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Souhrn

Rychly rozvoj hmotnostni spektrometrie spolu s proteomickymi pfistupy umozriuje detailnéjsi
studium biologickych systému. Prvotni problémy hmotnostné spektrometrickych analyz bio-
logickych makromolekuldrnich latek byly uspésné prekonany a dnes se bézné tato analyticka
metoda pouziva pro identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteint. Cilem ¢lanku je podat
prehled o moznostech analyzy proteinG s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Popisujeme
rdzné typy ionizace a vybér analyzatord pro hmotnostné spektrometrické méreni protein(, rov-
néz i on-line ¢i off-line spojeni analyzy se separa¢nimi technikami, jako je kapalinova chroma-
tografie a elektroforéza. Zmirniujeme se i o pripravé proteint a zplsobech analyzy biologickych
makromolekulérnich latek pomoci hmotnostnich spektrometrd. Déle jsou uvedeny moznosti
hmotnostné spektrometrickych analyz vzorkd a zpracovani namérenych dat.
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Summary

Recently, mass spectrometry has become a powerful tool in cancer research. Mass spectro-
metry represents the method that allows identification, quantification and characterization
of proteins in biological samples. Nowadays, it is mainly used for biomarker discovery that can
enable early detection of cancer. This article is focused on protein analysis by mass spectrome-
try. At first, mass spectrometry and its importance in proteomics are described. Subsequently
ionization type and mass analyzers are discussed. This relates to the possibility of on-line or
off-line analysis connection with separation techniques, such as liquid chromatography and
electrophoresis. Different approaches for preparing proteins and methods of analysis of bio-
molecules using mass spectrometers are described. In addition, the possibility of mass spectro-
metric analyses of samples and data processing are discussed.
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Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je analyticka
metoda, kterd umoznuje rozlisit ionty na
zakladé jejich poméru hmotnosti k na-
boji (m/z, mérnd hmotnost). Plivodné
ovsem vznikla na poli fyziky a za jeji po-
Catek se povazuje prelom 19. a 20. sto-
leti. Jako zakladatel je uvadén fyzik
J. J. Thomson a jeho zasadni prace o vy-
chylovéni katodového zareni v elektric-
kém poli [1]. Analyza malych organickych
latek se stala rutinni zélezitosti az v 80. le-
tech 20. stoleti.V té dobé viak analyza bio-
logickych makromolekularnich latek, za
které jsou povazovéany nukleové kyseliny
a proteiny, nebyla mozna kvali absenci
vhodnych ionizac¢nich technik. Od 90. let
doslo diky vyznamnému pokroku v ob-
lasti hmotnostni spektrometrie k rozvoji
metod identifikace a strukturni analyzy
téchto latek. Byly totiz objeveny vhodné
techniky, které dokazaly uc¢inné a jemné
jonizovat tyto netékavé makromole-
kuly, aniz zpusobovaly jejich fragmentaci.
Za vyvoj téchto ionizacnich technik byla
jejich objeviteldm Johnu B. Fennovi [2]
a Koichi Tanakovi [3] udélena v roce
2002 Nobelova cena za chemii.

Od té doby se hmotnostni spektro-
metrie zacala v biologickych sférach
stale vice uplatiovat.V poslednich 10 le-
tech se pak stala vyznamnym nastro-
jem biologického vyzkumu prfedevsim

jako metoda identifikace, charakterizace
a kvantifikace proteind a metabolitd.
V analyze proteind se hmotnostni spek-
trometrie pouziva predevsim pro kont-
rolu kvality rekombinantnich proteint
a ostatnich makromolekul, k identifikaci
proteint v biologickych latkach, hledani
biomarker( pro dana onemocnéni a pro
detekci a charakterizaci posttransla¢nich
modifikaci.

lonizace a analyza proteinti
pomoci hmotnostni
spektrometrie

Kazdy hmotnostni spektrometr (mass
spectrometer — MS) se skladd z ionizac-
niho zdroje, hmotnostniho analyzatoru
déliciho ionizované analyty dle jejich
m/z a z detektoru.

Nejprve je nutné prevést analyty po-
mocivhodné ionizac¢nitechniky naionty.
Pro ionizaci biologickych makromoleku-
larnich latek se pouzivaji tzv. mékké io-
nizacni techniky, které nezplsobuji je-
jich fragmentaci. Bézné se setkdvame
s ionizaci pomoci laseru za ucasti mat-
rice (matrix-assisted laser desorption io-
nization — MALDI) a ionizaci elektrospre-
jem (electrospray ionization — ESI) ¢i
nanosprejem (nanokSl) [4]. Pfi MALDI io-
nizaci je vzorek nanesen na MALDI des-
ticku a smichan s vhodnou matrici (pro
peptidy se pouziva napf. a-kyano-4-hyd-
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Obr. 1. Elektrosprej umoznuje pfevedeni kapalné faze na plynnou.

Na hrot kapilary, kterou proudi mobilni faze s analyty, je ptivedeno vysoké napéti. Dochazi
k vytvoreni elektricky nabitého spreje. V disledku odparovani rozpoustédla se postupné

uvolnuji ionty, které vstupuji do MS.

roxyskoficova kyselina, 2,5-dihydroxy-
benzoové kyselina a pro proteiny ky-
selina sinapovd) a ponechan spole¢né
krystalizovat. Poté je desti¢ka se vzorky
umisténa do vakuované ¢asti MS. Proces
ionizace je uskutecnén kratkymi lasero-
vymi pulzy, kdy energie zafeni laseru je
pohlcena matrici, coz vede k jejimu rych-
Iému zahtati a nasledné desorpci véetné
iontd analytu. Pfi tomto procesu dochézi
ke vzniku pfevézné jednondsobné nabi-
tych iontd [5]. ESI ionizuje analyty v roz-
toku, tudiz je obvykle spojovan on-line
se separacnimi technikami, napf. s ka-
palinovou chromatografii (liquid chro-
matography-ESI — LC-ESI) ¢&i kapilarni
elektroforézou (capillary electrophore-
sis-ESI — CE-ESI). Pti ionizaci ESI je na hrot
sprejovaci kapilary pfivedeno vysoké
napéti (2-6 kV) [5], ¢imz dochazi k vy-
tvofeni nabitych kapi¢ek analytu oba-
lenych rozpoustédlem. V dlsledku po-
stupného odparovani rozpoustédla se
postupné uvolni vytvorené ionty, které
jsou elektricky usmérfiovany na vstup
do MS (obr. 1). Tato ioniza¢ni technika
produkuje vicendsobné nabité ionty
[M+nH]".

lonty vzniklé v ioniza¢nim zdroji jsou
nasledné usmérfiovany iontovou opti-
kou a prechazi do hmotnostniho ana-
lyzatoru. Separace iontl v hmotnost-
nim analyzatoru probiha za vysokého
vakua a je zaloZena na rGznych fyzi-
kalnich principech. lontova past (ion
trap - IT), orbitrap a iontové cyklotré-
nova rezonance (ion cyclotron reso-
nance - ICR) patii mezi hmotnostni ana-
lyzatory, které separuji ionty na zakladé
jejichm/z resonan¢ni frekvence; kva-
drupdl (quadrupole — Q) pouziva stabi-
lity iontd s danou m/z pfi aplikovani kon-
krétnich hodnot napéti na elektrody
v dany ¢asovy okamzik; analyzator doby
letu (time of flight - TOF) vyuziva cas letu
iontd [5]. Jednotlivé MS se lisi technic-
kymi specifikacemi, jako je hmotnostni
rozsah, rychlost analyzy, rozliseni, senzi-
tivita ¢i dynamicky rozsah, souvisejicimi
s pouzitym hmotnostnim analyzatorem;
vice informaci Ize nalézt v publikaci Hol-
capek et al (2012) [6].

Po separaci v hmotnostnim analyza-
toru dopadaji ionty na detektor, ktery
zaznamendva pocet iontd pro jednot-
livé m/z hodnoty. Nejcastéji se pouzivaji
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elektronové nasobice, kdy ionty dopa-
daji na povrch dynody, z niz vyrazi elek-
trony, které jsou systémem dynod nebo
opakovanymi kolizemi zesileny. Vysled-
kem méfeni je hmotnostni spektrum,
kde jsou zaznamendny jednotlivé namé-
fené mérné hmotnosti a jejich intenzity.

Méfeny jsou pseudomolekuldrni
ionty [M+H]* nebo [M-H]-, kde M pred-
stavuje hmotnost analytu, k niz byl pfi-
pojen ¢i z ni byl odlou¢en atom vodiku.
Lze zvolit, zda budou méreny kladné ¢&i
zaporné nabité ionty. Pro proteiny se
zpravidla voli kladny méd, zaporny je
pouzivan pro speciadlniexperimenty, jako
napf. pro studium vybranych posttrans-
la¢nich modifikaci. Méfi se monoizo-
topickd molekulovd hmotnost, kterd
predstavuje soucet presnych hmotnosti
Jnejlehcich” izotopd prvkd, a je tedy
odlisnd od hmotnosti primérné, jez je
déana vazenym primérem vsech izotopl
daného prvku dle jejich procentudlniho
zastoupeni.

Separacni techniky

Biologické vzorky predstavuji kom-
plexni smés obsahujici vedle velkého
mnozstvi proteind také fadu dal3ich vy-
soko- a nizkomolekularnich latek, tukd
a cukrG. Po odstranéni téchto dopro-
vodnych latek ziskdme vzorek, ktery je
bohatou smési proteint liSicich se jak
koncentraci (abundantni proteiny vs
minoritni), tak fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, jako polarita (hydrofili-
cita a hydrofobicita), velikost (moleku-
lovd hmotnost) a naboj (izoelektricky
bod) apod. Téchto rozdilnych vlastnosti
se pouziva k rozdéleni komplexni smési
proteini na méné komplexni frakce, pfi-
¢emz plati, Ze ¢im kvalitnéjsi frakcionace,
tim vice protein mdze byt identifiko-
véano. Limitujici je v tomto pfipadé pre-
devsim koncentrace proteinu ve vzorku
a déle dynamicky rozsah hmotnostniho
analyzétoru. V proteomice existuji dva
hlavni Siroce pouzivané typy separace.
Prvni zahrnuje solubilizaci protein(i po-
moci detergent( (nejcastéji sodium do-
decyl sulfate — SDS) a jejich naslednou
separaci gelovou elektroforézou [7].
Druhy pfistup nevyuziva gel, nybrz roz-
dilné distribuce latek mezi stacionarni
a mobilni fazi, tedy chromatografické
separace [8].

Gelova elektroforéza vyuziva pro se-
paraci protein( gel. Denaturované pro-
teiny, obalené dodecylsulfatem sodnym
(SDS) nesoucim silny negativni naboj,
jsou naneseny na gel, ktery je umistén
v mirné alkalickém prostredi. Po aplikaci
elektrického pole proteiny za¢nou mig-
rovat rtiznou rychlosti smérem k anodé.
Pohyblivost proteind v gelu je ovliv-
néna jednak vlastnostmi proteinu a jed-
nak podminkami, za nichz separace
probihd. Mezi nejvyznamnéjsi gelové
techniky patfi jednorozmérna ¢i dvou-
rozmérna polyakrylamidovd gelova
elektroforéza (1-DE, 2-DE) [8]. Tradi¢ni
1-DE umoznuje za denaturacnich pod-
minek délit smés proteinl podle mole-
kulovych hmotnosti. Pfi 2-DE predchazi
vyse popsané separaci déleni proteino-
vych smési podle izoelektrickych bod
(pl) proteindi. Za vyhodu zejména u 2-DE
se povazuje, ze po rozdéleni komplex-
niho vzorku jiz obvykle neni tfeba dalsi
separacni krok. Lze ji tedy spojit s instru-
menty umoznujicimi pfimou analyzu
(napt. MALDI-TOF). V pfipadé 1-DE se
vsak vyzaduje zafazeni dalSiho separac-
niho kroku — kapalinové chromatografie.
Gelové techniky jsou omezeny nizkou
citlivosti, linearitou, slabou rozpustnosti
membranovych proteinl a absenci niz-
komolekuldrnich latek.

Pro chromatografickou separaci se vy-
uziva kapalinova chromatografie, kdy
jsou nejprve analyty pfivedeny na ko-
lonu, kterd je zadrzuje. Nasledné jsou
analyty z kolony postupné vymyvany
vhodnou mobilni fazi. Na rozdil od ge-
lovych technik byva kapalinovéa chro-
matografie pfimo spojovédna s MS a to
pomoci ESI [5]. Nejcastéji pouzivanymi
kolonami jsou kolony s reverzni fazi (RP),
s kationtové vyménnou fazi (strong ca-
tion-exchange — SCX), kolony zaloZzené
na hydrofilni interakci (hydrophilic inte-
raction liquid chromatography - HILIC)
nebo na elektrostaticky odpuzované
hydrofilni interakci (electrostatic repul-
sion-hydrophilic interaction chromato-
graphy — ERLIC) [9]. Jednotlivé kolony
Ize pouzit oddélené pred vlastni MS ana-
lyzou (off-line separace) nebo v pfipadé
RP kolon je mozné pfimé spojeni s MS
(on-line separace). Pokud jsou vzorky
velmi komplexni (napt. buné¢ny lyzat),
je vhodné provést multidimenzionalni

separaci tzv. MudPit strategie. Pfikladem
multidimenzionalni separace muze byt
rozdéleni komplexniho vzorku off-line
na kapalinovém chromatografu pomoci
SCX kolony a jeho nasledna analyza ka-
palinovym chromatografem on-line spo-
jenym s hmotnostnim spektrometrem
(LC-MS) nebo tandemovym hmotnost-
nim spektrometrem (LC-MS/MS) s RP
kolonou [10].

Proteomické pristupy technik
zpracovani proteinii

Pro identifikaci a charakterizaci pro-
teinl pomoci hmotnostni spektromet-
rie se dnes vyuzivaji dva hlavni pfistupy.
Prvni je enzymatické stépeni proteint
na peptidy (bottom-up) (obr. 2), tento
pfistup je realizovdan pomoci Stépeni
proteinu v gelu (tzv. in-gel stépeni) [11],
stépeni proteinl v roztoku (in-solution
Stépeni) [12] ¢i na filtrech s regenerova-
nou celulézou (filter-aided sample pre-
paration — FASP) [7]. Druhy pfistup je
top-down analyza, kdy se vynechavd
proteolytické stépeni a pfimo se pracuje
s intaktnimi proteiny [13].

Bottom-up pfristup

Jedna se o velmi rozdifeny proteomicky
pristup, ktery je vyuzivan pro identifikaci
a kvantifikaci proteinCi v komplexnich
biologickych vzorcich. Smés proteint je
pfed samotnym méfenim na MS enzy-
maticky Stépena na peptidy.

Pfi in-gel $tépeni jsou z gelu vyfiz-
nuty pasy obsahujici proteiny. Pro efek-
tivnéjsi stépeni proteinl na peptidy je
nutné rozrusdeni tfidimenzionalni struk-
tury proteind, ktera je fixovdana pomoci
disulfidickych mastkd, aby doslo k zpfi-
stupnéni maximalniho poctu stérickych
mist pro nasledné proteolytické stépeni.
Toho se dosahuje pfidavkem reduk¢nich
¢inidel (DTT, DTE, TCEP) s naslednou fi-
zenou alkylaci volnych cysteinovych
zbytkl pro zabrédnéni opétovné tvorby
disulfidickych mustkd vlivem vzdusné
oxidace. Ke $tépeni proteinli na peptidy
je mozné pouzit celou fadu enzymd, je-
jichz volba zavisi na pozadavcich klade-
nych na vyslednou peptidovou smés.
Nejcasté&ji pouzivanou protedzou je tryp-
sin specificky Stépici proteiny na pep-
tidy, které maji na C-konci zbytky bazic-
kych aminokyselin argininu nebo lysinu
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Obr. 2. Schéma ,bottom-up” pristupu s pouzitim a bez pouziti separacnich technik.

Vice ¢i méné komplexni smés proteinli mize byt stépena v roztoku, v gelu nebo metodou
FASP. Ziskané peptidy jsou nasledné bud' pfimo analyzovany, nebo mohou byt separovany
a pak analyzovany. Vyslednd hmotnostni a fragmentacni spektra peptidl jsou podrobena

databdzovému prohledavani.

(pokud za nimi nendsleduje prolin) [14].
Jedna z vyhod této metody je, Ze pfi apli-
kovani vzorku na gel dochazi k ¢astec-
nému odstranéni pfipadnych necistot.
Naopak nevyhoda je mozné zachyceni
peptidl v matrici gelu a také problema-
ticka robotickd pfiprava vzorkd.

Metoda Stépeni in-solution umoznuje
stépit komplexni smés proteinl pfimo
v roztoku. Pro extrakci proteind jsou vy-
uzivana silnd chaotropni ¢inidla, jako je
mocovina. Jedna se o metodu, ktera je
mnohem snadnéji automatizovatelna
oproti in-gel $tépeni. Casto je nasledo-
vana dvoudimenzionalni chromatogra-
fickou separaci [7].

FASP kombinuje vyhody predcho-
zich dvou metod. Biologicky vzorek je
kompletné solubilizovén za pomoci de-

tergentu. Nasledné je pfenesen na filtr,
¢imz Ize detergent vyménit za vhodny
pufr kompatibilni s proteolytickym 3té-
penim. Protein je posléze $tépen na fil-
tru protedzou a dochdzi k uvolnéni
peptidl [7].

Specifickou bottom-up strategii je
tzv. shotgun, jehoz cilem je ziskat co nej-
vétsi mnozstvi peptidl a tedy i protein(.
Proteinovy lyzat bez jakékoliv frakcio-
nace je $tépen v roztoku a nasledné je se-
parovan a analyzovan pomoci LC-MS/MS.

Peptidy ziskané Stépenim protein(
jsou odsoleny a zakoncentrovany, poté
je lze méfit pomoci MS. Pro relativné jed-
noduché peptidové smési, které vznikly
Stépenim jednoho ¢i nékolika pro-
teind, se obvykle uplatiuje analyza po-
moci MALDI-MS/MS. Pro méreni vzork(

vzniklych $tépenim komplexnich pro-
teinovych smési se pak predevsim vyu-
Ziva LC-ESI-MS/MS [4,11] nebo Ize zvolit
i LC-MALDI-MS/MS pfistup.

Top-down pristup

Jednd se pfistup, ktery je zaloZzen na ana-
lyze proteinu ¢i jednoduché proteinové
smési separované z komplexniho vzorku
bez pouziti enzymatického $tépeni pro-
teind na peptidy. Obecné je analyza
intaktniho proteinu méné ucinna nez
méfeni peptid(. Nabizi vak urcité moz-
nosti nedosazitelné na Urovni peptidd.
Analyzou peptidl je totiz jen zfidka
docileno kompletniho pokryti sek-
vence proteinl, ¢imZ se omezuje moz-
nost zkoumat mistné specifické mutace
a posttransla¢ni modifikace jednotlivych
proteiny, které mohou byt dllezité pro
biologickou funkci [5,13]. Daldi vyhoda
této techniky je, Ze poskytuje pfesnou
molekulovou hmotnost; nicméné vétsi
proteiny jsou prevazné heterogenni, sta-
noveni presné molekulové hmotnosti je
tedy znacné obtizné.

Pro analyzu proteinu je potfeba vyso-
korozlisovaci MS s vysokou presnosti mé-
feni (napf. fourier transform ion cyclotron
resonance - FTICR, LTQ-Orbitrap). Spravna
volba je pouziti ESI ioniza¢ni techniky,
pficemz solubilizaci proteinu pro ESI Ize
podpofit kyselinou mravenci [4]. MALDI
ionizace ma pro proteiny vétsi nez 30 kDa
obecné nizkou citlivost.

Zpusoby hmotnostné
spektrometrické analyzy

a procesovani namérenych dat
Existuji dva zplsoby méfeni peptidd
a proteind pomoci hmotnostni spektro-
metrie. Prvni je pfimé méfeni vzniklych
peptidl, ziskanych $tépenim proteinu
z gelu. Identifikace nasledné probihd me-
todou peptidového mapovani (peptide
mass fingerprinting — PMF) [15]. Druhy
zpUsob vyuzivd tandemové hmotnostni
spektrometrie, je tedy potieba narocnéjsi
pristrojové vybaveni se dvéma analyza-
tory a kolizni celou. Identifikace je usku-
te¢néna peptidovym sekvencovanim [4].

Metoda peptidového mapovani

Peptidy vzniklé enzymatickym Stépe-
nim proteinu ve vzorku jsou ionizovany,
separovény a detekovany pomoci MS,
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Obr. 3. Pfi tandemové hmotnostni spektrometrii dochazi k izolaci peptidu ze smési peptidi v prvnim hmotnostnim analyzatoru.

Vybrany peptid je nasledné v kolizni cele fragmentovén, vzniklé fragmenty jsou poté separovény a méfeny v druhém hmotnostnim

analyzatoru.

pficemZz PMF byva predevsim spojena
s pfistroji typu MALDI-TOF. Ziskané hmot-
nostni spektrum peptidd predstavuje
specifickou charakteristiku proteinu. Hod-
noty m/z odectené z hmotnostniho spek-
tra peptidl Ize porovnat za pomoci spe-
cidlnich vyhodnocovacich programf
s teoreticky predpovézenymi hmotnostmi
peptidd, jez jsou obsazeny v pouzité data-
bézi. Na zékladé shody experimentalnich
a teoretickych databazovych hodnot m/z
se da ke spektru s urcitou jistotou pfifa-
dit protein. V nékterych pfipadech vsak
neni mozné pouze z hmotnostniho spek-
tra peptidl protein identifikovat. V tomto
pfipadé se pfistupuje k tandemové hmot-
nostni spektrometrii.

Tandemova hmotnostni
spektrometrie

Pfi tandemové hmotnostni spektromet-
rii ionty vstupuji do prvniho hmotnost-
niho analyzatoru, kde nejprve dochazi
k selekci a izolaci peptidového iontu
ze smési. Nasledné je vybrany pepti-
dovy prekurzor fragmentovan v kolizni
cele, vzniklé fragmenty jsou separovany
a méreny v druhém hmotnostnim analy-

zatoru (obr. 3) a tam je naméfeno frag-
mentacni spektrum peptidu. Fragmen-
tace muUze byt uskutec¢néna pomoci
kolizni energie (collision induced disso-
ciation - CID, popf. high energy colli-
sion induced dissociation - HCD), zachy-
tem elektrond mnohondasobné nabitymi
ionty peptidd, proteind (electron cap-
ture dissociation - ECD) nebo reakci
peptidovych kationtd s fluorantheno-
vym aniontem (electron transfer disso-
ciation — ETD). Peptidy obvykle byvaji
fragmentovény pomoci CID fragmen-
tace [16,17]. Pro specidlni aplikace napf.
fosfoproteomika, ¢i kvantifikace se vsak
uplatiiuje HCD a ETD fragmentace [18].
Pro proteiny se z fragmentacnich tech-
nik pouziva predevsim ECD [19] nebo
ETD [20,21] fragmentace.

Hmotnostné spektrometrické méreni
proteomickych vzorkl je obvykle rea-
lizovano ve zpusobu data-dependent,
kdy izolovény a fragmentovany jsou po-
stupné nejintenzivnéjsi peptidové ionty
ziskané z predeslého MS skenu [5].

Fragmentacni spektra peptidd jsou
pak procesovana pomoci specialnich
vyhodnocovacich programd (napf. Pro-

teom Discoverer, Protein Pilot). Nej-
vice rozsifené je databdzové vyhleda-
vani, které experimentalni hmotnostné
spektrometricka data porovnava s pre-
dikovanymi [16,17]. K tomuto Gcelu Ize
pouzit vyhledavaci algoritmy, jako jsou
napf. Mascot, Sequest. Velmi dllezité je
spravné zadani viech kritérii tykajicich
se pripravy vzorku, chemické modifikace,
které se mohou vyskytovat béhem mé-
feni a tim modifikovat m/z hodnotu iont
(napt. oxidace, acetylace, karbamidome-
tylace), specifikace MS (napt. typ frag-
mentace, ionizace, analyzatoru, tolerance
prekurzorové a fragmentové hmoty) a vy-
brat databazi (napf. NCBI, Swissprot) [22].
Po dokonceni prohledavani je vygenero-
van seznam proteind, jez byly ve vzorku
nalezeny. Ddle jsou zde uvedeny jiné in-
formace, mezi néz patii napf. skore, které
je vypocteno podle shodnych experi-
mentalnich a teoretickych hmotnosti
peptidu, a dale také procentudlni hodno-
ceni pokryti sekvence proteinu.

Zavér
Hmotnostni spektrometrie od svého po-
¢atku do soucasnosti prosla zna¢nym
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vyvojem. V poslednich letech se jeji té-
Zi$té presouva z pole chemického do bio-
logickych sfér, kde se uplatiuje pfi za-
kladni charakterizaci proteomu a nabizi
presnéjsi pohled do biologickych procest
bunék ¢i organizmud. Dnes pouzivané
proteomické technologie dovoluji identi-
fikovat, kvantifikovat a charakterizovat az
tisice proteinl ve vzorku. | pfes neustaly
pokrok je tato analytickd metoda pro bio-
logické ucely omezena. Z dlivodu vysoké
slozZitosti biologického vzorku totiz neni
mozné identifikovat vSechny proteiny
podilejici se na procesech v burice. V bu-
doucnu se vsak da predpokladat dalsi
rozvoj hmotnostni spektrometrie, ¢imz
bude umoznéna detailnégjsi identifikace
a charakterizace proteomd.
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