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reflectron, cit.5). 
Fragmentace peptidu na aminokyseliny nebývá úplná 

a výsledná spektra PSD jsou často velmi komplikovaná. 
V posledních letech byly vypracovány techniky, které pro-
blémy spojené s analýzou PSD překonávají. Keough zave-
dením silně kyselé sulfoskupiny na N-koncovou aminosku-
pinu peptidu dosáhl dramatického zvý�ení fragmentace. Při 
analýze PSD derivatizovaných peptidů byly generovány 
předev�ím y- a b-ionty6, tedy ionty vznikající fragmentací 
peptidu v místě peptidové vazby. Výrazný pokrok přineslo 
zavedení ve vodě stabilního sukcinimidylesteru 3-sulfo-
propanové kyseliny, který je schopen připojit sulfoskupinu 
k N-koncové aminoskupině peptidu i ve vodném prostředí 
(obr. 1, cit.7). Aby u peptidů zakončených lysinem zůstala 
nederivatizována ε-aminoskupina lysinu, je nutné ji bloko-
vat. Reakce s hydrogensulfátem O-methylisomočoviny je 
při zásaditém pH velmi selektivní (obr. 2, cit.8). Negativně 
nabitá sulfoskupina na N-konci dodává b-iontu celkový 
neutrální náboj (obr. 3), co� znemo�ňuje jeho detekci. Vý-
sledné spektrum PSD s chemicky asistovanou fragmentací 
(CAF) je tedy slo�eno výhradně z y-iontů, co� usnadňuje 
interpretaci spektra. Velmi výhodné je proteolytické �těpy 
adsorbovat na reverzní fázi C18 např. v ZipTip �pičkách. Při 
reakcích s takto imobilizovanými peptidy se lze vyhnout 
komplikacím s či�těním a izolací a celý postup je výrazně 
urychlen9. 
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Úvod 
 

Hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-
Asisted Laser Desorption Ionization Time of Flight) je ru-
tinně pou�ívaná technika pro identifikaci proteinů. Spolu 
s vysokorozli�ovací dvojrozměrnou polyakrylamidovou 
gelovou elektroforézou (2D-PAGE) patří ke klasickým me-
todám proteomiky. 

Na přístrojích MALDI-TOF se identifikace proteinů 
provádí předev�ím metodou peptidového mapování (PMF − 
peptide mass fingerprinting, cit.1). Metoda PMF je zalo�ena 
na enzymovém �těpení proteinu sekvenčně specifickou pro-
teasou. Při enzymatickém �těpení trypsinem vznikají pepti-
dy s argininem nebo lysinem na C-konci. Hmotnostní spekt-
rum získané ze směsi proteolytických �těpů představuje 
specifickou charakteristiku proteinu. Měřenou veličinou je 
poměr hmotnost/náboj (m/z). Hodnoty m/z odečtené ze 
spektra lze v databázových programech porovnat s teore-
ticky vypočtenými hodnotami m/z proteolytických �těpů. Na 
základě shody experimentálních a teoretických hodnot lze 
ke spektru s určitou jistotou přiřadit protein. 

Jednoduchost a rychlost přípravy vzorků pro analýzu 
MALDI-TOF, rychlost samotné analýzy a snadné vyhodno-
cení spekter činí tuto metodu ideální pro rutinní identifikaci 
proteinů separovaných pomocí 2D-PAGE. V některých 
situacích v�ak není mo�né protein jednoznačně identifikovat 
pouze ze spektra proteolytických �těpů. V těchto případech 
je potřebné určit sekvenci aminokyselin v proteinu. Moderní 
hmotnostní spektrometry MALDI-TOF jsou schopny po-
skytnout informace o sekvenci aminokyselin v analýze PSD 
(post-source decay − rozpad za iontovým zdrojem)2−4. Ana-
lýzou PSD lze lokalizovat i některé posttranslační modifika-
ce4. Pro usnadnění analýzy PSD jsou hmotnostní spektrome-
try některých výrobců vybaveny speciálními typy reflektro-
nu, např. reflektronem se zakřiveným polem (curved-field 

Obr. 1. Příklad reakce N-koncové aminoskupiny tetrapeptidu se 
sukcinimidylesterem 3-sulfopropanové kyseliny; při reakci se 
molekulová hmotnost peptidu zvy�uje o 136,0 Da 

Obr. 2. Schéma blokování ε-aminoskupiny lysinu přeměnou na 
homoarginin; při reakci se molekulová hmotnost peptidu zvy�uje 
o 42,0 Da 
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Pro analýzu proteinového profilu bakterie Francisella 
tularensis byl zvolen přístup vyu�ívající separační techniku 
2D-PAGE a identifikaci MALDI-TOF hmotnostní spektro-
metrií. Pro identifikaci byl pou�it program ProteinProspec-
tor verze 3.4.1 (University of California, San Francisco 
Mass Spectrometry Facility, USA) a volně dostupná databá-
ze NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
 
Experimentální část  
 
C h e m i k á l i e  a  p ř í s t r o j e  
 

Pro přípravu roztoků byla pou�ita deionizovaná voda 
připravená na aparatuře Milli-Q PF plus od firmy Millipore 
(Bedford, USA) a acetonitril (AcN) stupně čistoty LiChro-
solv® od firmy Merck (Darmstadt, Německo). Kyselina 
trifluoroctová (TFA) spektrofotometrické čistoty byla vyro-
bena firmou Aldrich (Milwaukee, USA). Chemikálie a puf-
ry potřebné pro derivatizaci (modifikátor lysinu, činidlo pro 
CAF, ukončovací činidlo, pufr pro modifikátor lysinu, pufr 
pro CAF činidlo) byly součástí soupravy pro CAF-MALDI 
sekvenování EttanTM (CAF-MALDI sequencing kit firmy 
Amersham Bioscience, Uppsala, �védsko). 

Jako matrice byly pou�ity 4-hydroxy-α-kyan-skořicová 
kyselina (CHCA) a 2,5-dihydroxybenzoová kyselina 
(DHB). Obě matrice byly dodány v rekrystalizované formě 
firmou LaserBio Labs (Sophia-Antipolis Cedex, Francie). 
Analýza byla prováděna na hmotnostním spektrometru 
MALDI-TOF Voyager-DETM STR firmy Applied Biosys-
tems (Framingham, USA). 

P ř í p r a v a  v z o r k ů  p r o  a n a l ý z u  
 

Proteiny určené pro identifikaci byly vyříznuty z gelu 
2D-PAGE obarveném Coomassie modří G250. Po trypsino-
vém �těpení byly vzniklé peptidy z gelu extrahovány rozto-
kem 50% AcN / 0,5% TFA. Extrakty byly ve vakuové cent-
rifuze koncentrovány na přibli�ný objem 10 µl. Měření 
PMF bylo prováděno s oběma matricemi. Pou�ití DHB mat-
rice obvykle vedlo k vy��ímu počtu píků ve spektru. Jestli�e 
byla identifikace nejednoznačná, vzorek byl derivatizován 
a podroben analýze PSD. 

Derivatizace byla prováděna dle instrukcí výrobce 
s některými výjimkami. Přidáním 10% roztoku NaHCO3 
bylo pH extraktu posunuto na alkalickou stranu. 
K extrahovaným peptidům byl přidán pufr s modifikátorem 
lysinu. Reakce probíhala dvě hodiny při 37 °C. Poté byl 
přidán roztok 5% TFA, aby pH roztoku bylo kyselé. Peptidy 
s modifikovanými lysinovými zbytky byly navázány na 
reverzní fázi C18 v ZipTip �pičkách (Millipore Corp. Bed-
ford, USA) a promyty roztokem 0,1% TFA. K imobili-
zovaným peptidům byl přidán roztok činidla pro CAF 
v pufru. Reakce byla zastavena pipetováním ukončovacího 
roztoku. Peptidy byly promyty roztokem 0,1% TFA a eluo-
vány roztokem 50% AcN / 0,1% TFA. Pro analýzu PSD 
byla pou�ita směs derivatizovaných peptidů s CHCA nebo 
DHB matricí. Proto�e derivatizace měnila molekulové 
hmotnosti peptidů, bylo nejdříve změřeno spektrum 
v pozitivním reflektronovém módu a z něj byl vybrán ma-
tečný ion určený k analýze PSD. Jestli�e experimentálně 
zji�těná sekvence souhlasila s teoretickou sekvencí předbě�-
ně určenou při PMF, program Data Explorer verze 4.0 
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) píky fragmen-
tů s tolerancí ± 0,5 Da označil příslu�nými y-ionty s in-
dexem, který udával počet aminokyselin v daném fragmen-
tu. Výhodou je, �e při fragmentaci se od�těpuje i 3-
sulfopropanová kyselina. Tím se nemění molekulové hmot-
nosti fragmentů, nemá-li v�ak peptid na C-konci lysin. 
V tom případě narůstají molekulové hmotnosti v�ech frag-
mentů o 42,0 Da a v předbě�né sekvenci je nutno nahradit 
lysin homoargininem. 

Obr. 3. Příklad fragmentace derivatizovaného tetrapeptidu; při 
fragmentaci vznikají výhradně b- a y-ionty; díky celkovému neut-
rálnímu náboji není b-ion detegovatelný 
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Obr. 4. Spektrum PMF neznámého proteinu po trypsinovém �těpení; spektrum bylo změřeno v pozitivním reflektronovém 
módu s matricí CHCA; �ipky označují peptidy, kterými byl protein předbě�ně identifikován  
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Výsledky a diskuse 
 

Úspě�nost identifikace proteinů separovaných pomocí 
2D-PAGE na hmotnostním spektrometru MALDI-TOF je 
závislá na mnoha faktorech, mezi které patří např. mno�ství 
a vlastnosti proteinu, typ barvení gelu 2D-PAGE, protokol 
pro enzymatické �těpení proteinu, příprava matrice a vzorku 
pro analýzu, kontaminace vzorku a jeho purifikace. A� na 
výjimky byly proteiny identifikovány metodou PMF. Jestli-
�e byl protein identifikován men�ím počtem peptidů ne� 
pět, nebo aminokyseliny peptidů pokryly méně ne� 20% 

aminokyselinové sekvence proteinu a nebo hodnota isoelek-
trického bodu a molekulová hmotnost proteinu vykazovaly 
výrazné rozdíly proti hodnotám zji�těným z 2D-PAGE, byla 
identifikace potvrzena analýzou PSD s CAF, jak je ukázáno 
na příkladu. Spektrum PMF (obr. 4) bylo porovnáno se 
spektrem derivatizovaných peptidů (obr. 5). Rozdíly od 
původních hodnot byly 136 Da u píku 1186,18 a 2826,30 
a 178 Da u píku 942,12. Rozdíl 178 Da svědčí o modifikaci 
původního lysinu na C-konci na homoarginin. Kompletní 
série y-iontů potvrdila předpokládanou sekvenci aminokyse-
lin Phe-Tyr-Ala-Val-His-Lys v peptidu o původní hodnotě 

Obr. 5. Spektrum měřené po derivatizaci peptidů v pozitivním reflektronovém módu s matricí DHB; �ipky značí peptidy, 
u kterých byla provedena analýza PSD 

Obr. 6. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 942,1, matrice CHCA  

Obr. 7. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 1186,2, matrice CHCA 
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m/z 764,38 (obr. 6) a Asn-Val-Ile-Gly-Glu-Ile-Tyr-Ser-Arg 
v peptidu o původní hodnotě m/z 1050,52 (obr. 7). Téměř 
kompletní série iontů y26-y5 potvrdila část předpokládané 
sekvence Ala-Asp-Phe-Ala-Asp-Ser-Ile-Asp-Ala-Asn-Ala-  
-Val-His-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Thr-Ala-Ala-Gln-Glu- 
-Ile-Arg v peptidu o původní hodnotě m/z 2690,21 (obr. 8). 
Při bě�ném potvrzení identifikace je postačující určit část 
sekvence u jednoho peptidu a porovnat ji se sekvencí před-
bě�ně určenou při PMF. Zobrazený příklad tyto po�adavky 
tedy výrazně přesahuje. 

Slabé místo protokolu pro derivatizaci peptidů je mani-
pulace se ZipTip �pičkami. Zvládnutí této techniky vede 
k úspě�né derivatizaci vzorků. Derivatizované peptidy jsou 
velmi snadno fragmentovány, a proto pro výběr matečných 
iontů je někdy nutné pou�ít tzv. �chladnou� matrici DHB. 
Matrice DHB se v některých případech osvědčila i pro 
vlastní analýzu PSD. 
 
Závěr 

 
PSD s CAF je technika určená pro sekvenování peptidů 

o neznámé primární struktuře (tzv. de-novo sekvenování) na 
hmotnostním spektrometru MALDI-TOF. V na�í laboratoři 
na�la uplatnění jako prvek, který výrazně zjednodu�uje 
a ulehčuje získání a vyhodnocení spekter PSD pro potvrzení 
identifikace proteinů. 

 
EttanTM souprava pro CAF-MALDI sekvenování byla 

laskavým darem od prof. C. R. Noe z Ústavu farmaceutické 
chemie Univerzity Vídeň. Tato práce je součástí projektu 
Ministerstva �kolství, mláde�e a tělovýchovy ČR (projekt č. 
LN00A033). 
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Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine, 
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tides 

 
The MALDI-TOF MS is an ideal method for routine 

identification of proteins separated by two-dimensional 
polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE). However, 
in some cases the outputs from peptide mass fingerprinting 
(PMF) do not enable unambiguous identification of pro-
teins. In such situation, determination of a partial amino 
acid sequence of the target protein would be extremely help-
ful in the PMF identification. Sequencing using MALDI-
TOF post-source decay (PSD) usually generates complex 
spectra and the fragmentation is not complete. PSD se-
quencing with chemically assisted fragmentation allows to 
avoid these problems. Application of both methods in iden-
tification of proteins of Francisella tularensis is presented. 

Obr. 8. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 2826,3, matrice CHCA  


