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Hmotnostni spektrometrie —
co to je a k cemu je to dobreé?

V élanku na str. 262-264 této Zivy jsme se zamérili na ivod do proteomiky
a zakladni principy proteomickych metod. V navazujicim prispévku se blize
podivame na hmotnostni spektrometr a jeho vyuziti v proteomice i mimo ni. Pro
uspokojeni naroki biologického, biomedicinského a farmakologického vyzkumu
uz Casto nestaci analyzovat jeden protein nebo jednu buné¢nou drahu. Je treba
jev pochopit v kontextu celych siti molekul, celych bunék, tkani, i dokonce orga-
nismu a soucasna hmeotnostni spektrometrie je jednim z analytickych nastroji,
ktery nam studium takto sloZitych smési umoziuje.
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Jak funguje hmotnostni spektrometr?

Jak jsme jiz zminili, hmotnostni spektro-
metr jsou v principu vysoce pfesné vahy.
Tento analyticky p¥istroj vSak umoziuje
stanovit pfesnou molekulovou hmotnost
pouze nabitych ¢astic. Kladné nebo zapor-
né nabité ¢astice (ionty) vstupuji do hmot-
nostniho spektrometru, kde na né v ¢asti
zvané analyzator pisobi magnetické, elek-
trické ¢i radiofrekvenéni pole, p¥ipadné
jejich kombinace. Pohyb ionti (rychlost
a trajektorie) v analyzatoru je zavisly na
molekulové hmotnosti a ndboji analyzova-
nych ¢éstic. Analyzator pak poskytuje pro
kazdou ¢astici idaj o poméru jeji hmot-
nosti a ndboje, vyjadireny jako hodnota m/z
(anglicky mass to charge). V praxi se ¢asto
v rdmci jednoho p¥istroje vyuzivaji dva
hmotnostni analyzatory (tandemovéa hmot-
nostni spektrometrie, podle Mass Spectro-
metry ozna¢ovanid MS/MS) — prvni umoz-
Nuje vybrat urcité ¢astice, které lze poté
rozbit na mensi fragmenty a ty pak métit ve
druhém hmotnostnim analyzatoru (obr. 1).

Priklady vyuziti

Prvni hmotnostni spektrometr sestrojil
v 1. 1912 anglicky fyzik Joseph John Thom-
son, objevitel elektronu, ktery s jeho pomoci
prokazal existenci izotoptl prvku. V pocat-
cich byly hmotnostni spektrometry vyuzi-
vany hlavné pro izotopové analyzy prvkd,
napt. olova 2%6Pb a 297Pb k ur¢ovéni geolo-
gického stafi hornin, pfipadné pro ziskavani
ur¢itého izotopu, napf. uhliku 13C.
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Ve 40. letech 20. stoleti zacaly byt hmot-
nostni spektrometry komercné dostupné,
jejich vyuziti se viak omezovalo hlavné na
fyzikaln{ a chemické laboratofe. Neceka-
né vyznamnou tlohu sehraly za druhé své-
tové valky. Diky schopnosti rozdélit izotopy
urcitého prvku procesem elektromagnetic-
ké separace byly hmotnostni spektrometry
(kalutrony) ve velkych pottech vyuzity pro
obohacovéni uranu 23%U. Tento uran byl
pouzit pro vyrobu atomové bomby shoze-
né na japonskou Hiro$imu 6. srpna 1945.
Dnes jsou jiz zndmy i¢inné&jsi metody pro
obohacovén{ uranu, pfesto je kviili moZnos-
ti takového vyuziti dod4dvani hmotnostnich
spektrometrd do nékterych statt (napf.
franu) omezené.

Oproti ptivodnimu vyuziti pro vyrobu
zbran{ se v sou¢asnosti tyto pfistroje pouZi-
vaji pro jejich odhaleni. Na letistich a pii
kontrolach na hranicich sttt se mtizeme
setkat s tim, Ze bezpe¢nostni technik pro-
vadi stéry z povrchu zavazadel, rukou nebo
obleceni. Takto sebrané vzorky se analyzuji
pfimo na misté pomoci pfenosného hmot-
nostniho spektrometru o velikosti pfiru¢ni-
ho kuffiku. Na nékterych letistich vyuZziva-
ji jesté i malé prichozi kabiny, ve kterych
silny proud vzduchu uvolni p¥ipadné
zbytkové Céastice zakdzanych latek z téla
i obleceni a odnese je do hmotnostniho
spektrometru k analyze. Namétend spektra
se porovnavaji s databazi spekter vybus-
nin, nebezpecnych chemikalii nebo drog.
Vysledky vidi obsluha p¥istroje v redlném

~~ Vysoce hydrofobni peptidy
~~ stfedné hydrofobni peptidy
~~ hydrofilni peptidy
kuli¢ky s hydrofobnim povrchem

naneseni vzorku
obsahujiciho smés

pfivadéni rozpoustédla
s postupné se zvySujicim

peptidt obsahem nepolarni slozky
2 Y
s =
o
ﬂ S
© o
°
3 g e
>N b
3 <
8 Cas o
N
o —> 3
[T -~
> =
S i}
2 =
o3 o
=
oy [0]
o o
>qE) 8
@ o
S ==
& N[~/

\¢/
vstup do hmotnostniho 2
spektrometru

1 Schéma fungovani hmotnostniho
spektrometru. Céstice (napt. peptidy) jsou
nejprve separovany pomoci kapalinové
chromatografie v roztoku vody s kyselinou
mravendi (zdroj protont pro ionizaci pep-
tidt) s nartstajicim podilem organického
rozpoustédla. Elektrosprej (drobné skle-
néna $picka na konci chromatografické
kolony, na kterou je ptivadéno vysoké
napéti) rozstfikuje kapalinu s peptidy do
drobnych kapek, ze kterych se rozpous-
tédla rychle odpati a ztistanou jen nabité
peptidy. Tyto ionty vstupuji do hmotnost-
niho spektrometru a je zaznamenano MS1
spektrum (MS — Mass Spectrometry). Diky
specifickym vlastnostem iont danych
pomérem jejich hmotnosti a néboje (hod-
nota m/z) je mozné s ionty cilené manipu-
lovat zménou elektromagnetického pole
v analyzédtoru. Vybrané prekurzorové ionty
jsou filtrovany v prvnim hmotnostnim
analyzatoru a odeslany do kolizni cely.
Zde dochézi k jejich srdzkam s plynem

a vzniklé fragmentové ionty jsou poslany
do druhého hmotnostniho analyzatoru

a zaznamenany detektorem (MS2 spek-
trum). Vytvofeno v programu BioRender,
orig. J. Cervenka (odkaz na webu Zivy)

2 Separace vysokotc¢innou kapalino-
vou chromatografii (HPLC) s reverzni
fazi. Peptidy ve vodném roztoku se
vazou na hydrofobni povrch kulicek, a to
fobni. Postupnym protékdnim rozpous-
tédla s pribyvajici organickou (nepolarni)
slozkou se postupné interakce peptida

s kulickami naruguji a peptidy jsou unése-
ny do hmotnostniho spektrometru.

3 Zéaznam MS1 spektra. Intenzity
prekurzorovych iontt (peptidd) v ¢asti
MS1 spektra v rozsahu 890 az 1 090 m/z
z méfeni peptidt lidskych fibroblasta.
Prekurzorové ionty jsou vybirany

k fragmentaci v kolizni cele na zakladé
jejich intenzity v MS1 (osa y) od nejvyssi
intenzity signédlu po nejnizsi.

4 Zaznam MS2 spektra. Intenzity frag-
mentovych iontd v MS2 spektru vzniklé
z prekurzorového iontu m/z = 493,3364,
z = 2 (peptid s aminokyselinovou sekvenci
VLLSLLSIK, molekulovd hmotnost

Mw = 985,673 Da, jednotka Da — dalton).
Peptidy se mohou fragmentovat v oblasti
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peptidové vazby, ¢imz vznikaji ionty typu
b (N-koncové ¢ést peptidu) a y (C-koncova
¢ast peptidu). Cisla b a y iontt ukazuji
pocet aminokyselinovych zbytkt v iontu.
Jak je patrné z MS2 spektra, rozdily hod-
not m/z mezi jednotlivymi y ionty jsou
rovny Mw odpovidajictho aminokyseli-
nového zbytku. Mw uvedené v obr. patii
aminokyselinovym zbytkiim bez H,O,
uvolnéné pfi vzniku peptidové vazby.
Orig. autofi ¢lanku (obr. 2—4)

¢ase (sekundy) a pro detekci latky staci jeji
stopové mnozstvi (jednotky nanogrami).

Vysledky analyz hmotnostni spektro-
metrif ovliviiuji i na$ kazdodenni Zivot.
Tyto pfistroje se pouzivaji pro kontrolu
pitné vody (zjistovani p¥itomnosti anorga-
nickych i organickych latek) a potravin,
véetné dopliikt stravy. Umoziiuji urcit
kontaminaci vzorku (napt. ovoce) zakaza-
nymi hnojivy a pesticidy, zjistit pfitom-
nost toxint plisni (tfeba aflatoxint produ-
kovanych rodem Aspergillus) nebo ovéfit
deklarované sloZeni a pravost vyrobku.

V klinické mediciné se hmotnostni spekt-
rometrie rutinné pouZiva pro analyzy vzor-
kit krve nebo moci. MiiZeme sledovat hla-
diny léc¢iv v téle a ovéfit, zda pacient bere
léky pravidelns, pfipadné jestli neni nutné
upravit ddvkovani kvuli odlisné rychlosti
metabolismu lé¢iva u konkrétniho ¢lovéka.
MuZeme stanovit pfitomnost ¢i hladiny
latek, jako jsou drogy, jedy, vitaminy atd.,
ametabolitd spojenych napt. s otravou nebo
metabolickou poruchou (kyselina mraven-
¢i apod.). Ve vétsich nemocnicich je pouZi-
van hmotnostni spektrometr pro rychlou
(v fadu desitek minut) identifikaci pavod-
cd mikrobidlnich onemocnéni zptsobo-
vanych bakteriemi, kvasinkami a plisné-
mi, v&etné dilezité informace o rezistenci
identifikovaného bakteridlntho kmene vici
antibiotikiim. Zajimavou, av8ak zatim ne-
rozsifenou metodou je elektricky skalpel,
ktery pfi provaddéni fezu béhem chirurgic-
ké operace odpatuje ¢ast tkané a tyto vypa-
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ry jsou ihned analyzovédny hmotnostnim
spektrometrem. Chirurg mé tak okamzitou
informaci, zda napt. jesté odstratiuje nado-
rovou tkén, nebo jiz zasahuje do zdravé
tkané, coZz by mélo vyznamné pomoci pies-
nému operovani nadord.

Nejrozmanitéjsi uplatnéni nachaz{ hmot-
nostni spektrometrie v zdkladnim i apliko-
vaném vyzkumu. Archeologové mohou pro-
vadét radiokarbonovou metodu datovani
artefakt, zaloZenou na stanoveni mnozstvi
izotopu uhliku C v organickych materia-
lech. Hmotnostni spektrometry jsou obvyk-
lou soucésti vesmirnych sond i planetarnich
moduli a poskytuji astrobiologtim infor-
mace o sloZenf atmosféry i pevné hmoty
vesmirnych téles. Maly p¥istroj je umistén
také na Mezinarodni vesmirné stanici (ISS),
kde monitoruje kvalitu vzduchu dychaného
posédkou. Chemie, fyzika, biologie — ana-
lyzy DNA, RNA, proteint, lipidd, metabo-
litd, organickych i anorganickych latek —
v8ude tam se dnes vyuzivad hmotnostni
spektrometrie. Poskytuje informaci o hmo-
té iontd, ze které miiZeme odvodit nejen pii-
tomnost a mnoZstvi ur¢itého atomu nebo
molekuly, ale také pfesné chemické (izo-
topové) sloZeni a strukturu. Jedinou nut-
nosti zistdva, aby byla studovana latka
ionizovatelna a odpovéd na otdzku mohla
poskytnout jeji hmotnost ¢i naboj.

Hmotnostni spektrometrie

v proteomickych experimentech

Pro kazdy proteomicky experiment je kli¢o-
vé extrakce proteint ze vzorku. Podle typu
vzorku se vyuZzivaji riizné metody uvolnéni
proteind — napf. mechanick4 homogeniza-
ce tkané, rozpusténi bunéénych membran
detergenty, povateni vzorku apod. Pfidava
se téZ redukéni ¢inidlo, které zajisti rozru-
$eni disulfidickych mustki — kovalentnich
vazeb mezi postrannimi fetézci cysteind,
které Casto propojuji rtizné casti fetézce
proteinu nebo i proteiny mezi sebou. Nasle-
duje alkylace redukovanych postrannich
fetézcu cysteint, aby se disulfidické must-

ky nemohly znovu vytvofit. Denaturované
proteiny jsou poté rozstépeny specifickou
protedzou (napf. trypsinem), ¢imz vznikne
sloZit4 smés mensich peptidd, které jsou pro
analyzy vhodnéjsi nez celé velké molekuly
proteind. Tuto sloZitou smés peptidi je nut-
né rozdélit, k Gemuz se vyuziva kapalinova
chromatografie (Liquid Chromatography,
LC) s reverzni fazi, ve které se peptidy po-
stupné uvoliiuji ve smési organického roz-
poustédla a vody, tedy latek, které se daji
snadno odpafit (obr. 2). P¥i vstupu peptidi
do hmotnostniho spektrometru se pepti-
dtim udéli ndboj, nej¢astéji pomoci ioniza-
ce elektrosprejem. Uvnitt spektrometru je
vakuum, aby se pfedeslo srazkdm iontt
peptidt s molekulami vzduchu, které by
mohly narusit ionizaci nebo peptidy rozbit
(obr. 1). V hmotnostnim analyzatoru jsou
zméfeny vSechny peptidy (prekurzorové
ionty), které vstupuji do spektrometru
v dany okamzik, a vysledkem je MS1 spek-
trum (obr. 3). Prvni analyzator nasledné
vybird jednotlivé peptidy podle intenzity
signalu a postupné je posila do kolizni
cely. Zde vlivem vysokého napéti a srazek
s molekulami inertniho plynu (dusiku)
dochazi k rozpadu prekurzorovych iontt
na ionty mensich peptidi a aminokyse-
lin — fragmentové ionty. Ty vstupuji do
druhého analyzatoru, kde jsou zméfeny,
a poté poslany na detektor, ktery zaznamena
intenzity signéld jednotlivych iontd — vy-
sledkem je MS2 spektrum.

Jak ale ze seznamu hodnot m/z prekur-
zorovych a fragmentovych ionta zjistime,
které proteiny byly ve vzorku? ProtoZe jsme
pro piipravu peptidt z pivodnich proteint
pouzili specifickou protedzu trypsin, ktera
§tépi proteiny vedle aminokyseliny lyzinu
a argininu, kazdy vznikly peptid by mél byt
ukonéen lyzinem nebo argininem. Z MS1
spektra vime, jaké hodnoty m/z patfi jed-
notlivym peptidiim, a zname i hodnoty m/z
fragmentovych iontt (mensich peptidi)
pat¥ici prekurzorovym ionttim vybiranym
z MS1 spektra. ProtoZe k fragmentaci pre-
kurzorovych iont dochéazi pfednostné
v misté peptidové vazby, mtizeme z MS2
spektra ,,pfecist” aminokyselinovou sekven-
ci ptivodniho peptidu (obr. 4). Pro identifi-
kaci v8ech peptidd, resp. proteini, ve vzorku
se vyuzivaji proteinové databaze a podita-
¢ové programy. Pokud zndme sekvenci ge-
nomu studovaného organismu, miZeme
z nf odvodit sekvence proteinti, které tento
genom kéduje. Pomoci pocitacovych pro-
grami tyto proteiny in silico rozitépime
stejnou protedzou (trypsinem) a ziskame
teoretické molekulové hmotnosti pepti-
dd. Porovnanim naméfené molekulové
hmotnosti peptidu s teoretickou hodnotou
a ovéfenim sekvence na zdkladé fragmen-
tovych ionti lze urdit, ktery peptid, resp.
protein, jsme identifikovali. Porovnanim
signélu jednotlivych peptidd mezi vzorky
pak mtiZeme kvantifikovat zastoupenti jed-
notlivych proteint v riznych vzorcich.

S vyznamnym vyvojem hmotnostnich
spektrometri v poslednich letech 1ze oce-
kéavat, Ze aplikaci bude jen pfibyvat.

Prdce byla podporena projektem Ndrodni
ustav pro vyzkum rakoviny spolufinanco-
vanym Evropskou unii (LX22NP0O5102).

PouZit4 literatura uvedena na webu Zivy.

CLXXXVII

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2025. Pretisk &lanku v&etné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.





