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Súhrn
Fosforylácia proteínov má kľúčovú úlohu v regulácii bunkových signálnych dráh. Je zahrnutá vo 
väčšine bunkových dejov, v ktorých súhra medzi kinázami a fosfatázami prísne kontroluje bun-
kové deje ako napr. proliferáciu, diferenciáciu a apoptózu. Chybné alebo pozmenené signálne 
dráhy sa mnohokrát podieľajú na vzniku rôznych chorôb, čo iba zdôrazňuje dôležitosť štúdia 
fosfoproteómu. Abundancia fosfoproteínov je v proteóme často veľmi nízka a na ich analýzu 
sú potrebné vysoko citlivé a špecifi cké prístupy. Metódami kvantitatívnej proteomiky je možné 
analyzovať zmeny v abundancii jednotlivých proteínov a ich posttranslačných modifi káciách 
a následne i v signálnych dráhach buniek. V tomto článku sa venujeme kvantitatívno- proteo-
mickým metódam, ktoré je možné použiť pri štúdiu fosfoproteínov a ich zapojení do signálnych 
dráh. 
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Summary
Protein phosphorylation is a key regulator in cellular signaling pathways. It is involved in most 
cellular events in which interplay between phosphatases and kinases strictly controls bio logical 
processes, such as diff erentiation, proliferation and apoptosis. Altered or defective signaling 
pathways often result in various diseases, emphasizing the importance of studying the phos-
phoproteome. The abundance of phosphoproteins in the proteome is often very low, which re-
quires specifi c and highly sensitive approaches. By using quantitative proteomics methods, we 
are able to analyze changes in abundance of proteins and their posttranslational modifi cations 
and then changes in signaling pathways. In this review, we describe quantitative proteomics 
methods, which could be used for study of phosphoproteins and their connection in signaling 
pathways.
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Úvod

Fosforylácia proteínov je jedným z naj-
rozšírenejších regulačných mechaniz-
mov v prírode. Je kľúčovým regulátorom 
vnútrobunkových bio logických proce-
sov a  momentálne najštudovanejšou 
posttranslačnou modifikáciou proteí-
nov. Fosforyláciou je obvykle iniciovaná 
signálna transdukcia a  šírené signály 
v signálnych dráhach buniek. Je to do-
časná a reverzibilná posttranslačná mo-
difikácia, ktorá vedie k  zmenám kon-
formácie, aktivity a interakcií proteínov 
vo veľmi krátkom časovom úseku. Pro-
teínovú fosforyláciu riadia dve skupiny 
proteínov: kinázy (fosforylujú proteíny) 
a  fosfatázy (defosforylujú proteíny). 
Často sú fosforylované viaceré reziduá 
proteínu, a  to väčšinou rôznymi kiná-
zami. Spomedzi aminokyselín sa u euka-
ryotov môže fosforylovať serín, treonín, 
tyrozín a histidín, ktorý je však veľmi la-
bilný a zriedka identifi kovaný vo fosfo-
proteomických štúdiách.

Prístupy kvantitatívnej proteomiky 
nám dovoľujú analyzovať zmeny v  ex-
presii proteínov (a  fosfoproteínov) za 
rôznych podmienok a  taktiež aj určiť 
zmenu fosforylácie jednotlivých proteí-
nov, ktoré tvoria základnú funkčnú jed-
notku signálnych dráh.

V porovnaní s ostatnými proteínmi sú 
fosfoproteíny v  bunkách prítomné vo 
veľmi nízkych množstvách, čo kompli-
kuje ich detekciu hmotnostným spek-
trometrom a následné analýzy. Z tohto 
dôvodu sú potrebné techniky, ktoré 
umožňujú obohatenie vzoriek o  fos-
fopeptidy (po proteolytickom štie-
pení proteínov na peptidy) pred hmot-
nostne spektrometrickou analýzou. 
„Strong cation exchange chromatogra-
phy“ (SCX)  [1], „hydrophilic interaction 
liquid chromatography“ (HILIC) [2], obo-
hatenie fosfopeptidov oxidom titaniči-
tým (TiO2) [3] či „immobilized metal ion 
affi  nity chromatography“ (IMAC) [1] pa-
tria medzi techniky pomocou ktorých 
sme schopní úspešne izolovať fosfopep-
tidy pred MS analýzou. Následná kvapa-
linová chromatografi a v  spojení s  tan-
demovou MS analýzou (LC- MS/ MS) je 
vhodný prístup, ktorý dovoľuje identifi -
káciu a  kvantifi káciu tisícok fosforylač-
ných miest počas jednej analýzy. Tieto, 
ale aj ďalšie metódy a  postupy použí-

vané vo fosfoproteomických experimen-
toch budeme bližšie rozoberať v nasle-
dujúcej časti článku.

Metódy kvantifi kácie 

fosfoproteínov

Na kvantifi káciu zmien fosfoproteínov 
je možné použiť proteomické prístupy 
ako napr. „stable isotope labeling with 
amino acids in cell culture“ (SILAC)  [4], 
ktorý sa dá použiť iba na živé bunkové 
kultúry. Jedná sa o metabolické znače-
nie aminoyselín, pri ktorom v priebehu 
kultivácie dochádza k  inkorporácii ťaž-
kých aminokyselín (značené stabilné 
izotopy lyzínu a arginínu) do novosynte-
tizovaných proteínov. Pri tejto metóde je 
možné použiť ťažké izotopy lyzínu a ar-
ginínu (R10K8), stredne ťažké izotopy 
lyzínu a  arginínu (R6K4) a  neznačené, 
ľahké médium (R0K0). 

Medzi izotopické značenia fosfopep-
tidov patria napr. ICAT, dimetylové a 18O 
značenie. 

ICAT (isotope- coded affinity tags), 
teda thiol- reaktívne molekuly obsahu-
júce ťažké alebo ľahké izotopy, pred-
stavuje jednu z  najstarších techník  [5]. 
ICAT značka pozostáva z reaktívnej sku-
piny, ktorá je orientovaná na cysteín, 
polymerového linkera s  ôsmimi deu-
tériami a  bio tínovej skupiny, ktorá do-
voľuje purifi káciu značených peptidov. 
V  ICAT experimente sú dva proteínové 
pooly denaturované a redukované, cys-
teínové reziduá proteínov sú následne 
značené ľahkým alebo ťažkým reagen-
tom. Značené pooly sú potom zmiešané, 
prečistené od nadbytečného reagentu 
a štiepené vhodnou proteázou. Peptidy 
obsahujúce cysteín, nesúce ľahkú alebo 
ťažkú značku sú následne zachytené po-
mocou avidínovej kolóny, cez bio tínovú 
skupinu na značke. Peptidy sú potom 
vyeluované z  kolóny a  analyzované na 
MS [6].

Pri dimetylovom značení sú proteíny 
najprv štiepené vhodnou proteázou, ako 
napr. trypsín, následne sú peptidy z rôz-
nych vzoriek označené dimetylovými 
značkami a analyzované na LC/ MS, pri-
čom rozdiel abundancie dimetylových 
značiek je použitý na porovnanie rozdie-
lov v abundancii peptidov vo vzorkách. 
Toto značenie je založené na reakcii pri-
márnych peptidových amínov (N- konce 

peptidov a epsilonové amino skupiny ly-
zínových reziduí) s formaldehydom a vy-
tvorení Schiff  bázy, ktorá je rapídne re-
dukovaná pridaním cyanoborohydridu. 
Dimetylové značenie je možné pou-
žiť ako triplex, kde je pri značení „ľah-
kou značkou“ použitý obyčajný formal-
dehyd a  cyanoborohydrid, čo spôsobí 
zvýšenie hmotnosti o 28 Da na primárny 
amín v  peptide. Použitie denaturova-
ného formaldehydu a obyčajného cya-
noborohydridu spôsobí zvýšenie hmot-
nosti o 32 Da, čo je stredná značka [7]. 
Inkorporácia ťažkej značky je dosiahnutá 
kombináciou denaturovaného a 13C- zna-
čeného formaldehydu s cyanoborodeu-
teridom, čo vedie k zvýšeniu hmotnosti 
o 36 Da [8].

Značenie pomocou 18O je relatívne 
jednoduchá, enzýmovo- sprostredko-
vaná technika značenia peptidov po-
mocou H2  18O. Tento prístup je spojený 
s proteázami 2. triedy, napr. trypsínom, 
ktoré katalyzujú výmenu dvoch 16O ató-
mov za dva 18O atómy na C-terminálnej 
karboxylovej skupine proteolitického 
peptidu, čo vedie k  posunu hmotnosti 
o 4 Da medzi 1- krát nabitými rôzne zna-
čenými peptidmi v MS1 móde [6].

TMT (tandem mass tag)  [9] a  iTRAQ 
(the isobaric tag for relative and ab-
solute quantitation)  [10] sú izobarické 
značenia fungujúce na veľmi podob-
nom princípe. V porovnaní s tradičnými 
kvantifi kačnými metódami sú schopné 
použitím tandemovej MS analýzy si-
multánne identifikovať a  kvantifiko-
vať 6– 8  vzoriek. TMT molekula pozos-
táva z  reaktívnej skupiny, ktorá značí 
primárne amínové skupiny; reportéro-
vej skupiny, ktorá udáva v MS/ MS móde 
abundanciu peptidu po zmiešaní pep-
tidov; odštiepiteľného linkeru, ktorý 
uvoľnuje TMT reporterový fragment 
v MS/ MS analýze a hmotnostne norma-
lizačnej skupiny, ktorá vyrovnáva hmot-
nostné rozdiely medzi jednotlivými re-
portérovými fragmentami na udržanie 
konštantnej celkovej hmotnosti zna-
čiek v  sete  [11]. Keďže sa jedná o  izo-
barické značky, kvantifi kácia prevedená 
v MS/ MS móde porovnaním plôch píkov 
označených iónov vychádza z fragmen-
tácie značky, teda rovnaké spektrum je 
použité na kvantifi káciu a  identifi káciu 
fosfopeptidu [12].
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značky, napr. Sypro Ruby, Flamingo, 
či Deep Purple, ktoré majú senzitivitu 
okolo 1  ng detekovaného proteínu. 
Veľmi citlivým prístupom je farbenie 
striebrom, pomocou ktorého je možné 
vizualizovať 0,3 ng proteínu. Po farbení 
sú jednotlivé bandy vyrezané z  gélu, 
odfarbené a  proteíny štiepené proteá-
zou. Nevýhoda tejto metódy spočíva 
v strate proteínov nerozpustných v SDS 
pufri a proteínov s nízkou molekulovou 
hmotnosťou [18]. 

Separácia peptidov pomocou 

kvapalinovej chromatografi e

Na rozdelenie komplexných vzoriek 
peptidov získaných FASP protokolom 
alebo štiepením v roztoku, ako aj na od-
stránenie zložiek, ktoré môžu interfero-
vať s ďalšími postupmi, je možné použiť 
kvapalinovú chromatografi u. High-per-
formance liquid chromatography (HPLC) 
môže byť použitá na separáciu peptidov 
na základe hydrofobicity, náboja alebo 
veľkosti. Kombináciou vhodných analy-
tických kolón a gradientov je možné vy-
brať frakcie obsahujúce peptidy a fosfo-
peptidy a ďalej ich analyzovať. Vybrané 
typy kolón a  ich vlastnosti budú popí-
sané v ďalšej časti: 
• Na negatívne nabitých funkčných sku-

pinách kolóny strong cation exchange 
chromatography (SCX) sa pri pH 2,7 za-
chytávajú najmä 1- krát fosforylované 
+1 kladne nabité fosfopeptidy. V eluo-
vanej frakcii sa nachádzajú multifosfo-
rylované peptidy, preto je nutné eluát 
zachytiť [1]. 

• Hydrophilic interaction liquid chro-
matography (HILIC) je vysoko rozlišo-
vacia separačná technika, pri ktorej sa 
využívajú vodíkové interakcie medzi 
peptidom a  neutrálnou, hydrofilnou 
stacionárnou fázou. Retencia vzrastá 
so zvyšujúcou sa polaritou peptidu. 
Vzorky sú nanášané vo fáze s  vyso-
kým podielom organických zlúčenín 
a  eluo vané zvyšujúcou sa polaritou 
mobilnej fázy [2].

• Electrostatic repulsion- hydrophilic in-
teraction chromatography (ERLIC) je 
separácia založená na anion exchange 
chromatography v  kombinácii s  hyd-
rofi lnými interakciami. Fosfátové sku-
piny sú čiastočne ionizované a  elek-
trostaticky priťahované k stacionárnej 

tri (10 kDa, alebo 30 kDa), kde prebieha 
aj následná redukcia, alkylácia a vlastné 
proteolytické štiepenie. Medzi nevý-
hody tohto postupu patrí čiastočná 
strata vstupného materiálu na fi ltri [14]. 

Štiepenie v  roztoku je postup, pri 
ktorom sa do skúmavky so vzorkou pro-
teínov postupne pridávajú jednotlivé 
roztoky zaisťujúce denaturáciu, redukciu 
a  alkyláciu (napr. močovina, DTT, IAA). 
Prebytok alkylačného činidla je následne 
odstránený pridaním redukčného či-
nidla, aby sa v  hmotnostnom spektre 
neobjavovali satelitné peptidové píky 
nesúce vzniknuté modifi kácie zvyšujúce 
ich m/ z. Nakoniec sa pridáva proteáza 
a roztok NH4HCO3, ktorý je s ňou kompa-
tibilný a poskytuje vhodné podmienky 
na štiepenie. V  prípade tohto postupu 
vstupný materiál síce zostáva zacho-
vaný, ale všetky pridané reagencie zostá-
vajú v roztoku spolu so vzorkou a pred 
ďalším krokom je nutné získané peptidy 
purifi kovať [15].

Pri štiepení proteínov v  géli sa bun-
kový lyzát najprv rozseparuje na poly-
akrylamidovom géli. Zväčša sa pou-
žívajú denaturačné 1D alebo 2D 
elektroforézy, ktoré separujú denaturo-
vané proteíny podľa molekulovej hmot-
nosti (proteíny s najvyššou hmotnosťou 
putujú v  géli najpomalšie), čím záro-
veň umožňujú presné stanovenie mole-
kulovej hmotnosti. Pri 1D elektroforéze 
sa proteíny separujú iba podľa mole-
kulovej hmotnosti. Pri 2D elektroforéze 
sa proteíny rozdeľujú najprv podľa izo-
elektrického bodu, čo je pH, pri ktorom 
majú molekuly nulový náboj, a  nepo-
hybujú sa v elektrickom poli [16]. Nasle-
duje ich delenie v druhom smere podľa 
molekulovej hmotnosti. Najväčšou vý-
hodou týchto postupov je prečistenie 
proteínov od nízkomolekulových ne-
čistôt, ako napr. detergentov a  zložiek 
pufrov, ktoré často nie sú kompatibilné 
s následnou MS analýzou. Na vizualizá-
ciu proteínov sa používajú napr. trifenyl-
metánové farbivá Coomassie brilliant 
blue (R250, G250), ktoré sa viažu na pro-
teíny prostredníctvom van der Waaleso-
vých a elektrostatických interakcií  [17]. 
Najbežnejšie používanou je Coomassie 
brilliant blue G250, ktorá je schopná vi-
zualizovať už 0,3  ng proteínu v  géli. 
Komerčne sú dostupné aj fl uorescenčné 

Pri label free kvantifi kácii sú proteí-
nové zmesi analyzované priamo a vzorky 
sú navzájom porovnané až po samostat-
ných analýzach. Pri tejto metóde nie 
sú vzorky zmiešané, teda je možné do-
siahnuť vyššieho proteómového pokry-
tia a neexistuje žiaden limit v počte vzo-
riek, ktoré môžu byť porovnávané [13]. 
Nevýhodou tohto prístupu je neprí-
tomnosť formálneho vnútorného štan-
dardu, čo môže viesť k  významným 
chybám v  individuálnych datasetoch. 
Tento nedostatok je však minimalizo-
vaný analýzou niekoľkých bio logických 
replikátov [6].

Proteolytické štiepenie

Pred hmotnostnou analýzou je potrebné 
vzorky upraviť tak, aby boli kompatibilné 
s meraním na hmotnostnom spektrome-
tri. Prvým krokom je štiepenie proteínov 
na peptidy použitím vhodnej proteázy. 
Na to, aby mohla proteáza proteíny efek-
tívne štiepiť, je potrebná ich denaturá-
cia, redukcia a  alkylácia. Na denaturá-
ciu sa používajú rôzne reagencie, napr. 
β-merkaptoetanol, SDS. Medzi najviac 
používané redukčné činidlo patrí dithio-
treitol (DTT) alebo Tris (2- carboxyethyl) 
phosphine (TCEP), ktoré redukujú disul-
fi dové mostíky medzi cysteínovými sku-
pinami. Nasleduje alkylácia thiolových 
skupín pomocou jódacetamidu (IAA), 
ktorý zabraňuje ich reoxidácii. Proteíny 
sú potom štepené proteázami na pep-
tidy, ktoré je možné analyzovať na hmot-
nostnom spektrometri. Používajú sa pro-
teázy s  vysokou špecifi citou štiepenia, 
aminokyselinové reťazce štiepia iba za 
určitými aminokyselinami. Jednou z naj-
bežnejšie používaných proteáz je tryp-
sín, ktorý štiepi reťazec aminokyselín na 
karboxylovej strane lyzínu a arginínu, ak 
za nimi nenasleduje prolín. Existuje via-
cero postupov, ako proteíny pripraviť 
na proteolytické štiepenie. Ich výber zá-
visí na type a množstve vzorky, keďže pri 
niektorých postupoch sú starty vzoriek 
väčšie než pri iných.

Pred vlastným proteolytickým štiepe-
ním je potrebné odstrániť denaturačný 
roztok, ktorý nie je kompatibilný s pro-
teolytickými enzýmami, a  preto sa za-
mieňa za roztok močoviny. Pri „filter 
aided sample preparation“ (FASP) pro-
tokole sa tento krok deje na „cut off “ fi l-
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difi kácií, ako napr. fosforylácie. ETD má 
vyššiu pravdepodobnosť úspešnej fosfo-
peptidovej identifi kácie pre prekurzory 
s nízkym m/ z a nábojovým stavom > 2, 
kým CID je úspešnejšia pre dvojnásobne 
nabité peptidy a tie s vysokým m/ z [21]. 
Niektoré štúdie porovnávajúce ETD 
a  CID navrhujú využitie oboch metód 
fragmentácie na dosiahnutie komplex-
nej analýzy fosforylácie [21– 23].

Analyzovanie dát

Kritickou súčasťou všetkých proteo-
mických štúdií je analýza dát, pri kto-
rej sa využívajú bio informatické a štatis-
tické prístupy. Získané MS/ MS dáta sú 
porovnané s  databázou Uniprot pro-
teome [24] s použitím softwarov Mascot 
(Matrix Science Inc.) alebo Sequest [25]. 
Na spracovanie dát, prehľadanie data-
báz a  kvantitatívne vyhodnotenie roz-
dielov medzi fosfoproteínmi v jednotli-
vých vzorkách je možné použiť program 
Proteome Discoverer 1.4  (Thermo Fis-
her Scientific) s  algoritmom Phos-
phoRS 3.1  [26] umožňujúcim predikciu 
lokalizácie fosforylovaných miest. K dis-
pozícii sú aj ďalšie podobné programy 
MaxQuant [27] a SkyLine [28]. 

Pri identifi kovaných fosfoproteínoch 
je potrebné brať do úvahy zmenu fos-
forylácie oproti kontrolnej vzorke a cel-
kovej expresii proteínu. Proteíny so sig-
nifikantnými zmenami fosforylácie 
môžu byť ďalej použité na štúdium sig-
nálnych dráh pomocou špecializova-
ných programov ako napr. Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA)  [29], David  [30] 
alebo PathVisio  [31]. Tieto programy 
sú schopné grafi cky znázorniť signálne 
dráhy na základe informácií získaných 
z databáz a vedeckých publikácií. Umož-
ňujú tiež porovnanie jednotlivých dráh, 
a  teda defi novanie hlavných rozdielov 
medzi signálnymi dráhami v  rôznych 
bunkách. 

Záver

Na štúdium zmien v signálnych dráhach 
buniek je možné využiť proteomické 
prístupy. Kvantitatívna proteomika 
umožňuje určiť zmeny v signálnych drá-
hach zahŕňajúce zmeny v expresii pro-
teínov, ako aj zmeny v posttranslačných 
modifikáciách (fosforyláciách), ktoré 

cionárnu fázu, na ktorú sa môžu na-
viazať negatívne nabité fosfopeptidy 
v mobilnej fáze. Táto metóda je vhodná 
hlavne pre obohatenie multifosforylo-
vaných peptidov. Vážnym problémom 
tohto postupu je nešpecifická väzba 
nefosforylovaných peptidov obsahu-
júcich viacnásobne kyslé reziduá ami-
nokyselín, čo znižuje selektivitu. Jed-
nou z  možností ako zvýšiť selektivitu 
tejto metódy je rovnako ako pri TiO2 
zníženie pH [1]. 

SIMAC metóda kombinuje výhody 
TiO2 a IMAC prístupu. Keďže pri IMAC sú 
preferenčne naviazané multifosforylo-
vané peptidy a pri TiO2 monofosforylo-
vané, kombináciou týchto dvoch metód 
je možné dosiahnuť jednoduchého obo-
hatenia mono-  i  multifosforylovaných 
peptidov. IMAC je použitý ako prvý krok, 
kde po väzbe nasleduje elúcia monofos-
forylovaných peptidov za kyslých pod-
mienok (pH 1,0) a  potom elúcia multi-
fosforylovaných peptidov za bázických 
podmienok (pH 11,3). Ďalším krokom je 
obohatenie monofosforylovaných pep-
tidov TiO2 časticami [1]. 

Hmotnostne spektrometrická 

analýza

Peptidy (fosfopeptidy) je možné iden-
tifikovať pomocou MALDI- MS (mat-
rix- aassis ted laser desorption/ ionization –  
mass spectrometry, tj. hmotnostného 
spektrometru s  ionizáciou pomocou 
laseru za účasti matrice) alebo pro-
stredníctvom LC- MS/ MS (liquid chro-
matography  –  mass spectrometry) 
s  elektrosprejovou ionizáciou. Pri hlb-
ších fosforylačných štúdiách je dôle-
žité určiť špecifickú aminokyselinu, 
ktorá bola fosforylovaná (miesto fosfo-
rylácie) v  danom bio logickom experi-
mente. Preto sa využíva tandemová MS 
analýza s collision-induced dissociation 
(CID) a  electron- transfer dissociation 
(ETD) fragmentáciou. Pri CID fragmentá-
cii dochádza k strate fosfátovej skupiny 
H3PO4  pri fosfoseríne a  fosfotreoníne 
a HPO3 pri fosfotyrozíne. Nedostatkami 
tejto metódy sú nízka ionizačná efekti-
vita a skorá strata labilnej fosfátovej sku-
piny, čo má za následok nízky počet pep-
tidových fragmentov na identifikáciu. 
ETD štiepi peptidovú kostru bez odštie-
penia labilných posttranslačných mo-

fáze. Ako prvé sú eluované nefosfo-
rylované, monofosforylované a difos-
forylované peptidy, keďže multifos-
forylované peptidy obsahujú viacero 
negatívnych nábojov na fosfátových 
skupinách a eluujú sa neskôr [19]. 

Techniky obohacovania vzoriek 

o fosfopeptidy

Obohatenie fosfopeptidov je kľúčový 
krok v príprave vzoriek na identifi kova-
nie fosforylovaných aminokyselín. Kon-
centrácia fosfoproteínov je v  bunke 
v  porovnaní s  ostatnými proteínmi 
veľmi nízka a  sú takmer nemerateľné 
dostupnými technikami hmotnostnej 
spektro metrie. Fosfopeptidy zle ioni-
zujú, čo je dôsledkom prítomnosti fos-
fátovej skupiny, ktorá je záporne na-
bitá. Tým ovplyvňuje efektivitu ionizácie 
a  detekcie pri kyslých podmienkach, 
ktoré sa používajú pri analýze v  pozi-
tívnom móde [20]. Fosfopeptidy bývajú 
v spektrách prekryté fragmentmi nefos-
forylovaných/ abundantnejších pepti-
dových iónov, ktoré majú oveľa vyššiu 
intenzitu signálu. Na získanie/ obohate-
nie fosfopeptidov zo vzoriek bolo vyvi-
nutých viacero metód, ktoré využívajú 
väzbu fosfátovej skupiny na matricu. 
Medzi najviac používané obohacovacie 
metódy patria obohatenie fosfopepti-
dov oxidom titaničitým (TiO2), immobi-
lized metal ion affi  nity chromatography 
(IMAC) a  sequentional elution from 
IMAC (SIMAC).

V prípade TiO2  (voľné častice s  prie-
merom 10  μm) dochádza k  väzbe fos-
fopeptidu cez fosfátové OH skupiny za 
kyslých podmienok. Uvoľnenie tejto 
väzby nastáva za zásaditých podmienok, 
pričom uvoľnené sú najmä monofosfo-
rylované peptidy (multifosforylované 
peptidy sa na TiO2 viažu s príliš vysokou 
afi nitou a  ich elúcia je veľmi obtiažna). 
Na TiO2 sa môžu viazať aj kyslé peptidy, 
čomu sa dá predísť znížením pH kyseli-
nou trifl uóroctovou alebo pridaním ky-
seliny dihydrobenzoovej, či mliečnej, 
ktoré sa na TiO2  viažu s  vyššou afini-
tou než kyslé peptidy, ale s nižšou než 
fosfopeptidy [3]. 

Pri metóde IMAC sú ióny kovov (Fe3+, 
Al3+, Ga3+, Co2+) chelatované na častice 
pokryté nitrilotrioctovou alebo imino-
dioctovou kyselinou, čím vytvárajú sta-
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obohacovacích technikách sú problémy, 
ktoré je nutné riešiť. Nemenej dôle-
žitými sú i  obmedzenia v  MS analýze 
a  bio informatických aplikáciách. Rov-
nako aj zdokonaľovanie starých a vývoj 
nových metód a programov na analýzu 
môže rapídne prispieť k vylepšeniu de-
tekcie a identifi kácie proteínov.
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sú základným mechanizmom pri zapí-
naní/ vypínaní signálnych dráh. Vzhľa-
dom na nízku abundanciu fosfopro-
teínov v  bunkách a  ich problematické 
zachytenie hmotnostným spektrome-
trom je správna voľba metód kľúčovým 
krokom (tab. 1.).

Nedostatky pri momentálne používa-
ných postupoch poskytujú široký pries-
tor na vylepšenie metód. Zamedzenie 
straty materiálu pri príprave vzoriek, či 
väzbe kyslých peptidov na častice pri 

Tab. 1. Schéma postupu spracovania 

vzorky proteomickými metódami.

Proteolitické štiepenie

a)  FASP – fi lter aided sample 
preparation

b) štiepenie v roztoku
c) štiepenie v géli

Kapalinová chromatografi a

a) SCX – strong cation exchange
b)  HILIC – hydrophilic interaction 

liquid chromatography
c)  ERLIC – electrostatic repul-

sion – hydrophilic interaction 
chromatography

Obohatenie fosfopeptidov

a) TiO2 
b)  IMAC – immobilized metal ion affi  -

nity chromatography
c)  SIMAC – sequential elution from 

IMAC

Hmotnostne spektrometrická 

analýza

a) MALDI/MS
b) LC-ESI/MS
+ tandemové MS/MS analýzy (CID, ETD)

Analýza dát – určenie 

signálnych dráh

a) ingenuity pathway analysis
b) path visio
c) david


