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Kvantitativní hmotnostní spektrometrie 

a její využití v onkologii

Quantitative Mass Spectrometry and Its Utilization in Oncology

Hernychová L., Dvořáková P., Michalová E., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Souhrn
Nádory jsou geneticky a klinicky velmi různorodá onemocnění, a proto se v poslední době 
řada proteomických studií zabývá hledáním bio markerů, které by usnadnily prognostiku, dia-
gnostiku či léčbu onkologických onemocnění. Účinným nástrojem je hmotnostní spektromet-
rie umožňující identifi kaci, kvantifi kaci a charakterizaci bio molekul v komplexních bio logických 
vzorcích. Prvním krokem vedoucím k selekci bio markerů je tzv. discovery proteomika, jejímž 
cílem je detailní analýza vzorků směřující ke zmapování a porovnání přítomných proteinů a vý-
běru vhodných kandidátů na potenciální bio markery. V dalším kroku proteomické analýzy pro-
bíhá verifi kace vybraných bio markerů tzv. cílenou (targeted) proteomikou, jejímž úkolem je 
ověření přítomnosti a kvantity daného proteinu v analyzovaných, přesně klinicky defi novaných 
vzorcích. Předložený článek je zaměřen na popis různých typů metod vhodných pro kvantita-
tivní analýzu proteinů využívající hmotnostní spektrometrií.
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Summary
Cancers are genetically and clinically very heterogeneous diseases; therefore, various proteo-
mic studies have been trying to fi nd bio markers which can facilitate prognosis, dia gnosis or 
treatment of these oncological diseases. The mass spectrometry is an eff ective tool for iden-
tifi cation, quantitation, and characterization of bio molecules in the complex bio logical sam-
ples. The fi rst step suitable for selection of bio markers called discovery proteomics provides 
a detailed analysis of the samples contributing to the identifi cation of proteins, comparison of 
their presence in the samples, and selection of the convenient candidates for the prospective 
bio markers. The next step of proteomics analysis is directed towards verifi cation of chosen bio-
markers with the approach called targeted proteomics. This technique evaluates presence and 
quantity of the proteins (bio markers) in clinically precisely defi ned samples. This article focuses 
on the description of various approaches suitable for the quantitative analysis of the proteins 
connected with mass spectrometry.
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Úvod

Hmotnostní spektrometrie je jedním 
z  proteomických nástrojů umožňují-
cích identifi kovat, kvantifi kovat a  cha-
rakterizovat proteiny v komplexních bio-
logických vzorcích. Vývoj proteomických 
přístupů začínal identifi kací vybraných 
purifi kovaných proteinů a verifi kací ge-
nomických dat a přes komparativní pro-
teomové analýzy se rozvinul až po cha-
rakterizaci posttranslačních modifi kací 
proteinů, jejich dynamických změn 
a protein-proteinových interakcí.

V současné době jsou výsledky hmot-
nostně spektrometrických analýz dále 
rozšířeny o predikované bio informatické 
údaje, které jsou teprve následně ex-
perimentálně ověřovány. Mezi bio-
 informatické nástroje patří programy 
předpovídající lokalizaci proteinu v eu-
karyotické nebo prokaryotické buňce 
(program PSORT  [1]), jeho funkci (pro-
gramy COG  [2], KEGG  [3], DAVID  [4]), 
součinnost s  ostatními proteiny či li-
gandy, zapojení v  signálních dráhách 
anebo jeho úlohu v bio logickém celku 
např. v  rámci buňky (programy IPA  [5], 
PathVisio [6]). Je známo, že mutace pro-
teinu způsobená třeba záměnou ami-
nokyseliny či přítomností/ ztrátou post-
translačních modifi kací může způsobit 
chybné sbalování proteinu a  tím ovliv-
nit jeho funkci. Ta se dále může projevit 
změnami v interakci proteinu a narušení 
buněčné signalizace vedoucí k změnám 
v proliferaci buněk, apoptóze či nekróze. 
Vzhledem k  tomu, že tyto faktory při-
spívají ke vzniku nádorově transformo-
vaných buněk, budeme se v další části 
této práce detailněji zabývat metodami 
vhodnými ke studiu kvantitativních 
změn proteinů, detekcí a charakterizací 
posttranslačních modifikací proteinů 
a jejich interakcí s ligandy. Všechny uve-
dené metody mají společný jmenovatel, 
kterým je hmotnostní spektrometrie.

Jaké bio logické materiály lze 

analyzovat?

Proteomové analýzy lze aplikovat na 
všechny typy bio logických materiálů, 
které však musí být přesně klinicky vy-
mezeny a  definovány. Pro srovnávací 
proteomové analýzy se pak vždy defi -
nují experimentální skupiny analyzova-
ných vzorků, mezi nimiž se hledají rozdíly 

na proteinové úrovni. K nejčastěji analy-
zovaným klinickým bio logickým mate-
riálům patří tkáně, tělní tekutiny (moč, 
mozkomíšní nebo ascitická tekutina), 
krev (sérum, plazma), v případě labora-
torních experimentů se pak používají bu-
něčné linie či rekombinantní proteiny. 
Komplexita bio logického materiálu před-
stavuje pro proteomickou analýzu vždy 
velký problém. Proto hmotnostně spekt-
rometrické analýze předcházejí sepa rační 
metody schopné materiál frakcionovat, 
a snížit tak jeho komplexitu. Je tedy vý-
hodné předem určit skupiny proteinů 
např. se stejnou lokalizací v buňce nebo 
funkcí či strukturními motivy (membrá-
nové, jaderné, fosforylované, glykosylo-
vané proteiny) a účel, který má analýza 
splnit (identifi kace, kvantifi kace proteinů, 
určení místa posttranslační modifi kace či 
změny proteinové konformace). Z těchto 
požadavků následně vychází vlastní pro-
tokol zpracování vzorků, který analýzu 
maximálně zjednoduší, avšak bez ztráty 
požadovaných informací.

Kvantifi kace proteinů

S technologickým pokrokem lze již nyní 
identifi kovat a  kvantifi kovat tisíce pro-
teinů v jednom hmotnostně spektrome-
trickém měření, a to i z velmi omezeného 
množství výchozího materiálu (koncen-
trace proteinů se pohybuje v  rozmezí 
10– 100 mg/ ml). Samotná kvantifikace 
změn na proteinové úrovni poskytuje 
řadu informací o stavu bio logického sys-
tému v čase nebo za defi novaných bio-
logických podmínek, jež přispívají k ob-
jasnění bio chemických a fyziologických 
mechanizmů na molekulární úrovni. 
V  proteomických přístupech se v  po-
slední době začaly používat subproteo-
mové analýzy, které jsou schopné podat 
podrobnější informace o  proteinovém 
složení ve vybrané izolované frakci ana-
lyzovaného materiálu, jež se při globální 
proteomové analýze nerozděleného 
vzorku ztrácí. Mezi subproteomové ana-
lýzy patří např. analýza membránových 
proteinů (membranom), imunoreaktiv-
ních proteinů (imunom), proteinů s pro-
teolytickou aktivitou (proteazom), fosfo-
rylovaných či glykosylovaných proteinů 
(fosfoproteom či glykoproteom).

Kvantifikace proteinů může probí-
hat ve dvou základních uspořádáních. 

V prvním případě lze porovnávat kvan-
titu proteinů dvou či více bio logických 
systémů (relativní kvantifi kace), ve dru-
hém uspořádání je možné přímo určit 
koncentraci daného proteinu v analyzo-
vaném vzorku (absolutní kvantifi kace). 
Přístupy používané pro relativní kvan-
tifi kace se dají rozdělit do dvou skupin: 
1. metody závislé na izotopovém zna-
čení (label-based) a 2. nezávislé na zna-
čení (label-free). Důležitým požadav-
kem u  metod závislých na značení je 
jasné oddělení značených peptidů/ pro-
teinů od neznačených. Mezi často vyu-
žívané metody závislé na izotopovém 
značení patří stable isotope labeling by 
amino acids in cell culture (SILAC) po-
stup [7], který lze aplikovat pouze na živé 
organizmy in vitro, in vivo nebo ex vivo. 
Ke značení se používají stabilní izotopy 
neradioaktivních těžkých aminokyselin, 
jež jsou v průběhu metabolického pro-
cesu (např. při kultivaci buněčných kultur) 
inkorporovány do nově syntetizovaných 
proteinů. Ve standardním experimentál-
ním uspořádání jsou kontrolní a  ovliv-
něné buňky (např. normální a nádorové 
buňky) kultivovány v  lehkém a  těžkém 
kultivačním médiu lišící se přítomností 
neznačených aminokyselin, např. argi-
nin, lysin (lehké médium), a stejných zna-
čených aminokyselin (těžké médium), 
které obsahují izotopy 13C a/ nebo 15N. 
Po kontrole inkorporace těžkých amino-
kyselin do proteinů buněk kultivovaných 
v těžkém médiu jsou z obou buněčných 
linií izolovány proteiny, smíchány v po-
měru 1 : 1, proteolyticky štěpeny a ana-
lyzovány na hmotnostním spektrome-
tru tzv. shotgun postupem (obr.  1A). 
Na základě hmotnostních spekter jsou 
pak identifi kovány píky stejných peptidů 
lišících se přesně defi novanými hmot-
nostními posuny jejich efektivních hmot 
(m/ z) a z poměrů ploch pod těmito píky 
(resp. jejich intenzit) je odečítána rela-
tivní kvantifi kace (obr. 1B). Identifi kace 
proteinů je potom odvozena z fragmen-
tačních spekter. Výhody tohoto postupu 
lze shrnout do následujících bodů: 1. zís-
kání dostatečného množství značeného 
materiálu pro další analýzy bez variací 
v  účinnosti značení mezi jednotlivými 
vzorky (dochází vždy ke stejné inkorpo-
raci těžkých aminokyselin), 2. možnost 
sledování proteinových změn v  čase 
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a  alpha- tocopherol-associated protein 
(SEC14L2), jež byly validovány cílenou 
hmotnostně spektrometrickou analýzou 
a imunohistochemicky na vzorcích tkání 
pacientek. Tyto proteiny se ukázaly být 
vhodnými bio markery pro monitorování 
progrese a prognózy karcinomu mléčné 
žlázy. SILAC technika byla také použita in 
vivo –  experimentální myši byly krmeny 
granulemi obsahujícími lysin se stabil-
ním izotopem 13C nebo řasu spirulinu 
se stabilním izotopem 15N [11]. Všechny 
nově syntetizované proteiny byly ozna-
čeny a mohly být na proteomové úrovni 
porovnávány s kontrolními neznačenými 
vzorky. Tohoto modelu lze využívat pro 

Selekce bio markerů analýzou sér či 
tkání pacientů výše popisovaným po-
stupem je náročné z  hlediska dostup-
nosti a variability vzorků. Proto analýzy 
nádorových buněčných linií byly využí-
vány jako výhodná alternativa pro zjiš-
tění bio logicky zajímavých molekul, 
které jsou pak verifi kovány na vzorcích 
pacientů. Jedním z příkladů je práce Gei-
gera et al [10], v níž byly použity defi no-
vané buněčné linie odvozené z různých 
stadií karcinomu mléčné žlázy. Metodou 
SILAC byly identifikovány bio markery 
mitochondrial matrix protein isocitrate 
dehydrogenase 2  (IDH2), cellular reti-
noic acid binding protein 2  (CRABP2) 

a 3. od izolace proteinů, kdy jsou vzorky 
smíchány 1 : 1, jsou všechny další úkony 
se značeným a  neznačeným vzorkem 
prováděny stejně (nedochází k  varia-
bilitám způsobeným přípravou vzorků 
pro MS analýzu). Velká nevýhoda po-
stupu je však vysoká fi nanční i  časová 
náročnost, možnost porovnání nej-
výše tří různých stavů a nemožnost apli-
kace na lidské vzorky tkání. V hmotnost-
ních spektrech často dochází k překryvu 
peptidových píků a  výskytu satelitních 
píků vlivem metabolické konverze [8,9], 
což způsobuje problémy v  interpretaci 
spekter, a  tím i  samotnou kvantifikaci
 proteinů. 

Obr. 1. A. Schematický postup popisující SILAC kvantitativní analýzu buněčných linií. B. Struktura těžkých a lehkých aminokyselin 

zastoupených v kultivačních médiích a jejich efekt (specifi cký hmotnostní posun) v hmotnostním spektru, v němž osa x představuje 

efektivní hmoty (m/z) iontů peptidů a osa y intenzitu iontů, která odpovídá kvantitativnímu zastoupení daného peptidu v analyzo-

vaném vzorku. 
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vací a reagující s peptidem). Hmotnostní 
rozdíly molekuly reagentu jsou ovliv-
něny začleněním izotopů atomů 13C, 15N 
a  18O a  tím umožňují hmotnostní po-
suny píků značených peptidů ve spekt-
rech. Výhoda přístupu je, že lze značit 
až osm různých bio logických stavů a je-
jich kvantifi kaci odečítat najednou z jed-
noho spektra a identifi kovat proteiny pří-
tomné ve vzorku v rozdílné koncentraci 
(široký dynamický rozsah). Další výhoda 
je současná identifi kace a  kvantifi kace 
proteinů v jednom měření ve fragmen-
tačních spektrech. Nevýhoda metody je 
možné zkreslení informace o  kvantitě 
proteinů ve vzorcích z důvodu značení 
peptidů až po proteolytickém štěpení 
proteinů, neboť před tímto krokem se 
manipulovalo se vzorky odděleně. Tuto 
metodu použili Rehman et al  [16] pro 
identifikaci potenciálních prognostic-
kých bio markerů nádoru prostaty spoje-
ných s progresí onemocnění a metasta-
zováním. K analýze použili buněčné linie 
odvozené od nádoru prostaty a směsné 
vzorky sér pacientů. Protein eukaryotic 
translation elongation factor 1 alpha 1
(eEF1A1) byl identifikován jako nový 
kandidátní bio marker se signifi kantně 
zvýšenou expresí u pacientů zařazených 
do studie. V jiné studii zaměřené na ana-
lýzu fosforylace na tyrozinu v imortalizo-
vané buněčné linii odvozené z epiteliál-
ních buněk mléčné žlázy MCF- 10A bylo 
identifi kováno 57  unikátních proteinů 
zahrnujících tyrozinové kinázy, fosfatázy 
a proteiny účastnící se buněčné signa-
lizace. Poprvé byly identifi kovány pro-
teiny SLC4A7  (sodium bicarbonate co-
transporter) a  TOLLIP (toll interacting 
protein) jako nové tyrozin kinázové sub-
stráty spojené s  vývojem karcinomu 
mléčné žlázy [17].

U label-free postupu nejsou vzorky 
značeny žádnými značkami [18]. Metoda
je rychlá, cenově dostupná, avšak méně 
přesná a  nevhodná pro proteiny pří-
tomné ve vzorcích v  nízkých koncent-
racích. Další problém je náročné hod-
nocení hmotnostně spektrometrických 
dat, pro něž musí být použity vysoce 
sofi stikované programy. V průběhu pří-
pravy i měření se pracuje se vzorky od-
děleně, ale za stejných experimentálních 
podmínek (obr.  3). Předností je ana-
lýza neomezeného počtu vzorků, které 

tzv. super- SILAC mix, který umožnil kvan-
tifi kaci proteinů v analyzované tkáni. Pro-
teom obohacený o N- glykoproteiny byl 
analyzován hmotnostně spektrometric-
kými metodami. Následně byla přítom-
nost proteinů identifi kovaných v  tkáni 
validována ve vzorcích lidské krve. Další 
populární postupy používané v relativní 
kvantifikaci jsou založeny na značení 
peptidů proteolyticky štěpených pro-
teinů. Jako příklad lze uvést isobaric tags 
for relative and absolute quantitation 
(iTRAQ, obr. 2  [14]) nebo tandem mass 
tag (TMT [15]). Jedná se o chemické zna-
čení primárních aminů peptidů, k nimž 
je připojena molekula reagentu slo-
žená ze tří skupin (reportérová, vyrovná-

monitorování funkcí genů u  knock out 
myší. Vylepšenou verzí SILAC metody je 
super- SILAC postup [12], který se snaží 
řešit problém heterogenity nádorových 
tkání a značení proteinů (nelze kultivo-
vat v těžkém médiu). Z tohoto důvodu 
byl problém elegantně vyřešen přidá-
ním SILAC značených proteinů získa-
ných buněčných linií do lyzátu analyzo-
vané tkáně. Boersema et al  [13] použili 
tuto metodu pro identifi kaci N- glykosy-
lovaných proteinů přítomných v sekre-
tomu buněčných nádorových linií a vzor-
cích krve pacientů. Do 11  buněčných 
linií odvozených z  karcinomu mléčné 
žlázy přidali interní standard předsta-
vující značené proteiny reprezentující 

++ iTRAQiTRAQ
114114

++ iTRAQiTRAQ
115115

++ iTRAQiTRAQ
116116

++ iTRAQiTRAQ
117117

Obr. 2. Postup značení a kvantitativní analýzy proteinů ze čtyř vzorků připravených 

z různých biologických stavů buněčné linie. 

Peptidy jsou značeny iTRAQ značkami, jejichž reportérová část vykazuje hmoty m/z 
114–117, které se objeví ve fragmentačním spektru daného peptidu. Intenzita jejich píků 
pak bude odpovídat kvantitativnímu zastoupení peptidů v různých vzorcích.
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Obr. 3. Postup kvantifi kace proteinů proteomickými metodami bez použití značení.

Z biologického materiálu jsou izolovány proteiny, které jsou proteolyticky štěpeny enzy-
mem a měřeny hmotnostním spektrometrem. Z intenzit peptidových píků v MS spektrech 
jsou odečítány kvantitativní poměry peptidů, následně z fragmentačních MS/MS spekter 
jsou určeny aminokyselinové sekvence těchto peptidů.
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onemocnění a detekovat změny v bio-
logických systémech, které jsou zákla-
dem pro vývoj jednodušších a levnějších 
přístupů a jejich aplikací v běžné klinické 
praxi.

Literatura

1. Psort.hgc.jp [homepage on the Internet]. PSORT www 

Server. University of Tokio, Japan; c2007 [cited 2014 Fe-

bruary 17]. Available from: http:/ / psort.hgc.jp/ .

2. Tatusov RL, Galperin MY, Natale DA et al. The COG da-

tabase: a tool for genome- scale analysis of protein func-

tions and evolution. Nucleic Acids Res 2000; 28(1): 33– 36.

3. Genome.jp/ kegg [homepage on the Internet]. KEGG: 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Kanehisa La-

boratories, Japan; c1995– 2014 [cited 2014 February 17]. 

Available from: http:/ / www.genome.jp/ kegg/ .

4. Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. Systematic 

and integrative analysis of large gene lists using DAVID 

bio informatics resources. Nat Protoc 2008; 4(1): 44– 57. 

doi: 10.1038/ nprot.2008.211.

změn přispívá ke stanovení specifi ckých 
proteinových bio markerů, které je pak 
možné využít k  dia gnostice nebo pro-
gnostice různých typů nádorových one-
mocnění. V  posledních letech se stále 
více diskutuje o personalizované léčbě, 
kdy by každému pacientovi mohla být 
ordinována účinná léčba právě na zá-
kladě detekovaných bio markerů přítom-
ných v  krvi či tkáni pacienta. Kvantifi -
kace proteinů hmotnostní spektrometrií 
je metoda náročná na přípravu a zpraco-
vání vzorků a závislá na fi nančně náklad-
ném přístrojovém vybavení. Není tedy 
vhodná pro rutinní testování vzorků 
odebraných pacientům v  rámci jejich 
vyšetření. Dává však možnost primárně 
odhalit nové bio markery nádorových 

mohou být mezi sebou porovnávány. 
Informace o  kvantitě jsou získávány: 
1. z  intenzit píků peptidových iontů či 
ploch pod píky v  hmotnostních spek-
trech nebo v  chromatogramech nebo 
2. z  počtu MS/ MS spekter přiřazených 
danému peptidu/ proteinu nazývané 
spectral counting. Empiricky bylo zjiš-
těno, že peptidy přítomné ve vzorcích ve 
vyšších koncentracích vykazují častější 
výskyt iontů v hmotnostních spektrech. 

V případě absolutní kvantifi kace musí 
být již známy proteiny/ peptidy, které ve 
vzorcích chceme cíleně kvantifikovat. 
Absolutní kvantifi kaci tedy musí před-
cházet tzv. discovery analýza vzorku. 
Aminokyselinová sekvence proteinu či 
jeho části je pak syntetizována a je obo-
hacena o značku, která umožní jeho od-
lišení v hmotnostních spektrech od na-
tivního proteinu. Syntetický konstrukt je 
přidáván do vzorku v několika známých 
koncentracích pokrývajících předpoklá-
danou koncentraci nativního proteinu. 
Koncentrace nativního proteinu je pak 
odvozena porovnáním intenzit píků syn-
tetického konstruktu a  nativního pep-
tidu v hmotnostních spektrech (obr. 4).

Závěr
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Obr. 4. Schematické znázornění absolutní kvantifi kace proteinů v komplexním biolo-

gickém vzorku.

Proteiny izolované ze vzorku jsou proteolyticky štěpeny enzymem na peptidy. Do pep-
tidové směsi jsou ve známých koncentracích přidány syntetické značené peptidy a celá 
směs je pak analyzována hmotnostním spektrometrem. Porovnáním intenzit píků synte-
tického a nativního peptidu je pak vypočítána koncentrace nativního peptidu.
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Obr. 5. Znázornění počtu kvantifi kovaných proteinů ve vzorcích analyzovaných 

proteomickými přístupy.
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