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6. Metodické přístupy v molekulární medicíně III – proteomika
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v rámci buňky:
genom → spíše statický
proteom → dynamický
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?





PROTEOMIKA



PROTEOMIKA
-omika / -omics 

Cílem omiky je kolektivní charakterizace a 
kvantifikace souborů biologických molekul, 
které se promítají do struktury, funkce a 
dynamiky organismu nebo organismů.
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Od 220 publikací v minulém miléniu (‘94-’99)
přes 34,560  publikací v prvním desetiletí nového milénia
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Papers

Reviews

proteomics 886,000   hits (2004)
4,700,000 hits (2005)

genomics 2,070,000   hits (2004)
16,000,000 hits (2005)

Proteomika v odborné literatuře

až po současnost …

1995 – pojem PROTEOM k pojmu GENOM z anglického „PROTEin equivalent of a genOM“





p53

p53 + cancer

p53 + therapy



Přístupy k proteomickému studiu

Funkční proteomika se zabývá nejen funkcí bílkovin, ale zejména studiem
komplexních biologických procesů, jejichž pochopení má zásadní význam pro
studium vývoje organismu či mechanismu a léčby nemocí.

Shotgun proteomika je obecný postup pro identifikace bílkovin, kdy je
neseparovaná směs bílkovin nejprve enzymově rozštěpena nejčastěji trypsinem
na směs peptidů, které jsou následně separovány vhodnou metodou (nejčastěji
LC) a dále identifikovány a kvantifikovány tandemovou MS

Klasická gelová proteomika je starším přístupem založeným na separaci proteinů
jedno- a dvojrozměrnou elektroforézou na gelu a jejich identifikaci pomocí
hmotnostní spektrometrie (MS)

Cílená proteomika je zaměřená na kvantifikaci vybraných proteinů v 
komplexních vzorcích pomocí cílených metod MS

Proteomika založená na arrayích využívá zejména imunochemické přístupy ke 
kvantifikaci vybraných proteinů



Přístupy k proteomickému studiu

Dle způsobu provedení: 

High-throughput proteomika je zaměřena na rychlé získávání údajů o
přítomnosti bílkovin, což je důležité zejména pro screeningové účely ve
zdravotnictví, zemědělství, kontrole potravin atd.

High-coverage proteomika se zabývá získáváním údajů o sekvenci
aminokyselin včetně post-translačních modifikací bílkovin s cílem co
nejvyššího pokrytí primární struktury (tj. stanovením pořadí co nejvyššího
počtu aminokyselinových zbytků v bílkovině), což je důležité při studiu role
bílkovin v životních procesech.
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Separace směsi bílkovinSeparace směsi bílkovin

Výběr proteinů pro identifikaciVýběr proteinů pro identifikaci

Štěpení vybraných proteinů a čištění peptidůŠtěpení vybraných proteinů a čištění peptidů

Získání hmotnostních spekterZískání hmotnostních spekter

Identifikace proteinůIdentifikace proteinů

dvojrozměrná elektroforéza, případně kapalinová chromatografie (LC), a jejich kombinace

Chemické či enzymatické
štěpení (nejč. trypsin)
spotů nebo LC frakcí,
čištění

MS peptidů případně jejich fragmentů

Porovnání hmotnostní sady peptidů s údaji dostupnými v databázích.

Obecné schéma klasického proteomického experimentu
- především v rámci výzkumu
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Separace proteinů pomocí dvojrozměrné (2D) gelové elektroforézy 

• rozdělení složitých směsí proteinů v el. poli na základě
jejich isoelektrických bodů (pI)

• je přítomen pH gradient – téměř výhradní použití
komerčních proužků gelu s imobilizovaným pH
gradientem

• pohodlnější, lze navíc aplikovat větší objemy vzorků
a množství proteinů oproti manuální přípravě pH
gradientu (5 mg vs. 100 µg)

1. IZOELEKTRICKÁ FOKUSACE
• elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 

dodecylsíranu sodného
• SDS v gelu dodává proteinům specifický uniformní náboj (-)
• separace pod el. proudem pouze na základě relativních 

molekulových hmotností tzn. ≈ velikostí
• větší molekuly překonávají větší odpor, putují pomaleji

2. SDS-PAGE

3. NÁSLEDNÉ KROKY
• vizualizace / vyříznutí z gelu a MS / western blotting
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Separace proteinů pomocí dvojrozměrné (2D) gelové elektroforézy 

• stěžejní je PŘÍPRAVA VZORKU
• zásadní vliv na obraz proteinové mapy
• snaha o solubilizaci a desagregaci co nejvyššího počtu proteinů
• vhodné přidat krok enzymatického odstranění zbytků RNA a DNA

Močovina, thiomočovina –
chaotropní činidlo, zvýšení rozpustnosti,
denaturace bílkovin
Redukční činidlo (Dithiothreitol, DTT - Cleland's 
reagent) –
redukce disulfidických můstků

→ promytí biologického vzorku v pufru s nevelkou iontovou silou
→ dezintegrace a homogenizace v denaturačním lyzačním pufru     
     (obvykle na bázi močoviny a detergentu bez přítomnosti SDS!!)

inhibitory proteázinhibitory fosfatáz
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Separace proteinů pomocí dvojrozměrné (2D) gelové elektroforézy 
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Hmotnostní spektrometrie
• Spektrometrické metody → založené na interakci hmoty a záření
• Hmotnostní spektrometrie → založená na interakci iontů a polí (magnetického a elektrického) 

Separace látek podle rozdílů hmotnosti (m) a
náboje (z) s využitím elektrického / magnetického
pole.

V hmotnostním spektrometru → elektromagnety

Určovanou fyzikální veličinou je podíl hmoty a
náboje (m/z), při znalosti náboje umožňuje určit
molekulovou hmotnost, tzn. co to je zač.

Výsledné hmotnostní spektrum → grafické
znázornění intenzity fragmentu na hodnotě m/z

Potřeba vysušení a ionizace analyzovaných
molekul - měkké ionizační techniky (ESI, MALDI)
→ měření makromolekulárních látek (proteiny,
lipidové komplexy, polysacharidy)

Schéma hmotnostního spektrometru
https://theses.cz/id/ff9x41/7730580

KROKY MS
1. IONIZACE
2. ANALÝZA/SEPARACE IONTŮ
3. DETEKCE IONTŮ
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Hmotnostní spektrometrie - IONIZACE
KAPALNÉ VZORKY

• jedna z nejvýznamnějších a nejvyužívanějších 
metod ionizace z posledního vývoje MS

• měkká ionizační technika → nezpůsobuje 
fragmentaci analytu

Elektrosprej (ESI)

• vodivá kapilára (vstup do MS) (-) a elektroda (+) (může
být i opačně) jsou spojeny el. obvodem

• (+) ionty z roztoku jsou přitahovány (-) stěnou kapiláry
→ tvoří se nabitá kapka → uvnitř kapky ionty (-)
odpuzovány stěnou kapiláry (-) a přitahovány
elektrodou (+) → kapky tryskají z kapiláry

• v určitém momentě vyrovnání sil povrch. napětí kapky
a odpudivé síly nábojů (Rayleigho limit)

Princip



Úvod do molekulární medicíny 5/72

Hmotnostní spektrometrie - IONIZACE
PEVNÉ VZORKY

• Matrix Assisted Laser Desorption Ionization

• desorpce a ionizace laserem za asistence 
matrice

MALDI

• na terčíku je směs vzorku + matrice 

• matrice je nízkomolekulární a je jí 
relativně více než vysokomolekulárního 
vzorku

• vznik směsi iontů → působení el. pole 
mezi vodivým terčíkem a vstupem do 
analyzátoru → ionty vstupují do 
analyzátoru

Princip
• po nanesení je terčík přenesen do MS, zdroj energie 

pro ionizace je UV laser (nejč. dusíkatý laser, 337 nm)

• krátký pulz laseru (3 ns) → fotony dopadnou na vzorek:
• dochází k 1. částečné přeměně na tepelnou energii → 

částečné odpaření vzorku i matrice
• 2. jejich částečné absorpci molekulami matrice → 

excitace → zprostředkovaná ionizace molekul analytu
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Hmotnostní spektrometrie - ANALÝZA
NEJJEDNODUŠŠÍ ANALYZÁTOR

• Time-Of-Flight

• stanovení m/z na základě doby letu iontu

• funguje pulzně, vhodný pro pulzní ionizační 
techniky jako je MALDI → MALDI-TOF

• technika se dlouho nepoužívala, dnes ale k 
dispozici precizní detektory rozdílů v rychlosti 
iontů

Průletový analyzátor (TOF) 

• ionty jsou na konci letové trubice 
odraženy elektrostatickým odražečem 
(reflektronem)

• letí zpět, dopadají na sekundární 
detektor, čímž se prodlouží dráha letu → 

• → FOKUSAČNÍ EFEKT

• ↑ rozlišení → nevýhodou je prodloužení 
letové trubice, nejdelší mají až 3 m

• to souvisí také s problémy s vakuem → 
čím větší prostor k evakuaci, tím větší 
nároky na vakuová čerpadla

Princip
• letová trubice s vakuem, bez pole, ionty před vstupem 

urychleny → Ek = 1/2mv2 → všem iontům je dána 
stejná Ek, liší se v hmotnosti (m) a rychlosti (v) → v je 
zaznamenávána detektorem, m iontu je odvozena

• dva moduly:
• 1. ionty letí přímo a dopadají na detektor
• 2. použití REFLEKTRONU

iontový zdroj

reflektrondetektor

TOF analyzátor – schéma
https://is.muni.cz/th/u48uj/02-DP.pdf
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Hmotnostní spektrometrie - ANALÝZA
NEJJEDNODUŠŠÍ ANALYZÁTOR

Průletový analyzátor (TOF) 
E1 a v1 > E2 a v2
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Hmotnostní spektrometrie - ANALÝZA
DALŠÍ ANALYZÁTORY

• laditelný filtr – v daném okamžiku propouští pouze ionty o 
určitém m/z

• nejpoužívanější
• 2 a 2 vodivé tyče (asi 25 cm), vodivě spojené, vloženo 

střídavé napětí + superponace stejnosměrné složky → jejich 
poměr stále stejný

• princip: iont vletí mezi 4 tyče, je jednou z nich přitahován → 
letí k ní → než tam doletí tyč přepne polaritu → takto 
pokračuje celou dobu → vzniká šroubovicová trajektorie

Kvadrupól

1 MHz
Stabilita iontu v tomto poli závisí na poměru m/z
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Hmotnostní spektrometrie - ANALÝZA
DALŠÍ ANALYZÁTORY

• krycí elektrody + prstencová (středová) elektroda
• princip: vkládá se střídavé radiofrekvenční napětí na

prstencové elektrodě v základním módu
• díky němu prstencová elektroda střídavě přitahuje a

odpuzuje ionty → ty obíhají osmičkovou trajektorii,
soustřeďovány ve středu IT, klesá jim Ek

• posléze jsou z IT vypuzeny → dopad na detektor →
generují signál

Iontová past (IT)

- ionty jsou krátkým napěťovým pulzem přivedeny do 
pasti vstupním otvorem koncové elektrody

- vhodnými poměry napětí vloženého na kruhovou a 
dvě koncové elektrody jsou ionty zadrženy uvnitř 
pasti

- postupnou změnou napětí jsou podle jejich m/z 
vypuzovány na detektor výstupním otvorem



2022

Peptidové mapování (Peptide Mass Fingerprinting - PMF)
• Srovnání MS peptidového spektra s informacemi v databázích (AMK sekvence → teoretické štěpy)

Interpretace MS dat
Programy : Mascot, 
ProteinProspector

Databáze:
NCBI
Swissprot

MALDI-TOF RUTINNÍ VYUŽITÍ MALDI-TOF:
Oddělení klinické mikrobiologie
Analýza směsi peptidů uvolněných z 
bakteriálních povrchových struktur, 

svým složením specifickou pro 
danou bakterii.

MALDI-TOF analyzuje spektrum 
peptidů a software je srovná s 

databází spekter bakterií.

Spektra tvoří jednotlivé vrcholy, 
které velikostí a intenzitou 

odpovídají detekovaným proteinům 
unikátním pro danou bakterii.

Rod i druh bakterie identifikujeme s 
procentuálním vyjádřením míry 

shody spektra s databází.

Rychlé a jednoduché provedení.



Tandemová hmotnostní spektrometrie sekvenování peptidových fragmentů

- vybraný ion podrobíme excitaci 
(nejčastěji srážkám s inertním 
plynem - tzv. kolizní plyn), čímž 
může dojít k rozpadu tohoto iontu 
na fragmentové ionty, jejichž 
hmotnostní spektrum změříme

- MS/MS spektrum bude obsahovat 
pouze fragmentové ionty vzniklé 
rozpadem vybraného prekurzoru a 
žádné nečistoty

+ citlivost
- nákladnost



Tandemová hmotnostní spektrometrie sekvenování peptidových fragmentů

Post Source Decay (PSD)
Při vyšší energii laseru →
fragmentace peptidu 
(kolize mezi ionty analytu)

Peptide fragment 
Sequencing- metoda 
pro sekvenování 
peptidů



Jiné klinické aplikace detekce proteinů / glykoproteinů
Turbidimetrie / Imunoturbidimetrie
Nefelometrie / Imunonefelometrie
Stanovení imunoglobulinů G, M a A v séru
a plasmě, stanovení C-reaktivního proteinu

Princip: Měření zákalu vytvořeného
interakcí měřeného analytu se
specifickou protilátkou → tvorba
imunokomplexů → zákal

Flow cytometrie
Diferenciální diagnostika leukemií a lymfomů, 
nepostradatelná pro transplantační program 
periferních kmenových buněk a kostní dřeně

Princip: Antigeny sledovaných buněk 
označeny monoklonálními protilátkami 
konjugovanými s různými fluorochromy, 
jenž jsou excitovány laserem a jejichž 
emisní signály jsou snímány a následně 
digitálně zpracovány

ELISA
Diagnostika původců onemocnění, 
detekce protilátek
Princip: Založeno na vysoce 
specifické vazbě protilátka-antigen 

Průtoková 
cela

Laser

Buněčná 
komplexita

Velikost

Intenzita 
fluorescence



Jiné klinické aplikace detekce proteinů / glykoproteinů
normální elfo plazmatických bílkovin

elfo při monoklonální gamapatii

Monoklonální gamapatie u plazmocelulárního 
(mnohočetného) myelomu

- stanovení paraproteinu (monoklonálního imunoglobulinu) v 
krvi – elektroforéza plazmatických bílkovin, koncentrace 
paraproteinu v séru je obvykle > 30 g/l,

- stanovení volných řetězců (FLC) – nejcitlivější metoda, odhalí i 
nesekretorický myelom, kdy stanovení paraproteinu by vyšlo 
negativně, normální poměr lehkých řetězců kappa:lambda je 
2:1, v případě myelomu je to například 350:1

- stanovení Bence Jonesovy bílkoviny v moči

Princip elektroforézy: Využívá odlišnou pohyblivost ve 
stejnosměrném elektrickém poli. Na principu rozdílných 
elektroforetických mobilit se při ní dělí nabité molekuly 
(ionty).



Jiné klinické aplikace detekce proteinů / glykoproteinů

Imunohistochemie (IHC) v patologii
-  histologická technika barvení histologických preprarátů, která 

umožňuje znázornit přítomnost v ideálním případě jedné 
konkrétní látky pomocí specifických protilátek

Například:
- stanovení přítomnosti tzv. proliferačního antigenu Ki67 exprese 

receptoru HER-2 u karcinomu prsu (proliferační aktivita)

- rutinní vyšetření estrogenových a progesteronových receptorů v 
nádorech prsu, kde přítomnost má význam nejen pro posouzení 
biologického chování, ale i význam pro volbu terapie

- rozlišení jednotlivých typů lymfomů, přítomnost některých 
povrchových antigenů může být definující

Princip: Obvykle tzv. nepřímé imunochemické barvení, při 
kterém se v prvním kroku na tkáňový řez naváží protilátky 
proti konkrétním strukturám a ve druhém kroku se použijí 
protilátky se značkou (např. s enzymem peroxidázou), které 
se váží na protilátky z prvního kroku

Jiang et al. (2014)

Exprese proteinu Her-2 detekovaná pomocí IHC
A – negativní; B – exprese  Her-2 +1; C – exprese Her-2 +2; D – exprese Her-2 +3



ProteinChips and SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization)

byla definována na počátku devadesátých let
1) rozšířením MALDI-TOF-MS 
2) metoda desorpce a ionizace netěkavých 
látek
3) měření proteinů v lineárním módu aktivní 
účast povrchu čipu při extrakci, prezentaci a 
strukturní modifikaci daného vzorku

Rozdíly mezi metodami MALDI a SELDI
1) v prvotním zpracování samotného vzorku 
(inertní versus aktivní povrchy)
2) softwarové vyhodnocení získaných dat 
(hledání biomarkerů)



ProteinChips and SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization)
Proteinové profily získané  metodou SELDI umožňují rozdělit 

pacientky s karcinomem prsu do skupin analogicky jako u DNA čipů

Brožková et al., 2008



Proteinové Arrays
Protilátkové microarrays : kvantitativní array vazba proteinu na imobilizovanou protilátku → detekce

sendvičovou metodou (fluorescenčně značená protilátka)

Reverzní array : spotované lyzáty probované vždy jednou protilátkou

Funkční array – spotované purifikované proteiny probované fluorescenčně značenou látkou (protein,
DNA, jiné biologicky aktivní molekuly)



Tkáňové Arrays (Tissue MicroArrays – TMA)



Děkuji za pozornost.


