
(tabulka I) je zřejmé, �e se účastní obranných procesů při 
akutním buněčném stresu. Signifikantně se zvý�ila exprese 
mnoha proteinů nezbytných pro redoxní buněčné regulace. 
Peroxiredoxin 2 hraje důle�itou roli v eliminaci peroxidů 
prostřednictvím redukce reaktivních forem kyslíku 
(�reactive oxygen species�, ROS) thioredoxinovým systé-
mem5. O zvý�eném buněčné stresu vypovídá také indukce 
superoxiddismutasy, která je známa tím, �e odbourává 
radikály. �Heat shock� protein 60 (HSP60) je významným 
proteinem usnadňujícím správné skládání proteinu, které je 
naru�eno stresem. Zvý�ená exprese HSP60 navíc indikuje 
zintenzivnění procesů apoptózy, co� představuje sekundár-
ní efekt vyvolaný oxidativním po�kozením buňky. V�ech-

ny iniciované procesy a reakce vedou k různým modifika-
cím energetického metabolismu, které se projevují zvý�enou 
expresí aldehyddehydrogenasy, pyrokatechol-O-methyl-
transferasy, prekurzoru transthyretinu a 3-hydroxy-
anthranilát-3,4-dioxygenasy. Zvý�ený metabolismus protei-
nů odrá�ejí zvý�ené hladiny prekurzoru proteindisulfidiso-
merasy A3 a také regulační podjednotky 6B  proteasy 26S, 
která se podílí na proteinové degradaci.  

 
4 . 3 .  S u b a k u t n í  a  c h r o n i c k é  t o x i c k é  ú č i n k y  

 
Po třech týdnech expozice NNM byly ve srovnání se 

změnami pozorovanými v játrech po prvním dnu působení 
detegovány mnohé dal�í deregulované proteiny. Změny 
zahrnuté v buněčné reakci na stres vyvolaný NNM byly 
je�tě ve třetím týdnu detegovatelné, co� dokazuje zvý�ená 
exprese HSP60, 71 kDa �heat shock� proteinu příbuzného 
a �heat shock� proteinu 90-β (tabulka I). 

Po třech týdnech se k proteinovým změnám pozoro-
vaným na počátku studie přidaly procesy vztahující se k 
obranným mechanismům proti buněčnému stresu, které 
jsou doprovázeny zvý�enou deregulací anabolismu a kata-
bolismu.  Aldehyddehydrogenasa a glycerol-3-fosfát-
dehydrogenasa byly v této fázi deregulovány. Změněná 
exprese pyruvátkinasy a fruktosa-1,6-bisfosfatasy (F16P), 
které obě patří mezi enzymy glykolýzy, upozornila na 
záva�né změny energetického metabolismu. Zejména sní-
�ení exprese F16P znamená metabolický posun od gluko-
neogeneze ke glykolýze, a proto je indikována zvý�ená 
potřeba energie pro regeneraci a proliferaci jaterní buňky. 
Tento efekt, který je elementární pro karcinogenní proce-
sy, mohl být proteomickým přístupem detegován mnohem 
dříve ne� konvenčními metodami dosud u�ívanými v toxi-
kologii6. 

Po 7 týdnech byla expozice zvířat účinku NNM zasta-
vena a následovalo pozorovací období 18 týdnů bez karci-
nogenu, poté ve 25. týdnu byla jaterní tkáň analyzována. 
Histopatologie odhalila, �e u vět�iny krys se v této fázi 
vytvořily nádory jater. Analýza této tkáně metodou 2DE 
prokázala deregulaci tumorových specifických markero-
vých proteinů. Rho GDP inhibitor disociace, HSP 60 
a prekurzor kaspasy-8 (tabulka I), které hrají klíčovou roli 
v mitochondriálním řízení apoptózy, vykazovaly sní�enou 
expresi7,8. To indikuje inhibici procesů apoptózy a násled-
ně podporuje nekontrolovaný růst maligních jaterních bu-
něk. 2DE analýza odhalila, �e v této poslední fázi bylo 
diferenčně exprimováno méně proteinů ne� ve třetím týd-
nu (75 signifikantních skvrn ve 3. týdnu versus 45 skvrn 
ve 25. týdnu). Deregulované proteiny svědčí o tom, �e ve 
25. týdnu, po 18 týdnech odpočinku a regenerace, u� buň-
ka nemusí reagovat na buněčný stres původně vyvolaný 
NNM. Exprese některých proteinů normálně indukova-
ných buněčným stresem byla nyní jen lehce sní�ena, jako 
např. 71 kDa �heat shock� proteinu příbuzného, jeho� 
exprese byla naproti tomu ve 3. týdnu zvý�ena více ne� 
dvakrát. Av�ak  proteiny anabolismu a katabolismu byly 
je�tě deregulovány, jako např. aldehyddehydrogenasa, 
malátdehydrogenasa, F16P a β-řetězec ATP- synthasy. 
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4 . 4 .  P o t e n c i á l n í  p r o t e i n o v é  b i o m a r k e r y  
p r o  p r e d i k c i  

 
Na�ím hlavním cílem bylo detegovat časné proteino-

vé biomarkery, které umo�ňují předpovědět pozdní stadia 
jaterní karcinogeneze. Tyto proteiny by mohly podpořit 
a posílit předpověď karcinogenních efektů chemických 
látek. Proto jsme se zaměřili na proteiny, které byly v ja-
terních vzorcích signifikantně regulovány jak po 3 týd-
nech, tak i po 25 týdnech. V poslední fázi jsme se soustře-
dili pouze na tumorovou tkáň. Změny v sacharidovém 
metabolismu, které byly diskutovány jako významné pre-
kancerogenní změny detegovatelné po 3 týdnech expozice, 
byly stejným způsobem regulovány i po 25 týdnech (F16P, 
pyruvátkinasa, glycerol-3-fosfátdehydrogenasa, tabulka I). 
Oproti tomu absence odpovědi na buněčný stres, stejně 
jako sní�ená aktivita vedoucí k apoptóze, vyplývá ze sní-

�ené exprese 71 kDa �heat shock� proteinu příbuzného, 
CH60 a Rho GDP inhibitoru disociace v 25. týdnu, zatím-
co exprese v�ech těchto proteinů byla signifikantně zvý�e-
na po 3. týdnu.  

Závěrem konstatujeme, �e ná� přístup odhalil 18 dife-
renčně exprimovaných proteinů (obr. 3) detegovatelných 
u� po 3 týdnech chemické expozice. Pou�itelnost těchto 
proteinů jako biomarkerů pro předpověď hepatokarcinoge-
nity musí být je�tě potvrzena dal�ími experimenty a v sou-
časné době se studuje.  

 
 

5. Závěr 
 
Na�e výsledky ukazují, �e postupy dvourozměrné 

elektroforézy a hmotnostní spektrometrie citlivě detegují 
změny na molekulární translační úrovni dokonce u� po 

Tabulka I 
Proteiny, které byly diferenčně exprimovány po 1 dnu, 3 týdnech a 25 týdnech expozice NNM, identifikovány peptidovým 
mapováním a následnou tandemovou hmotnostní spektometrií. Hladiny významnosti (P) byly vypočteny testem podle 
Mann-Whitneye 

Kategorie Protein Swiss Prot AN Násobek 
změny 

Hodnota P 

den 1     
Buněčný stres peroxiredoxin 2 P35704 2,05 0,0069 
  superoxiddismutasa P07632 2,37 0,0167 
  60 kDa �Heat shock� protein P19226 2,61 0,0019 
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,21 0,0009 
  3-Hydroxyanthranilát-3,4-dioxygenasa P46953 2,13 0,0034 
  pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 2,16 0,0060 

týden 3     
Buněčný stres 60 kDa �Heat shock� protein P19226 4,38 0,0000 
  71 kDa �Heat shock� protein příbuzný P08109 2,38 0,0002 
  �Heat shock� protein HSP 90-beta P11499 2,10 0,0000 
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,80 0,0000 
  pyruvátkinasa P12928 0,23 0,0000 
  prekurzor jaterní karboxylesterasy 10 P16303 0,28 0,0000 
  ketohexokinasa Q02974 0,57 0,0000 
  glycerol-3-fosfátdehydrogenasa O35007 0,58 0,0000 
  pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 0,43 0,0000 
  fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,64 0,0000 

týden 25     
Tumor specifické prekurzor kaspasy-8 O89110 0,56 0,0051 
  60 kDa �Heat shock� protein P19226 0,66 0,0005 
  Rho GDP inhibitor disociace Q99PT1 0,73 0,0001 
Buněčný stres 71 kDa �Heat shock� protein příbuzný P19378 0,63 0,0103 
Metabolismus fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,68 0,0000 
  ATP synthasa, β-řetězec P10719 0,56 0,0005 
  aldehyddehydrogenasa P11884 0,67 0,0001 
  malátdehydrogenasa P14152 0,58 0,0000 
  glycerol-3-fosfátdehydrogenasa O35007 0,62 0,0011 
  pyruvátkinasa P12928 0,57 0,0054 
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jednom dni působení N-nitrosomorfolinu. Po třech dnech 
jsou tyto akutní projevy doprovázeny různými změnami 
energetického metabolismu, které mohou mít vztah k čas-
ným stadiím hepatokarcinogeneze. Tento typ změn nemů-
�e být klasickými toxikologickými metodami v takovém 
rozsahu prokázán, čím� se potvrzuje význam proteomic-
kých technologií pro zlep�ení predikce v toxikologii. Na-
víc jsme byli schopni nalézt specifické proteinové markery 
v tumorové jaterní tkáni a také �endpoint� markerové pro-
teiny dokonce po třech týdnech expozice. Posledně uvede-
né markery mohou fungovat jako u�itečné časné proteino-
vé biomarkery pro předpověď hepatocelulárního karcino-
mu. V budoucnu mů�e tato raná detekce, umo�něná zahr-
nutím proteomických přístupů do rutinních toxikologic-
kých studií, nahradit některé studie karcinogenity. Prezen-
tované výsledky jsou příslibem tohoto potenciálu proteo-
mických přístupů pro klasickou a predikční toxikologii. 

 
Tento projekt byl podpořen grantem č. 0312619 ně-

meckého Bundesministerium für Bildung und Forschung 
(BMBF). 
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K. Fellaa, M. Glückmannb, V. Kruftb, P.-J. 
Kramera and M. Krögera (aMerck KGaA, Institute of 
Toxicology, b Applied Biosystems, Darmstadt, Germany): 
Proteomics in Molecular Toxicology: Identification of 
Potential Early Protein Biomarkers for Hepatocarcino-
genicity in Rats 

 
Modern proteomics technology was used for identifi-

cation of protein biomarkers for hepatocarcinogenicity. It 
replaced currently used methods for the studies of toxic 
effects of drug candidates. The detection of new bio-
molecular markers can shorten future studies.  

Obr. 3. 2DE separace proteinů z lyzátu jaterních buněk po-
cházejících ze 3. týdne (pH 4-7); potenciální časné biomarkero-
vé proteiny, které byly diferenčně exprimovány ve 3. týdnu a na 
konci studie ve 25. týdnu, jsou zvýrazněny 
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základ pro porovnání  standardního typu fága 812 s jeho 
mutanty a příbuznými fágy na úrovni proteinového kom-
plementu genomu. K analýze proteinů fága 812 je pou�ito 
jak kombinace jednorozměrné gelové elektroforézy s pep-
tidovým mapováním s pou�itím MALDI MS (cit.7,8), tak 
i vysoce účinné kapalinové chromatografie ve spojení 
s elektrosprejem a tandemovou hmotnostní spektrometrií 
(HPLC-ESI MS/MS)9,10. 

 
 

Experimentální část 
 
P ř í p r a v a  v z o r k u  b a k t e r i o f á g a  

 
Fágové částice byly izolovány ultracentrifugací fágo-

vého lyzátu a či�těním v gradientu CsCl (cit.11). Nízkomo-
lekulární látky byly odstraněny dialýzou proti vodě. Fágo-
vá DNA, způsobující nadměrnou viskozitu suspenze vzor-
ku, byla odstraněna enzymovým �těpením DNasou I. Po 
zahu�tění na vakuové odparce byly proteiny podrobeny 
redukci a tepelné denaturaci ve vzorkovém pufru12. 

 
S e p a r a c e  

 
Základní technikou pou�itou k separaci směsi protei-

nů fága byla jednorozměrná gelová elektroforéza (SDS-
PAGE) s následnou analýzou MALDI MS, resp. MALDI 
TOF/TOF MS. Alternativně byla pou�ita také separace 
peptidů vzniklých enzymovým �těpením kapilární chroma-
tografií spojenou on-line s ESI MS.  

Vertikální SDS-PAGE proběhla na aparatuře Protean 
II (Bio-Rad) v 15% (resp. 7,5%) gelu za konstantního 
proudu. Rozměry gelu byly 16 × 20 cm a jeho tlou�ťka 
1 mm. Proteiny byly barveny barvivy Bio-Safe Coomassie 
G-250 (Bio-Rad) nebo ProteoSilver Plus (Sigma-
Aldrich). Gely byly skenovány kalibrovaným densito-
metrem GS-800 (Bio-Rad). 

K separaci HPLC byl pou�it kapilární chromatograf 
(LC Packings) skládající se z gradientové pumpy (Ultimate), 
autosampleru (Famos) a jednotky pro přepínání kolon 
(Switchos). Vzorek (10 µl) byl nejprve zkoncentrován 
a odsolen na předkoloně  (PepMap C18, 0,3 mm × 1 mm, 
5 µm, LC Packings). Průtoková rychlost byla 10 µl min−1. 
Vlastní separace byla provedena na kapilární koloně  
(0,32 mm × 175 mm) naplněné sorbentem Jupiter Proteo 
C12 (4 mm, Phenomenex) dle postupu popsaného v litera-
tuře13. Průtoková rychlost separace byla 4 µl min−1. Mobil-
ní fáze A obsahovala 5 % acetonitrilu (ACN) a  0,1 %  
kyseliny mravenčí (FA), mobilní fáze B pak 80 % ACN 
a  0,1 % FA. Gradientová eluce začínala na 5 % fáze B po 
dobu 5 min, pak se podíl fáze B zvy�oval na 50 % od 5. do 
53. min a nakonec a� na 70 % během dal�ích 2 min. 

 
P r o t e o l y t i c k é  � t ě p e n í  

 
Vybrané prou�ky byly vyříznuty skalpelem a proteo-

lyticky na�těpeny trypsinem (Sequencing Grade Modified 
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Úvod 

 
Bakteriofág 812 je polyvalentní fág z čeledi Myoviri-

dae, jeho� hlavním hostitelem jsou kmeny druhu Staphylo-
coccus aureus, av�ak atakuje i jiné druhy rodu Staphylo-
coccus. Jde o virulentního fága, po jeho� adsorpci na po-
vrchu bakteriální buňky a injekci fágové DNA nastává 
lytický cyklus končící lyzí hostitelské buňky. Staphylo-
coccus aureus je původcem záva�ných onemocnění ptáků 
a savců, mezi nimi i člověka. Vyvolává předev�ím infekce 
ků�e, podko�í a přilehlých struktur, kostí, kloubů a dýcha-
cích cest jako sekundární infekce po virové chřipce. Je 
hlavním původcem tě�kých pooperačních komplikací 
u pacientů s ortopedickými implantáty, katetry, u pacientů 
s AIDS a novorozenců. Vý�e popsané charakteristiky činí 
fága 812 vhodným kandidátem pro fágovou terapii, při ní� 
jsou bakteriofágy pou�ívány pro léčbu bakteriálních infek-
cí. Dnes se o fágové terapii uva�uje jako o alternativním 
způsobu léčby infekcí vyvolaných bakteriemi rezistentními 
k antibiotikům. Fágová terapie nabízí oproti léčbě antibio-
tiky vy��í specifitu, selektivní aplikaci v místě infekce, 
absenci ne�ádoucích účinků a rychlou selekci nových fágů 
v případě rezistence. O aktuálnosti fágové terapie svědčí 
např. i nedávné testy přípravků obsahujících fága K (cit.1), 
který je blízký příbuzný fága 812. 

Z hlediska účinnosti fágové terapie je nejvýznamněj�í 
charakteristikou rozmezí  hostitelů; jako slibné se jeví 
zejména pou�ití virulentních a polyvalentních fágů 
s �irokým rozmezím hostitele. V současné době je studo-
ván vztah rozdílů genomu u standardního typu fága 812, 
jeho mutantů2,3, příbuzných fágů K (cit.4), Twort, SK311, 
U16, 131 (cit.3,5) a listeriového fága A511 (cit.6) k jejich 
odli�nému hostitelskému rozmezí.  

Dal�í mo�nosti studia odli�nosti fágů nabízí proteo-
mická analýza. Tato práce si klade za cíl charakterizovat 
proteom standardního typu fága 812. Bude tak polo�en 
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Trypsin, Promega) upraveným postupem dle Havli�e 
a spol.14. Po odbarvení a vysrá�ení acetonitrilem byl gel 
hydratován 45 min při 4 °C v  roztoku trypsinu (5 ng µl−1) 
v 25 mM uhličitanu amonném a poté vystaven proteolýze 
po dobu 8 h při 37 °C. Po skončení �těpení byl volný roz-
tok oddělen a gel byl extrahován směsí 5% kyseliny mra-
venčí a acetonitrilu (1 : 1, v/v). Roztok a extrakt byly spo-
jeny. U vzorků určených pro analýzu HPLC-MS/MS byl 
odstraněn acetonitril centrifugací za vakua. Přídavkem 
roztoku kyseliny mravenčí (0,1%) bylo upraveno pH vzor-
ku na hodnotu 3,0. 

 
H m o t n o s t n í  s p e k t r o m e t r i e  

 
Vzorky byly po separaci gelovou elektroforézou �tě-

peny a analyzovány metodou MALDI MS. Vybrané vzor-
ky, stejně tak jako �těpený vzorek celkové směsi proteinů 
fága, byly analyzovány pomocí HPLC-MS/MS. 

Analýza MALDI MS byla provedena na hmotnostním 
spektrometru Reflex IV (Bruker). Jako matrice byl pou�it 
nasycený roztok 4-hydroxy-α-kyano-skořicové kyseliny 
ve směsi 50% ACN a 0,1% TFA (aq). Vzorky byly smí-
chány s matricí v poměru 1 : 3. Na vzorkovací destičku 
bylo naná�eno 0,6 µl  připravené směsi vzorku s matricí. 
V případě potřeby byly vzorky před analýzou odsoleny na 
mikro�pičkách ZipTip C18 (Millipore). Hmotnostní spekt-
ra byla měřena v pozitivním modu. K externí kalibraci 
byla pou�ita směs 5 peptidů v hmotnostním rozsahu 660 a� 
2564 Da. Spektra pak byla vyhodnocena s pou�itím pro-
gramů XTOF 1.5 a Biotools 2.0 (Bruker). 

Analýza MALDI TOF/TOF MS byla provedena na 
hmotnostním spektrometru 4700 Proteomics Analyzer 
(Applera). Spektra byla měřena v pozitivním modu, jako 
kolizní plyn byl pou�it He. Výběr prekurzoru byl omezen 
na 15 iontů s nejvy��ím signálem. Data MS/MS byla vy-
hodnocena programem GPS Explorer Workstation. 

K analýze HPLC-MS/MS byl pou�it hmotnostní 
spektrometr s iontovou pastí Esquire 2000 (Bruker) vyba-
vený ortogonálním elektrosprejem. Přístroj pracoval 
v pozitivním modu za podmínek bě�ných pro analýzu pep-
tidů. Spektra MS/MS byla měřena v re�imu automatického 
sběru dat Auto MS(n). Data byla zpracována s pou�itím 
programů DataAnalysis 3.0 a Biotools 2.0 (Bruker). 

Identifikace proteinů pomocí peptidového mapování, 
resp. MS/MS  dat byla provedena programem MASCOT 
(Matrix Science). Povolená odchylka hmotnosti byla 
v případě MALDI MS dat v rozsahu 40−100 ppm, pro MS/
MS data 1,5 Da pro hmotnost peptidu a 0,8 Da pro frag-
menty a pro TOF/TOF data 50 ppm pro hmotnost peptidu 
a 0,5 Da pro fragmenty. K prohledávání byla pou�ita jed-
nak proteinová databáze vzniklá překladem dostupných 
úseků DNA fága 812 (cit.3,11), jednak proteinová databáze 
fága K (cit.4), která je ji� v současné době včleněna do 
databáze NCBInr. Vyu�ití databáze fága K k identifikaci 
proteinů fága 812 umo�nil vysoký stupeň podobnosti ge-
nomů obou fágů jak na úrovni sekvenční homologie, tak 
i na úrovni organizace genomu.  

  

Výsledky a diskuse 
 
Genom fága 812 (146 kbp) obsahuje cca 100 putativ-

ních otevřených čtecích rámců. Přibli�ně polovina proteinů 
není zabudována do struktury fágové částice a tedy prav-
děpodobně není přítomna v připraveném vzorku. Vzhle-
dem k jednoduchosti systému byla proto zvolena jako zá-
kladní metoda separace proteinů fága 812 jednorozměrná 
gelová elektroforéza. Po nezbytné optimalizaci separace 
a obarvení Coomassie Blue byl získán gel s cca 40 odděle-

kDa 

97,4 

66,2 

45,0 

31,0 

21,5 

14,4 

812_mtsp (64,4 kDa) 

812_mcp (51,2 kDa) 

812_ORF 8 (15,8 kDa) 

X 

ORF 95 (23,2 kDa) 

Obr. 1. Gelová elektroforéza proteinů bakteriofága 812;  popi-
sem jsou označeny majoritní proteiny, které byly identifikovány; 
X označuje prou�ek obsahující fragmenty proteinu 812_mtsp (viz 
diskuse v textu a obr. 4); gel byl obarven Bio-Safe Coomassie G 
250 

Tabulka I 
Identifikované proteiny bakteriofága 812  

M [kDa] Identifikovaný protein  
 fág 812 a fág K b 
143,7   ORF 55 21 
129,0   ORF 65 45 
64,4 812_mtsp c ORF 49 c 59 
51,2 812_mcp c ORF 44 c 67 
50,4   ORF 68 34 
39,2   ORF 62 20 
23,2   ORF 95 c 72 
17,8   ORF 96 34 
19,2   ORF 64 69 
15,9 812_ORF 8 c ORF 50 c 87 
12,2   ORF 52 23 

Pokrytí sek-
vence  [%] 

a,b V sloupcích označených fág 812 a fág K jsou uvedeny 
proteiny podle databáze pou�ité při identifikaci; c proteiny 
identifikované také HPLC-MS/MS ze �těpeného vzorku 
celkové směsi proteinů fága; M − je molekulová hmotnost 
vypočtená z proteinových databází fágů; pokrytí sekvence 
bylo získáno peptidovým mapováním 
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nými prou�ky v rozmezí 10�150 kDa (obr. 1). Vybrané 
prou�ky byly vyříznuty, vystaveny působení trypsinu 
a získané peptidy byly podrobeny MS analýze. Peptido-
vým mapováním bylo identifikováno 11 proteinů (tab. I). 
Vedle dvou majoritních strukturních proteinů, hlavního 
kapsidového proteinu, 812_mcp, a hlavního proteinu bičí-
kové pochvy, 812_mtsp (obr. 2), bylo nalezeno dal�ích 
7 proteinů,  které lze pravděpodobně zařadit do skupiny 
strukturních proteinů na základě jejich homologie 
s proteiny příbuzných fágů. Zbývajícím dvěma nalezeným 
proteinům nebyla tímto způsobem přiřazena �ádná funk-
ce4. Pokud byla hodnota skóre při peptidovém mapování 
s pou�itím MALDI MS ni��í ne� 80, byla  pro potvrzení 
identity proteinů pou�ita kapalinová chromatografie s on-
line analýzou ESI MS/MS. Ve v�ech případech byly potvr-
zeny výsledky peptidového mapování. 

HPLC-MS/MS byla také pou�ita pro jednorozměrnou 
separaci a analýzu �těpeného vzorku celkové směsi protei-
nů fága. Zde se projevila nevýhoda analýzy v reálném čase 
s automatickou volbou mateřského iontu, kdy jsou před-
nostně fragmentovány peptidy majoritních proteinů. Meto-
dou HPLC-MS/MS byly s jistotou identifikovány pouze 
4 majoritní proteiny (tab. I). 

Z obou jednorozměrných separačních technik pou�i-
tých v této práci se tedy lépe osvědčila instrumentálně 
méně náročná klasická gelová elektroforéza. V současné 
době jsou ověřovány mo�nosti dvourozměrné separace 
s cílem roz�ířit počet identifikovaných proteinů fága 812 
zejména o důle�ité minoritní proteiny, jako je např. lytický 
enzym. 

Vedle proteinů, jejich� polohy na gelu odpovídaly 
jejich molekulovým hmotnostem, bylo nalezeno několik 
prou�ků, ve kterých byly identifikovány proteiny se znač-
ně vy��í hmotností. A� na jedinou výjimku bylo mo�no na 
základě nalezených peptidů soustředěných do určitých 
úseků usoudit, �e jde o fragmenty těchto proteinů. 
U prou�ku v poloze odpovídající hmotnosti cca 30 kDa 
(obr. 3) byl v�ak opakovaně identifikován celý hlavní pro-
tein bičíkové pochvy (812_mtsp) s dvojnásobnou moleku-
lovou hmotností (64,4 kDa). Navíc tento protein byl spo-
lehlivě identifikován v prou�ku se správnou polohou na 
gelu. Přesto�e odchylky v migraci při gelové elektroforéze 
jsou bě�ně pozorovány u proteinů, jako jsou např. histony 
nebo některé posttranslačně modifikované proteiny, od-
chylka molekulové hmotnosti určená z polohy prou�ku na 
gelu od molekulové hmotnosti činící cca 50 %, je neob-
vyklá. Proto byl tento jev podroben dal�ímu studiu. Při 
separaci na gelu vhodněj�ím pro studovanou oblast (7,5 %) 
byly místo jednoho prou�ku pozorovány tři dobře separo-
vané prou�ky (obr. 3). Na základě peptidového mapování, 
potvrzeného MALDI TOF/TOF MS analýzou bylo zji�tě-
no, �e jde o fragmenty proteinu 812_mtsp o přibli�ně stej-
né molekulové hmotnosti (tab. II).  V prou�ku A byly na-
lezeny peptidy z úseku 299�587, co� odpovídá C-koncové 
polovině proteinu. V prou�cích B a C byly nalezeny pepti-
dy z úseku 2�257 odpovídající N-koncové polovině pro-
teinu. Specifičtěj�í analýza MALDI TOF/TOF MS ne-
potvrdila u prou�ku A ani jeden z peptidů pocházejících 

812_mtsp  

812_mcp  

100 nm  

Obr. 2. Bakteriofág 812; na snímku získaném elektronovou 
mikroskopií je znázorněno umístění dvou majoritních proteinů v 
kapsidu a bičíku fága 

15% 7,5% 

C 

A 
B 

------ 29 kDa   

------ 36 kDa  

X (~ 30 kDa) ------ 

Obr. 3. Srovnání separace fragmentů proteinu 812_mtsp na 
gelu 7,5% a 15%; po optimalizaci separace byly získány místo 
jednoho prou�ku (X) tři oddělené prou�ky fragmentů proteinu (A, 
B, C). Prou�ek patrný těsně pod prou�kem X na gelu 15% patří 
jinému proteinu; gel byl obarven barvivem Bio-Safe Coomassie 
G 250 
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z N-koncové poloviny proteinu, které byly určeny peptido-
vým mapováním (tab. II). Navíc byla metodou MALDI 
TOF/TOF MS ve vzorcích potvrzena přítomnost některých 
dal�ích peptidů vzniklých po �těpení trypsinem.  

Zji�těné �těpení proteinu přibli�ně v jeho středu mů�e 
souviset s jevem, který byl pozorován u proteinu bičíkové 
pochvy laktobacilového fága LP65. Změny ve struktuře 
tohoto proteinu mohou souviset s kontrakcí bičíkové po-
chvy15. U některých bakteriofágů bylo té� pozorováno post-
translační �těpení strukturních proteinů16. Dal�ími experi-
menty je nutno s jistotou vyloučit mo�ný vliv proteas, které 
mohou být přítomny ve vzorku fága, resp. mo�nost tvorby 
fragmentů během izolace a či�tění bakteriofágů. 

 
 

Závěr 
 
Efektivní pou�ití fágové terapie v klinické praxi vy�a-

duje detailní znalosti fágového genomu a proteomu. V této 
práci byl poprvé charakterizován proteom standardního 
typu bakteriofága 812. Celkem bylo identifikováno 
11 proteinů. Byly nalezeny v�echny 4 proteiny identifiko-
vané v práci zabývající se studiem  příbuzného fága K 
(cit.4) a 7 dal�ích proteinů bylo identifikováno poprvé. 
V devíti případech jde pravděpodobně o strukturní protei-
ny, ve dvou případech není funkce proteinů známa.   

Byla vysvětlena neobvyklá migrace hlavního bičíko-
vého proteinu. Úpravou podmínek separace SDS-PAGE 
byla původní jediná zóna s migrací cca 30 kDa rozdělena 
na tři zóny, ve kterých byly nalezeny fragmenty vý�e uve-
deného proteinu s přibli�ně stejnou molekulovou hmotnos-
tí. Analýza TOF/TOF MS potvrdila výsledky získané pep-
tidovým mapováním; byly nalezeny dal�í peptidy zvy�ující 
celkové pokrytí sekvence a vyloučeny chybně přiřazené 
peptidy. Jde pravděpodobně  o peptidy pocházející z ne-
specifického �těpení fragmentů hovězího albuminu, který 
byl součástí kultivačního media pou�itého při přípravě 
vzorku fága.  

Při analýze relativně jednoduchého proteomu fága se 
osvědčila kombinace jednorozměrné gelové elektroforézy 
a MALDI TOF MS, resp. TOF/TOF MS. Relativně nízký 
přínos HPLC-ESI MS/MS byl pravděpodobně způsoben 
neúplnou separací vět�iny peptidů a nedostatečnou rych-
lostí výběru mateřského iontu v reálném čase. Zlep�ení 
výsledků HPLC-ESI MS/MS by vy�adovalo opakované 
experimenty za modifikovaných podmínek sběru dat (např. 
vyloučení  iontů s ji� známými MS/MS spektry). 

Identifikace proteinů polo�ila základ pro budoucí 
porovnání proteomu fága 812 s jeho blízce příbuznými 
fágy U16, SK311, 131 a Twort a s jeho mutanty s cílem 
zjistit, jak pozorované změny souvisejí s jejich odli�ným 
rozmezím hostitele.  

Tabulka II 
Pokrytí sekvence u fragmentů proteinu 812_mtsp 

Vz. A 
        1 MAVEPFPRRP ITRPHASIEV DTSGIGGSAG SSEKVFCLIG QAEGGEPNTV  
    51 YELRNYAQAK RLFRSGELLD AIELAWGSNP NYTAGRILAM RIEDAKPASA  
   101 EIGGLKITSK IYGNVANNIQ VGLEKNTLSD SLRLRVIFQD DRFNEVYDNI  
   151 GNIFTIKYKG EEANATFSVE HDEETQKASR LVLKVGDQEV KSYDLTGGAY  
   201 DYTNAIITDI NQLPDFEAKL SPFGDKNLES SKLDKIENAN IKDKAVYVKA  
   251 VFGDLEKQTA YNGIVSFEQL NAEGEVPSNV EVEAGEESAT VTATSPIKTI  
   301 EPFELTKLKG GTNGEPPATW ADKLDKFAHE GGYYIVPLSS KQSVHAEVAS  
   351 FVKERSDAGE PMRAIVGGGF NESKEQLFGR QASLSNPRVS LVANSGTFVM  
   401 DDGRKNHVPA YMVAVALGGL ASGLEIGESI TFKPLRVSSL DQIYESIDLD  
   451 ELNENGIISI EFVRNRTNTF FRIVDDVTTF NDKSDPVKAE MAVGEANDFL  
   501 VSELKVQLED QFIGTRTINT SASIIKDFIQ SYLGRKKRDN EIQDFPAEDV  
   551 QVIVEGNEAR ISMTVYPIRS FKKISVSLVY KQQTLQA 
 
Vz. B 

     1 MAVEPFPRRP ITRPHASIEV DTSGIGGSAG SSEKVFCLIG QAEGGEPNTV  
    51 YELRNYAQAK RLFRSGELLD AIELAWGSNP NYTAGRILAM RIEDAKPASA  
   101 EIGGLKITSK IYGNVANNIQ VGLEKNTLSD SLRLRVIFQD DRFNEVYDNI  
   151 GNIFTIKYKG EEANATFSVE HDEETQKASR LVLKVGDQEV KSYDLTGGAY  
   201 DYTNAIITDI NQLPDFEAKL SPFGDKNLES SKLDKIENAN IKDKAVYVKA  
   251 VFGDLEKQTA YNGIVSFEQL NAEGEVPSNV EVEAGEESAT VTATSPIKTI  
   301 EPFELTKLKG GTNGEPPATW ADKLDKFAHE GGYYIVPLSS KQSVHAEVAS  
   351 FVKERSDAGE PMRAIVGGGF NESKEQLFGR QASLSNPRVS LVANSGTFVM  
   401 DDGRKNHVPA YMVAVALGGL ASGLEIGESI TFKPLRVSSL DQIYESIDLD  
   451 ELNENGIISI EFVRNRTNTF FRIVDDVTTF NDKSDPVKAE MAVGEANDFL  
   501 VSELKVQLED QFIGTRTINT SASIIKDFIQ SYLGRKKRDN EIQDFPAEDV  
   551 QVIVEGNEAR ISMTVYPIRS FKKISVSLVY KQQTLQA 
 

V tabulce jsou uvedeny výsledky jen pro prou�ek A a B (viz obr. 3). U prou�ku C byl získán takřka identický výsledek jako pro prou�ek B. Úseky 
sekvence získané peptidovým mapováním jsou vyznačeny tučně (MALDI MS) a úseky získané analýzou MS/MS fragmentů peptidů jsou vyzna-
čeny podtr�ením (MALDI TOF/TOF MS) 
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        Z. Zdráhala, L. Eyerb, H. Konečnáa, and 
J. Preislerc (aLaboratory of Functional Genomics and 
Proteomics, bDepartment of Genetics and Molecular Biol-
ogy and  cDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of 
Sciences, Masaryk University, Brno): Characterization of 
Bacteriophage 812 Proteome 

 
A lytic bacteriophage 812 ranks among promising 

candidates for phage therapy, which emerges as an alterna-
tive to antibiotics for treatment of staphylococcal infec-
tions. Proteome of bacteriophage 812 was analyzed using 
various mass spectrometry techniques. Eleven proteins 
were identified, of which seven  for the first time. Gel 
electrophoresis with peptide mass fingerprinting was 
found the most efficient for overall analysis; HPLC-ESI 
MS was used for confirmation in dubious cases. Seem-
ingly abnormal migration of main tail sheath protein 
(812_mtsp) was explained after adjustment of gel electro-
phoresis conditions and peptide mass fingerprinting com-
bined with MALDI TOF/TOF MS results. Three similarly-
sized 812_mtsp fragments, which originally migrated in 
one band, were separated and identified. Proteome charac-
terization of bacteriophage 812 is a prerequisite for future 
comparison of the standard-type phage 812 with its mu-
tants and related phages to correlate proteome changes 
with their different host range. 
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sad). V případě p�enice je mo�no gliadiny (prolaminy p�e-
nice) dále rozdělit na základě rozdílné elektroforetické 
mobility v polyakrylamidovém gelu při nízkém pH na α-, 
β-, γ- a ω-gliadiny, kde α-gliadiny mají nejvy��í elektrofo-
retickou mobilitu a ω-gliadiny nejni��í. α-, β- a γ-gliadiny 
obsahují intramolekulární disulfidové vazby, kde�to ω-
gliadiny neobsahují �ádné sirné aminokyseliny12−14. Glute-
niny se dělí na nízkomolekulární (LMW) a vysokomoleku-
lární (HMW) podjednotky, které obsahují intermolekulární 
disulfidové vazby. Molekulové hmotnosti gliadinů a LMW 
gluteninů  le�í zhruba v rozmezí 30�40 kDa, zatímco pro 
HMW gluteniny je typická molekulová hmotnost 
v rozmezí 65�90 kDa (cit.13,14).  

Jak bylo uvedeno vý�e, některé glutenové bílkoviny 
jsou toxické pro pacienty trpící celiakií. Vzhledem k tomu, 
�e obilniny představují významnou surovinu pro výrobu 
potravin, je třeba účinných a spolehlivých analytických 
metod pro identifikaci těchto toxických bílkovin v potravi-
nách. Nejčastěji pou�ívanou metodou pro kontrolu obsahu 
glutenu v potravinách jsou testy ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) zalo�ené na monoklonálních nebo 
polyklonálních protilátkách schopných rozpoznat toxické 
slo�ky ve vzorcích potravin15,16. Dal�í často pou�ívanou 
metodou je tzv. immunoblotting3,17. Obě metody jsou zalo-
�ené na reakci protilátek, co� na jedné straně zaji�ťuje 
vysokou specifitu a citlivost analýz, ale na druhé straně 
tyto metody mohou občas poskytnout fale�né výsledky 
(jak pozitivní, tak i negativní reakce). Navíc testy ELISA 
dávají spolehlivé výsledky v případě analýzy glutenových 
bílkovin p�enice a �ita, méně spolehlivé výsledky 
v případě ječmene a v případě ovsa nebyla zatím vyvinuta 
souprava ELISA poskytující spolehlivé výsledky. Z těchto 
důvodů je třeba vyvíjet dal�í neimunologické metody, je� 
by byly alternativou k ji� zavedeným metodám.  

V posledních deseti letech se objevilo několik prací 
zabývajících se mo�ností analýzy glutenových bílkovin 
hmotnostní spektrometrií, konkrétně se jedná o techniku 
desorpce a ionizace laserem za přítomnosti matrice 
s analyzátorem doby letu (MALDI-TOF MS)1,2,9,12,13,18−21. 
V těchto případech byla MALDI-TOF MS pou�ita pro 
přímou analýzu glutenových bílkovin bez předchozí sepa-
race jednotlivých slo�ek analyzované směsi obilných bíl-
kovin. Nicméně kvůli velmi vysoké homologii gluteno-
vých bílkovin nelze pou�ít metodu  analýzy intaktních 
bílkovin pro jejich jednoznačnou identifikaci. Spolehlivou 
metodou pro jednoznačnou identifikaci bílkovin toxických 
pro pacienty s celiakií by se mohla stát proteomická identi-
fikace, kterou jako první v případě obilovin pou�il Chme-
lík a spol.22,23. Cílem této práce je zjistit mo�nosti proteo-
mické analýzy pro jednoznačnou identifikaci glutenových 
bílkovin s ohledem na identifikaci bílkovin způsobujících 
celiakii. Vzhledem k vysoké homologii primárních struk-
tur glutenových bílkovin není jejich identifikace na zákla-
dě techniky zvané �peptide mass fingerprinting� mo�ná, je 
nezbytné pou�ít moderních metod vyu�ívajících pro iden-
tifikaci bílkovin fragmentaci peptidů. 
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Úvod 

  
Celiakie (glutensenzitivní enteropatie) je chronické 

onemocnění, které postihuje nejen člověka, ale i mono-
gastrická zvířata. Toto metabolické, geneticky podmíněné 
onemocnění mů�e být definované jako porucha, při které 
dochází k po�kození sliznice tenkého střeva, kde dochází 
k mizení klků a mikroklků. Tato disfunkce vedoucí 
k malabsorpci �ivin je spojená s příjmem potravin, které 
obsahují bílkovinný komplex p�enice, ječmene, �ita a ov-
sa, nazývaný gluten, a intolerance k němu přetrvává po 
celý �ivot1−7. Toto chronické střevní onemocnění má počá-
tek obvykle v dětství a jeho v současnosti jediná léčba je 
zalo�ena na odstranění potravin obsahujících gluten 
z jídelníčku. 

Gluten (glutenové bílkoviny) je bílkovinný komplex 
lokalizovaný v endospermu obilného zrna. Podle Codex 
Alimentarius je gluten definován jako bílkovinná frakce 
z p�enice, ječmene, �ita a ovsa nerozpustná ve vodě 
a 0,5 M-NaCl. Glutenové bílkoviny jsou zásobní proteiny 
obilného zrna, kde prolaminy hrají významnou roli při 
klíčení zrna jako zdroj dusíku, a to díky vysokému obsahu 
glutaminu (typicky 22−45 % v některých případech a� 
56 % v�ech aminokyselin). Prolaminy spolu s gluteliny 
jsou velmi důle�ité z technologického hlediska, jeliko� 
mají zásadní vliv na kvalitu a vlastnosti těsta, kde gliadiny 
jsou odpovědné za viskozitu a rozta�nost a gluteniny za 
elasticitu8−11. 

Glutenové bílkoviny se klasicky dělí na monomerní 
prolaminy (bílkovinná frakce rozpustná ve vodných rozto-
cích alkoholů) a polymerní gluteliny (bílkovinná frakce 
rozpustná ve zředěných vodných roztocích kyselin a zá-
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Experimentální část 
 

M a t e r i á l  
Jako výchozí materiál pro extrakci glutenových bílko-

vin byla pou�ita p�eničná mouka. Ve�keré pou�ité chemi-
kálie byly p.a. produkty Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Ně-
mecko), chymotrypsin byl od Roche Diagnostics 
(Mannheim, Německo). Pro přeči�tění vzorků byly pou�ity 
pipetové �pičky ZipTip C18 (Millipore, Billerica, USA). 

 
E x t r a k c e  g l u t e n o v ý c h  b í l k o v i n  

Navá�ka 50 mg p�eničné mouky byla nejprve extra-
hována deionizovanou vodou, čím� do�lo k odstranění 
albuminů ze vzorku. Samotné glutenové bílkoviny byly 
poté extrahovány vodným roztokem 60% ethanolu. Ka�dá 
extrakce byla provedena dvakrát s 0,5 ml extrakčního čini-
dla na třepačce po dobu 30 min při laboratorní teplotě. 
Ethanolové extrakty byly odstředěny při 12 000 g po dobu 
10 min. Po odstředění byly oba ethanolové extrakty spoje-
ny a vysu�eny ve vakuové odparce. 

 
1 - D  e l e k t r o f o r é z a  v  p o l y a k r y l -
a m i d o v é m  g e l u  ( 1 - D  P A G E )  

Vysu�ené extrakty byly rozpu�těny v roztoku obsahu-
jícím 125 µl vodného roztoku 60% ethanolu a 25 µl 
50 mM oktyl-β-D-glukopyranosidu. Vzorek pro gelovou 
elektroforézu byl připraven smícháním tohoto ethanolové-
ho roztoku se vzorkovým pufrem (50 mM TRIS-HCl 
(pH 6,8), 4% dodecylsulfát sodný (SDS), 12% glycerol, 

2% β-merkaptoethanol, 0,01% bromofenolová modř) 
v poměru 1:1. Vzorek byl povařen (10 min) a 20 µl takto 
připraveného vzorku bylo naneseno na polyakrylamidový 
gel. Pro separaci bílkovin byl pou�it 12% tris-glycinový 
gel NOVEX (Invitrogen, Frederick, USA).  K barvení 
bílkovin v gelu bylo pou�ito barvivo Coomassie Brilliant 
Blue R-250 (fixace bílkovin v gelu byla provedena rozto-
kem obsahujícím 45 % methanolu a 5 % kyseliny octové 
(1 hodina), barvení bílkovin v gelu roztokem obsahujícím 
45 % methanolu, 5 % kyseliny octové a 0,1 % Coomassie 
Brilliant Blue R-250 (45 min), následné odbarvení gelu 
bylo provedeno roztokem obsahujícím 5 % methanolu 
a 7 % kyseliny octové (24 hodin)). 

 
P ř í p r a v a  v z o r k u  p r o  h m o t n o s t n ě   
s p e k t r o m e t r i c k o u  a n a l ý z u   

Po separaci pomocí 1-D PAGE byly jednotlivé skvrny 
bílkovin z gelu vyříznuty a podrobeny enzymatickému 
�těpení. Nejprve byly vyříznuté kousky gelu odbarveny 
roztokem acetonitril/voda (1:1, 2 × 15 min) a poté je�tě 
roztokem acetonitril/0,1 M-NH4HCO3 (1:1, 20 min). Bíl-
koviny byly poté redukovány 10 mM dithiothreitolem 
a následně alkylovány 55 mM iodoacetamidem. K enzy-
matickému �těpení bílkovin byl pou�it chymotrypsin 
(12,5 ng µl−1 chymotrypsinu v 50 mM NH4HCO3). �těpení 
probíhalo při teplotě 37 °C po dobu 18 h. Výsledné pepti-
dy byly z gelu extrahovány roztokem acetonitril/25 mM 
NH4HCO3 (1:1, 30 min) a 5% kyselinou mravenčí (2 × 15 
min), extrakty byly spojeny a vysu�eny ve vakuové odpar-
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Obr. 1. Fragmentační spektrum  MALDI QIT RTOF  peptidu ([M + H]+)  o molekulové hmotnosti 2050,3 Da  se  znázorněnými  
y- a b-ionty; ze spektra je mo�né z neúplných sérií y- a b-iontů vyčíst část sekvence: SPKLSGQGQR(PG)Q, jako kolizní plyn byl pou�it 
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ce. Pro hmotnostně-spektrometrické analýzy byly vysu�ené 
vzorky peptidů rozpu�těny v 15 µl 0,1% kyseliny trifluor-
octové a následně přeči�těny pomocí ZipTip pipetových 
�piček C18  (cit.24,25).  

 
H m o t n o s t n í  s p e k t r o m e t r i e  

Hmotnostní spektra byla měřena na hmotnostním 
spektrometru MALDI TOF vybaveném tzv. curved 
field reflektronem (AXIMA CFR, Shimadzu Biotech 
Kratos Analytical, Manchester, UK) a na hmotnostním 
spektrometru MALDI TOF/TOF (4700 Proteomics 
Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, USA). 
MS/MS experimenty byly prováděny na přístrojích 
MALDI QIT RTOF (hybridní hmotnostní spektrometr 
s kvadrupólovou iontovou pastí, AXIMA QIT, Shimadzu 
Biotech Kratos Analytical, Manchester, UK) a MALDI 
TOF/TOF hmotnostním spektrometru. Jako kolizní plyn 
byl u obou přístrojů pou�it argon. Pro účely hmotnostní 
spektrometrie byly pou�ity jako matrice kyselina α-kyano-
-4-hydroxyskořicová (6 mg ml−1 v roztoku acetonitri-
l/0,1% kyselina trifluorooctová, 1:1) a kyselina 2,5-di-
hydroxybenzoová (15 mg ml−1 v methanolu). Vzorek byl 
smíchán s matricí přímo na destičce v poměru 1:1 a to jak 
pro MS, tak i pro MS/MS experimenty. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Jeliko� p�eničná mouka je výchozím materiálem při 

výrobě mnoha potravin, byla pou�ita pro identifikaci bíl-
kovin toxických pro pacienty s celiakií. Glutenové bílkovi-
ny extrahované vodným roztokem 60% ethanolu  byly 
separovány pomocí 1-D PAGE. Rozdělené bílkoviny byly 
poté podrobeny enzymatickému �těpení v gelu chymo-
trypsinem, který �těpí peptidové vazby na C-konci tyrosi-
nu, fenylalaninu, tryptofanu, leucinu, methioninu a alaninu 
(pokud je před některou zmiňovanou aminokyselinou pro-
lin, enzym peptidovou vazbu ne�těpí). Díky velmi nízké-
mu obsahu argininu a lysinu ve struktuře glutenových bíl-
kovin nebylo mo�né pou�ít trypsin, který je nejčastěji pou-
�ívaným enzymem při proteomických analýzách pro svou 
vysokou specifitu26.   

Vzniklé chymotryptické peptidy byly analyzovány 
dále hmotnostními spektrometry MALDI. Nejprve bylo 
změřeno hmotnostní spektrum jednotlivých vzorků, tzv. 
experimentální �peptide mass fingerprint�. Vyhodnoce-
ní takto získaných spekter pomocí volně přístupných vy-
hledávacích programů a databází bílkovin bohu�el 
v naprosté vět�ině případů nevedlo k identifikaci �ádných 
bílkovin, co� je způsobeno jednak velmi vysokou homolo-
gií glutenových bílkovin a jednak nedostatečným rozděle-
ním jednotlivých glutenových bílkovin gelovou elektrofo-
rézou 1-D. Proto je k jednoznačné identifikaci těchto 
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bílkovin nutné pou�ít tandemovou hmotnostní spektro-
metrii. Za tímto účelem byly vybrané peptidy podrobe-
ny kolizně-indukované fragmentaci a to na přístrojích 
MALDI QIT RTOF a MALDI TOF/TOF.  

Příklad fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti 
2050,3 Da ([M + H]+) je uveden na obr. 1, který ukazuje, 
�e fragmentace peptidů na přístroji  MALDI QIT RTOF 
vede ke vzniku velkého mno�ství fragmentů, díky nim� 
není vyhodnocení takových hmotnostních spekter snad-
né. Vět�ina těchto fragmentů odpovídá interním frag-
mentům. Nicméně pomocí nalezených y- a b-iontů je 
mo�né určit vět�í část sekvence analyzovaného peptidu 
(SPKLSGQGQR(PG)Q). Na základě analýzy MS/MS byla 
zji�těna sekvence peptidu YYPTSPKLSGQGQRPGQW, 
na jejím� základě byla identifikována bílkovina vysoko-
molekulární jednotka gluteninu DX5. Obr. 2 je příkladem 
fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti 2182,2 Da 
([M + H]+) na přístroji MALDI TOF/TOF, jeho� sekvence 
je AQGSVQPQQLPQFEEIRNL. Výsledné hmotnostní 
spektrum obsahuje méně fragmentů ne� v předchozím 
případě, co� je způsobeno zejména sní�enou tvorbou inter-
ních fragmentů (oblast od 500 Da vý�e). Nicméně i v tom-
to hmotnostním spektru byly nalezeny neúplné série y- 
a b-iontů, ze kterých je mo�né určit část sekvence analyzo-
vaného peptidu (S(V)Q(PQQ)L/I(PQF)EEL/I). Kromě y- 
a b-iontů byly v hmotnostním spektru (obr. 2) nalezeny 
některé imoniové ionty, které poskytují informaci o ami-
nokyselinovém slo�ení peptidu. Vyhodnocením spektra na 
obr. 2 byla identifikována bílkovina α-gliadin. V případě 
obou analyzovaných peptidů byl pro vyhodnocení naměře-
ných hmotnostních spekter pou�it databázový vyhledávací 
program Mascot a jako databáze bílkovin byla pou�ita 
databáze NCBInr. Oba analyzované chymotryptické pepti-
dy byly pro identifikované bílkoviny specifické a jejich 
fragmentace vedla k jednoznačné identifikaci bílkovin.  

 
 

Závěr 
 
Výsledky uvedené v této práci dokazují, �e proteo-

mická analýza je vhodnou metodou pro jednoznačnou 
identifikaci glutenových bílkovin v potravinách. Pro enzy-
matické �těpení glutenových bílkovin byl pou�it chymo-
trypsin jako vhodný enzym poskytující v případě gluteno-
vých bílkovin peptidy o molekulových hmotnostech vhod-
ných pro analýzy  hmotnostní spektrometrií MALDI TOF. 
Navíc chymotrypsin mů�e být pou�it za zcela stejných 
experimentálních podmínek a ve stejném mno�ství jako 
trypsin. Dále bylo zji�těno, �e k jednoznačné identifikaci 
glutenových bílkovin je nutné zejména kvůli jejich vysoké 
homologii pou�ít tandemovou hmotnostní spektrometrii. 
Zde popsaný postup proteomické analýzy mů�e být pou�it 
jako alternativní metoda k ji� zavedeným technikám jako 
jsou např. testy ELISA pro identifikaci bílkovin toxických 
pro pacienty s celiakií, kdy  analýzou MS/MS chymotryp-
tických peptidů glutenových bílkovin je mo�né nalézt to-
xické peptidové sekvence v analyzovaném vzorku. 

Autoři děkují grantu 1B53002 NAZV a výzkumnému 
záměru č. Z40310501 za finanční podporu. 
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(a Department of Analytical Chemistry, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Brno, b Department of 
Chemical Technology and Analysis, Technical University 
Wien, Rakousko): Proteomic Identification of Gluten 
Proteins 

 
Proteomics-based identification strategy for gluten 

proteins in ethanolic extracts of wheat flour is described in 
this study. Protein extracts were separated by 1D gel elec-
trophoresis and subjected to in-gel digestion with chy-
motrypsin which was found an appropriate proteolytic 
enzyme for the purpose. Based on collision-induced disso-
ciation of selected chymotryptic peptides using MALDI 
QIT RTOF and MALDI TOF/TOF, the high-molecular-
weight glutenin subunit DX5 and α-gliadin were identi-
fied. This strategy allows unambiguous identification of 
proteins toxic for patients with coeliac diseases.  
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pojeny pomocí Suzukiho kaplingu5 a to buď přímo, přes 
aktivní místa (1,10-fenanthrolin, 2,2´-bipyridyl), čím� 
vynikají �molekulové nanosenzory� nebo přes �moleku-
lové izolátory� (bicyklo[1.1.1]pentany, bicyklo[2.2.2]
oktan, p-karborany) (obr. 1). Pro studium a určení nej-
vhodněj�ího izolátoru byla nejprve připravena série izolá-
torů mající na jedné straně terc-butylbifenyl a na druhé 
straně N,N-dihexylbenzamid (obr. 2), které jsou podrobeny 
spektroskopickému studiu.    

Dále bude prezentována příprava samoskladného 
kobaltového komplexu zakončeného karboxylovými kyse-
linami a mající substituovaný cyklopentadienový kruh 
vykazující afinitu k povrchu rtuti. Bylo také vyu�ito elek-
trondonorních vlastností cyklobutadienového komplexu 
pro konstrukci �molekulárních diod�. 

 
Tento projekt je financován z grantu GA UK 417/2004. 
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PECKAa, JINDŘICH JINDŘICHa a JOSEF MICHLb 

 
aKatedra organické chemie, Přírodovědecká fakulta, Uni-
verzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2, bDepart-
ment of Chemistry and Biochemistry, University of Colo-
rado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A. 
michalvalasek@hotmail.com 
 
      Bude prezentována příprava nového typu �moleku-
lových diod�, které se skádají z elektronově bohatého ko-
baltového sendviče1 (donoru) a elektronově chudého 
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KOBALTOVÉ KOMPLEXY CYKLOBUTADIENU  
A JEJICH MO�NÉ VYU�ITÍ V MOLEKULOVÉ 
ELEKTRONICE 
 
MICHAL VALÁ�EKa a JOSEF MICHLb 

 
aKatedra organické chemie, Přírodovědecká fakulta, Uni-
verzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2, bDepart-
ment of Chemistry and Biochemistry, University of Colo-
rado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A. 
michalvalasek@hotmail.com 
 
     Dikarbonyl(η5-cyklopentadienyl)kobalt [CpCo(CO)2] 
má velice �iroké uplatnění v chemii organokovů posled-
ních 50-ti let1. Jedna z mo�ných jeho reakcí je tvorba cyk-
lobutadienových komplexů Rauschovou dimerizací tolano-
vých derivátů2. Tyto cyklobutadienové komplexy, díky své 
čtvercové symetrii, nacházejí �iroká uplatnění například 
v molekulové elektronice3 nebo materiálové chemii4.  
      Bude prezentována metoda ke konstrukci kobaltových 
komplexů substituovaných tetrafenylcyklobutadienů. Tak-
to připravené sendvičové komplexy, mající vhodné funkč-
ní skupiny v para polohách na fenylu, byly navzájem pro-

Obr. 1. 

CoCp

YY

CoCp

Y - H, SMe, S-terc-Bu, COOH,...

Spojka - Ph, bifenyl,  "molekulové izolátory", 1,10-Fenanthrolin, ...

Spojka

Obr. 2. 

CONHex2I

I - Ph, bicyklo[1.1.1]pentany, bicyklo[2.2.2]oktan, 
     10-vertex and 12-vertex p-karborany
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�pyridiniového monomeru�2 (akceptoru). Při výběru 
�molekulových odporů�3 bylo vyu�ito alifatických mole-
kul majících vysoký ionizační potenciál. Cyklobutadieno-
vý kruh byl vystavěn Rauschovou dimerizací1 tolanových 
derivátů s CoCp(CO)2 a dále pomocí Suzukiho kaplingu 
spojen s �molekulovými odpory�.4 Piperidinové skupiny, 
jako laterální substituenty cyklobutadienového kruhu, zvy-
�ují  stabilitu oxidované formy sendvičového komplexu. 
Dále bude ukázána syntéza série   �molekulových odporů�, 

ve kterých je středová jednotka tvořena bicyklo[2.2.2]
oktanem, bicyklo[1.1.1]pentany (staffany), 1,10-dikarba-
closo-dekaborany a 1,12-dikarba- closo-dodekaborany. 
Pyridiniové akceptory byly připraveny známými reakcemi 
přes příslu�né pyryliové soli2. Konečné spojení v�ech tří 
komponent bylo provedeno pomocí Suzukiho kaplinku 
boronového esteru kobaltového sendviče s jododeriváty 
�molekulových odporů� a pyridiniového monomeru4. Tyto 
molekuly jsou studovány měřením rychlosti přenosů nábo-
je přes �molekulové odpory� pomocí pulzní radiolýzy. 

 
Tento projekt je financován z grantů GA UK 

417/2004 a GA ČR 203/04/0921. 
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