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SOUHRN 

Hypertrofick§ kardiomyopatie se Śad² mezi nejļastŊjġ² geneticky podm²nŊn§ 

onemocnŊn² kardiovaskul§rn²ho syst®mu. Aļkoliv je toto onemocnŊn² zn§m® dlouhou 

dobu, zat²m neexistuj² snadno pouģiteln® diagnostick® postupy, kter® by odhalily chorobu 

v ranĨch st§di²ch, coģ je z§sadn² zejm®na u jedincŢ s negativn² nebo nezn§mou rodinnou 

anamn®zou. 

Tvorba metody c²len® proteomick® analĨzy spolu s kvantifikac² vybranĨch 

potenci§ln²ch markerŢ hypertrofick® kardiomyopatie pomoc² izotopicky znaļenĨch 

standardŢ byla hlavn²m c²lem pŚedkl§dan® dizertaļn² pr§ce. Touto metodou lze odhalit jiģ 

velmi mal§ mnoģstv² hledanĨch potenci§ln²ch markerŢ v minim§ln²m mnoģstv² 

biologick®ho materi§lu. V kombinaci s vhodnŊ pouģitĨmi standardy nav²c umoģŔuje 

pŚesnou kvantifikaci velk®ho poļtu analytŢ v relativnŊ kr§tk®m ļase.  

Pomoc² c²len®ho proteomick®ho pŚ²stupu bylo kvantifikov§no nŊkolik proteinovĨch 

markerŢ hypertrofick® kardiomyopatie, kter® byly jiģ dŚ²ve uvedeny v literatuŚe. Z§roveŔ 

byl v r§mci dizertaļn² pr§ce pops§n plazmatickĨ fibronektin jako novĨ potenci§ln² marker 

tohoto onemocnŊn². Koncentrace nŊkolika vybranĨch proteinŢ byly z§vŊrem stanoveny 

pomoc² enzymoimunoanalytick® metody a porovn§ny s vĨsledky c²len® proteomick® 

analĨzy. 

V r§mci pŚedkl§dan® dizertaļn² pr§ce byla vytvoŚena a ovŊŚena metoda c²len® 

proteomick® analĨzy umoģŔuj²c² sledov§n² hladin nŊkolika potenci§ln²ch markerŢ 

hypertrofick® kardiomyopatie bŊhem jedn® ļasovŊ nen§roļn® analĨzy. Z pohledu naplnŊn² 

c²lŢ dizertaļn² pr§ce byly tyto experimenty ¼spŊġn®. Studium problematiky kvantifikace 

proteinŢ ale uk§zalo dalġ² moģn® ¼hly pohledu na n§mi aplikovan® postupy, kter® je tŚeba 

d§le kriticky zvaģovat, rozv²jet a zejm®na vhodnŊ interpretovat. 

Kl²ļov§ slova: hypertrofick§ kardiomyopatie, proteinov® markery, c²len§ proteomick§             

analĨza, kvantifikace 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

SUMMARY  

Hypertrophic cardiomyopathy is one of the most common inherited diseases of the 

cardiovascular system. Although this disease is known for a long time, a suitable 

diagnostic procedure uncovering its early stages in patients with negative or unknown 

family history is still lacking. 

A development of the method for targeted proteomic analysis in combination with 

subsequent quantification of chosen hypothetical markers of hypertrophic cardiomyopathy 

was the main aim of this thesis. This method is able to detect very small amounts of chosen 

markers in the minimum amount of complex biological material. Moreover, in 

combination with properly used standards, targeted proteomic analysis enables quite 

precise quantification of many analytes in a relatively short time.  

Several previously described protein markers of hypertrophic cardiomyopathy were 

assayed and quantified using unique proteomic technique. Concurrently, a new potential 

protein marker ï soluble fibronectin ï was described. Protein concentrations were 

validated using enzymoimmunoanalytical method and obtained results were compared 

with targeted proteomic analysis findings. 

In the presented thesis, a new short method was developed for detection and 

quantification of potential markers of hypertrophic cardiomyopathy. The main objectives 

of this dissertation thesis were successfully fulfilled. Nevertheless, an area of the protein 

quantification using mass spectrometry offers many points of view on these targeted 

analyses, which should be further studied, critically considered, developed and correctly 

interpreted. 

Key words: hypertrophic cardiomyopathy, protein markers, targeted proteomic analysis,         

quantification 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

POUĢIT£ ZKRATKY 

ANP   atri§ln² natriuretickĨ peptid (atrial natriuretic peptide) 

AUC  plocha pod kŚivkou (area under the curve) 

BNP   mozkovĨ natriuretickĨ peptid (brain natriuretic peptide) 

bTG   ɓ-tromboglobulin 

CE   kolizn² energie (collision energy) 

CID   koliz² indukovan§ disociace (collision-induced dissociation) 

CK-MB  kreatinkin§za MB (creatine kinase MB ) 

CV   koeficient variace (coefficient of variation) 

DP   deklasterizaļn² potenci§l (declustering potential)  

DT   doba mŊŚen² jednoho pŚechodu (dwell time) 

DTT   Clelandovo ļinidlo ((2S,3S)-1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol) 

ELISA  heterogenn² enzymov§ imunoanalĨza (enzyme-linked immunosorbent 

assay) 

ESI   elektrosprejov§ ionizace (electrospray ionization) 

FA   kyselina mravenļ² (formic acid) 

FABP   protein v§zaj²c² mastn® kyseliny (fatty-acid binding protein) 

FDR   pod²l faleġnŊ pozitivn²ch vĨsledkŢ (false discovery rate) 

FN  fibronektin 

FT   proch§zej²c² frakce (flow through) 

GP-BB  glykogenfosforyl§zya BB (glycogen phosphorylase BB) 

HPLC   vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie (high performance liquid 

 chromatography) 

CHAPS  3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylamonium]-1-propansulfon§t 

IGF-1  somatomedin C (inzulin-like growth factor 1) 

LIT   line§rn² iontov§ past (linear ion trap) 

MALDI   desorpce/ionizace laserem za ¼ļasti matrice (matrix-assisted laser 

desorption/ionization) 

MIDAS  MRM-iniciovan§ detekce a sekvenace (MRM-initiated detection and 

sequencing) 

MMP   matrixmetaloprote§za (matrix metaloprotease) 



 

 

 

 

 

MMTS  S-methyl methanthiosulfon§t 

MRM   monitorov§n² v²cen§sobnĨch reakc² (multiple reaction monitoring) 

MS  hmotnostn² spektrometrie (mass spectrometry) 

PTM   posttranslaļn² modifikace (post-translational modification) 

Q  kvadrup·l (quadrupole) 

RT   retenļn² ļas (retention time) 

sCD40L  rozpustnĨ ligand molekuly CD40 (soluble CD40 ligand) 

SDS   dodecylsulf§t sodnĨ (sodium dodecyl sulfate) 

SID   stabiln² izotopov® ŚedŊn² (stable isotope dilution) 

SRM   monitorov§n² vybranĨch reakc² (selected reaction monitoring) 

TCEP   tris(2-karboxyethyl)fosfan (tris(2-carboxyethyl)phosphine) 

TFA   kyselina trifluoroctov§ (trifluoroacetic acid) 

TFE   2,2,2-trifluoroethanol 

TIMP   tk§ŔovĨ inhibitor metaloprote§z (tissue inhibitor of  

  metalloproteases) 

TNFŬ   tumor nekrotizuj²c² faktor Ŭ (tumor necrosis factor Ŭ) 

TOF   doba letu (time of flight) 

XIC   extrahovanĨ iontovĨ chromatogram (extracted ion chromatogram) 
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1 ªÖÏÄ 

Kardiovaskul§rn² choroby zauj²maj² stabiln² pozici v ļele celosvŊtov®ho ģebŚ²ļku 

nejļastŊjġ²ch pŚ²ļin ¼mrt². Jen v Evropsk® unii tvoŚ² kolem 40 % ¼mrt² roļnŊ (cca 2 mil.).
1
 

PŚev§ģn§ vŊtġina onemocnŊn² kardiovaskul§rn²ho syst®mu je ¼zce spjata s ģivotn²m stylem 

a jejich problematika bĨv§ aktivnŊ Śeġena v r§mci rŢznĨch preventivn²ch programŢ. 

VĨznamn§ ļ§st tŊchto onemocnŊn² je ovġem genetick®ho pŢvodu (napŚ. arytmogenn² 

dysplazie prav® komory, BrugadŢv syndrom, famili§rn² dilataļn² kardiomyopatie, syndrom 

dlouh®ho QT intervalu). Jedn²m z nich je t®ģ hypertrofick§ kardiomyopatie. Toto 

onemocnŊn² je neļastŊjġ² vrozenou chorobou srdce s relativnŊ vysokou prevalenc² 

v populaci (1 : 500 ģivŊ narozenĨch dŊt²).
2
 Vyskytuje se ve formŊ obstrukļn² nebo 

neobstrukļn² a bĨv§ charakterizov§no jinak nevysvŊtlitelnou hypertrofi² zejm®na lev® ļ§sti 

srdce. Patogeneze hypertrofick® kardiomyopatie nen² zat²m plnŊ objasnŊna. Samotn§ 

hypertrofie vznik§ pravdŊpodobnŊ v dŢsledku kompenzaļn²ch reakc² myokardu na 

poġkozenou funkci srdeļn² sarkomery. Postiģena je zejm®na diastolick§ funkce srdce, 

protoģe zbytnŊl§ srdeļn² svalovina lokalizovan§ nejļastŊji v septu lev® komory je hŢŚe 

relaxovateln§ a vytv§Ś² odpor toku krve. KvŢli znaļn® variabilitŊ v genotypov®m i 

fenotypov®m projevu t®to choroby je jej² diagnostika nesnadn§. I kdyģ u vŊtġiny pacientŢ 

mŢģe onemocnŊn² prob²hat bezpŚ²znakovŊ nebo jen s m²rnĨmi symptomy celĨ ģivot, ļ§st 

postiģenĨch, zejm®na mladĨch lid², se nach§z² v riziku n§hl® smrti (10 aģ 20 % 

nemocnĨch). U vļasnŊ diagnostikovanĨch pacientŢ se zn§mou rodinnou anamn®zou lze 

tomuto riziku pŚedch§zet. Bohuģel nen² zdaleka vĨjimkou, ģe n§hl® ¼mrt² je prvn²m 

pŚ²znakem choroby. Ve SpojenĨch st§tech americkĨch se hypertrofick§ kardiomyopatie 

Śad² k nejļastŊjġ²m pŚ²ļin§m ¼mrt² mladĨch sportovcŢ. V dneġn² dobŊ zat²m neexistuje 

diagnostickĨ n§stroj, kterĨ by byl schopen v r§mci rutinn²ho screeningu spolehlivŊ odhalit 

toto z§vaģn® onemocnŊn². 

Nejpouģ²vanŊjġ² metodou diagnostiky u rozvinutĨch forem hypertrofick® 

kardiomyopatie je echokardiografie. Ļasto je vyuģ²v§n t®ģ ultrazvuk a vyġetŚen² EKG. 

Histologick® metody, napŚ²klad endomyokardi§ln² biopsie, se pouģ²vaj² sp²ġe pro 

diferenci§ln² diagnostiku, jelikoģ charakteristick® znaky choroby nebĨvaj² pŚ²tomn® ve 

vġech pŚ²padech a mnohdy bĨvaj² loģiska hypertrofie mimo dosah bioptomu. NadŊje na 
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snadnĨ diagnostickĨ postup byly pŚed ļasem vkl§d§ny do genetickĨch metod. Po vĨzkumu 

v t®to oblasti se uk§zalo, ģe jednoduchĨ screening nen² moģnĨ jednak vzhledem k velk®mu 

poļtu dosud odhalenĨch mutac² a tak® vzhledem k faktu, ģe u zhruba 40 % pŚ²padŢ 

hypertrofick® kardiomyopatie zŢst§v§ konkr®tn² genetickĨ defekt neodhalen. 

Zaj²mav® moģnosti pro vĨvoj screeningov® metody nab²z² klinick§ proteomika. Je 

ale moģn® u tak sloģit®ho onemocnŊn² pouģ²t pro diagnostiku nebo sledov§n² vlivu 

l®ļebnĨch intervenc² proteinov® markery? Je jen velmi m§lo chorob, u kterĨch lze naj²t 

unik§tn² molekulu, jej²ģ pŚ²tomnost ji pŚ²mo charakterizuje. VŊtġinou doch§z² sp²ġe ke 

kvantitativn²m zmŊn§m nŊkolika proteinŢ pŚ²mo ļi nepŚ²mo se ¼ļastn²c²ch patologick®ho 

procesu. CennĨm zdrojem informac² bĨvaj² mapovac² proteomick® experimenty, pŚi 

kterĨch jsou sledov§ny kvantitativn² zmŊny cel®ho spektra detekovanĨch proteinŢ 

v komplexn²m biologick®m materi§lu. Protoģe v praxi nen² moģn® prov§dŊt takto rozs§hl® 

analĨzy na velk®m poļtu vzorkŢ a hodnotit vġechny zmŊny cel®ho proteinov®ho profilu, je 

vĨhodn® vybrat kandid§tn² proteiny, jejichģ kvantitativn² charakteristiky jsou statisticky 

vĨznamn®, a sledovat je napŚ²klad pomoc² metody c²len® proteomick® analĨzy oznaļovan® 

jako monitorov§n² vybranĨch reakc² (SRM, Selected Reaction Monitoring). 

Cesta od objevu potenci§ln²ho markeru ke klinicky pouģ²van® metodŊ laboratorn² 

diagnostiky je velmi dlouh§ a ļasto z rŢznĨch dŢvodŢ (analytickĨch i biologickĨch) 

pŚedļasnŊ konļ². V oblasti diagnostiky hypertrofick® kardiomyopatie nejsou zat²m 

proteinov® markery vyuģ²v§ny, i kdyģ je jiģ pops§na Śada perspektivn²ch kandid§tŢ. 

Pomoc² proteomickĨch n§strojŢ jsme dnes schopni vybran® potenci§ln² ukazatele 

onemocnŊn² pomŊrnŊ rychle stanovit. DobŚe sestaven§ a charakterizovan§ metoda c²len® 

proteomick® analĨzy by mohla vĨznamnou mŊrou pŚispŊt pr§vŊ v oblasti laboratorn² 

diagnostiky a kontroly prŢbŊhu tohoto onemocnŊn². 
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2 4ÅÏÒÅÔÉÃËÜ éÜÓÔ ɀ ÌÉÔÅÒÜÒÎþ ÐĠÅÈÌÅÄ 

2.1 !ÎÁÌĻÚa krve  

NejvŊtġ² pŚednost² krve je jej² pŚ²m§ komunikace s buŔkami cel®ho organismu, tedy 

vļetnŊ bunŊk patologicky pozmŊnŊnĨch. Z takovĨchto bunŊk se n§sledkem jejich 

odum²r§n² a souļasn®ho nespecifick®ho nebo specifick®ho uvolŔov§n² mohou dost§vat do 

cirkuluj²c² krve proteiny a peptidy, charakteristick® pro vzniklĨ patologickĨ stav. 

JednoznaļnĨm pozitivem je tak® jej² snadn§ dostupnost a minim§ln² invazivita odbŊru. 

Zpracov§n² krve na plazmu nebo s®rum patŚ² k denn² rutinŊ klinickĨch pracoviġŠ.  

PŚi proteomick® analĨze krve je dŢleģitou ot§zkou, zda pouģ²t jako vĨchoz² materi§l 

s®rum nebo plazmu. PŚi aktivaci syst®mu sr§ģen² doch§z² ke kask§dovit® enzymatick® 

reakci mnoha sloģek krve, jej²mģ vĨsledkem je tvorba nerozpustn® fibrinov® s²tŊ, v kter® 

doch§z² k zachycov§n² krevn²ch elementŢ, zejm®na erytrocytŢ a trombocytŢ. Trombocyty 

adheruj² a uvolŔuj² obsah svĨch cytoplazmatickĨch granul do okol². S®rum tedy nem§ 

shodn® sloģen² jako plazma. Koagulaļn² faktory jsou vyļerpan®, v s®ru je jinĨ pomŊr iontŢ 

neģ v plazmŊ a mŢģe doch§zet k nespecifick®mu nav§z§n² nŊkterĨch diagnosticky 

zaj²mavĨch proteinŢ na krevn² sraģeninu. Je tedy na peļliv®m zv§ģen², jakĨ vĨchoz² 

materi§l pouģ²t pro pl§novanou studii.
3,4

 

V souļasnosti je na naġem pracoviġti preferov§n odbŊr krve do uzavŚen®ho 

syst®mu, kterĨ je tvoŚen evakuovanou zkumavkou, obsahuj²c² antikoagulant a inhibitory 

prote§z. T²m je zajiġtŊno odebr§n² pŚesnŊ stanoven®ho objemu krve, nedojde k aktivaci 

syst®mu sr§ģen² a d²ky pŚidanĨm inhibitorŢm prote§z nedoch§z² k enzymatick® degradaci 

proteinŢ pŚ²tomnĨch ve vzorku odebran®  krve. KromŊ vĨġe uvedenĨch substanc² obsahuje 

zkumavka jeġtŊ separaļn² ventil, kterĨ je bŊhem centrifugace tlaļen odstŚedivou silou ke 

dnu zkumavky a pomoc² vloģen®ho filtru bezpeļnŊ oddŊl² bunŊļn® souļ§sti krve od 

plazmy.
5
 

2.1.1 0ÒÏÂÌïÍÙ ÓÐÏÊÅÎï Ó ÁÎÁÌĻÚÏÕ ÐÌÁÚÍÙ Á ÊÅÊÉÃÈ ĠÅĤÅÎþ 

Plazma tvoŚ² zhruba jednu ļtvrtinu celkov®ho objemu tŊln²ch tekutin a jej² 

pŚev§ģnou ļ§st pŚedstavuje voda. Proteinov§ ļ§st zauj²m§ asi 7 % hmotnosti. Zbytek 

pŚipad§ na l§tky neb²lkovinn® povahy, tedy lipidy, cukry a mnoho organickĨch a 
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anorganickĨch l§tek, ¼ļastn²c²ch se rozmanitĨch fyziologickĨch funkc². Vzhledem 

k velk®mu objemu krve je koneļn§ koncentrace diagnosticky zaj²mavĨch proteinŢ 

v plazmŊ velmi n²zk§ (Ś§dovŊ pg aģ ng/ml),
6
 coģ vĨznamnŊ ovlivŔuje jejich analĨzu. Mezi 

dalġ² pŚek§ģky, kter® podstatnŊ znesnadŔuj² jejich detekci a identifikaci, patŚ² komplexn² 

charakter sloģen² plazmy, k nŊmuģ velkou mŊrou pŚisp²v§ alternativn² splicing, rŢzn® 

posttranslaļn² modifikace (PTM) a jin® modifikuj²c² procesy.  

 

Obr. 2.1 Zn§zornŊn² koncentraļn²ho rozpŊt² proteinŢ plazmy. PŚevzato a upraveno dle Leigha Andersona, 

The Plasma Proteome Institute, Washington, DC, USA, Mol. Cell Proteomics 1, 845ï847, 2002 

PŚi proteomick® analĨze plazmy bĨv§ vĨznamnĨm limituj²c²m aspektem ġirokĨ 

rozsah koncentrac² obsaģenĨch proteinŢ odhadovanĨ na v²ce neģ deset dekadickĨch Ś§dŢ. 

To m§ za n§sledek zast²nŊn² diagnosticky zaj²mavĨch molekul nŊkolika m§lo vysoce 

zastoupenĨmi proteiny.
6
 K tŊm patŚ² zejm®na albumin, imunoglobuliny, transferin, 

antitrypsin, lipoproteiny aj., dohromady tvoŚ²c² aģ 95 % celkov®ho proteinu plazmy (obr. 

2.1). Mezi n²zce zastoupen® proteiny s diagnostickĨm potenci§lem patŚ² napŚ²klad 

interleukiny a cytokiny, proteiny uvolnŊn® z poġkozenĨch tk§n² ļi bunŊk nebo hormony. 

Bez dalġ²ho zpracov§n² je analĨza pln® plazmy znaļnŊ obt²ģn§. Dneġn² klinick§ proteomika 
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disponuje Śadou pŚ²stupŢ, kterĨmi se probl®m komplexity biologickĨch vzorkŢ a 

odstranŊn² vysoce zastoupenĨch proteinŢ snaģ² Śeġit.
7,8

 

2.1.1.1 !ÆÉÎÉÔÎþ ÏÄÓÔÒÁÎñÎþ ÍÁÊÏÒÉÔÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ 

ĐļinnĨm pŚ²stupem je afinitn² odstranŊn², kter® vyuģ²v§ slouļenin s vysokou 

vaznost² k nejv²ce zastoupenĨm proteinŢm plazmy. Hlavn²m c²lem tohoto kroku je 

odstranŊn² albuminu a imunoglobulinŢ ze vzorkŢ pŚed jejich vlastn² analĨzou pomoc² 

gelov® elektrofor®zy nebo hmotnostn² spektrometrie. BŊģnŊ komerļnŊ dostupn® jsou sety 

pro odstranŊn² i jinĨch proteinŢ.  

PŚ²kladem mŢģe bĨt Cibacron blue, chlorotriazinov® barvivo s vysokou afinitou 

k lidsk®mu s®rov®mu albuminu.
9
 Jde o jednu z prvn²ch zavedenĨch metod, kter® se 

pouģ²vaj² k odstranŊn² velk®ho pod²lu albuminu z biologick®ho materi§lu. Vazba albuminu 

je vġak nespecifick§ a albumin bĨv§ odstranŊn jen asi z 90 %, coģ pro analĨzy klinickĨch 

markerŢ nebĨv§ dostaļuj²c². Aļkoliv patŚ² metody afinitn²ho odstranŊn² k tradiļn²m 

postupŢm, z dŢvodu nedostateļn® specifity nebo komplikovan® pŚ²pravy vzorku se 

vĨraznŊji nerozġ²Śily. 

2.1.1.2 HexapÅÐÔÉÄÏÖï ËÎÉÈÏÖÎÙ 

Zcela origin§ln² Śeġen² pro sn²ģen² rozpŊt² koncentrac² proteinŢ 

v biologick®m vzorku pŚedstavuje pouģit² vazebnĨch ligandŢ ve formŊ hexapeptidŢ. 

J§drem metody je hexapeptidov§ knihovna ukotven§ na drobnĨch chromatografickĨch 

nosiļ²ch, kter§ je pŚipravena kombinatorn² synt®zou z bŊģnĨch aminokyselin. Knihovna 

obsahuje populaci aģ 64 mili·nŢ (20
6
) rŢznĨch hexapeptidŢ. D²ky unik§tn² technologii 

pŚ²pravy nese kaģdĨ nosiļ na sv®m povrchu jin® hexapeptidy, kter® jsou schopn® v§zat sv® 

ligandy rŢznĨmi nekovalentn²mi interakcemi. Pomoc² tŊchto vazeb jsou z plazmy tŊmito 

hexapeptidy vychyt§v§ny pouze s nimi interaguj²c² proteiny (obr 2.2). Po kompletn²m 

nasycen² vġech vazebnĨch m²st se dalġ² proteiny jiģ nemohou zachytit. Proto 

hexapeptidov§ knihovna se stejnĨm zastoupen²m vġech ligandŢ produkuje teoreticky 

podobn§ mnoģstv² rozd²lnĨch proteinŢ nez§visle na jejich pŢvodn²ch koncentrac²ch ve 

vzorku.
10,11
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Obr. 2.2 Zn§zornŊn² technologie peptidovĨch knihoven. FT frakce = proch§zej²c² frakce. PŚevzato 

z www.bio-rad.com, upraveno. 

NevĨhodou metody je, ģe ze sv® podstaty st²r§ kvantitativn² rozd²ly mezi proteiny 

v rŢznĨch vzorc²ch. V pŚ²padŊ analĨzy zamŊŚen® na hled§n² kvantitativn²ch rozd²lŢ mus² 

bĨt proto metoda kombinov§na s jinĨmi technikami.
12,13

 

2.1.1.3 /ÄÓÔÒÁÎñÎþ ÍÁÊÏÒÉÔÎþÃÈ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÉÍÕÎÏÁÆÉÎÉÔÎþ ÔÅÃÈÎÉËÏÕ 

TŚet² pŚ²stup zachov§v§ vĨchoz² koncentraļn² pomŊry ve studovan®m biologick®m 

materi§lu za souļasn®ho odstranŊn² vysoce zastoupenĨch proteinŢ. BŊģnŊ lze pomoc² 

komerļnŊ dostupnĨch chromatografickĨch kolon pro imunoafinitn² separaci odstranit 

frakci nejv²ce zastoupenĨch proteinŢ a z²skat tak podstatnŊ m®nŊ komplikovanĨ vzorek. 

Tyto kolony obsahuj² imobilizovan® polyklon§ln² protil§tky proti urļitĨm proteinŢm a 

jejich rŢznĨm form§m. NevĨhodou mŢģe bĨt riziko ztr§ty tŊch proteinŢ, kter® vyuģ²vaj² 

odstraŔovan® proteiny jako pŚenaġeļe a jsou schopn® se na nŊ v§zat.
14

 UrļitĨm Śeġen²m 

mŢģe bĨt pouģit² pufru s m²rnĨm denaturaļn²m ¼ļinkem, kterĨ pŚeruġ² vazby mezi tŊmito 

proteiny, ale nepoġkod² nav§zan® protil§tky.
15

 

http://www.bio-rad.com/
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Obr. 2.3 ChromatografickĨ z§znam imunoafinitn² separace pomoc² HPLC kolony MARS Hu-14. FT frakce = 

proch§zej²c² frakce. 

Z takto oġetŚen® plazmy nebo s®ra lze identifikovat vĨraznŊ vyġġ² poļet proteinŢ, za 

souļasn®ho zachov§n² kvantifikaļn²ch charakteristik hledanĨch markerŢ. V naġ² studii 

jsme zvolili pr§ci s imunoafinitn² kolonou MARS (Multiple Affinity Removal System) 

Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA), kter§ obsahuje nav§zan® polyklon§ln² 

protil§tky proti 14 nejv²ce zastoupenĨm proteinŢm plazmy (albumin, IgG, antitrypsin, IgA, 

transferrin, haptoglobin, fibrinogen, Ŭ-2-makroglobulin, Ŭ-1-kyselĨ glykoprotein, IgM, 

apolipoprotein A1, apolipoprotein A3, C3 sloģka komplementu, transtyretin). PŚi jedn® 

chromatografick® separaci tak dojde k odstranŊn² zhruba 95 % celkov®ho proteinov®ho 

obsahu vzorku (viz obr. 2.3). 
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2.2 0ÏÕĿþÖÁÎï ÐÒÏÔÅÉÎÏÖï mÁÒËÅÒÙ ËÁÒÄÉÏÖÁÓËÕÌÜÒÎþÃÈ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ 

Markery srdeļn²ho poġkozen² lze zjednoduġenŊ rozdŊlit jednak na strukturn² 

souļ§sti myokardu, kam zahrnujeme kromŊ kardiomyocytŢ i c®vy, d§le l§tky hormon§ln² 

povahy, jejichģ biologick§ aktivita m§ vĨznamnĨ vliv na kardiovaskul§rn² syst®m a 

v neposledn² ŚadŊ na l§tky nehormon§ln² povahy, zejm®na b²lkoviny, kter® jsou spoleļn® 

rŢznĨm z§nŊtlivĨm a ischemickĨm stavŢm v cel®m organismu. 

V dneġn² laboratorn² diagnostice kardiovaskul§rn²ch chorob jsou nejpouģ²vanŊjġ²mi 

markery proteiny popisuj²c² svĨmi kvantitativn²mi vlastnostmi m²ru poġkozen² myokardu 

bŊhem akutn²ch koron§rn²ch syndromŢ. StŊģejn² u stanoven² tŊchto markerŢ je sledov§n² 

charakteristick®ho vzestupu jejich koncentrace v krevn²m Śeļiġti. Mezi nejpouģ²vanŊjġ² 

laboratorn² vyġetŚen² v t®to oblasti patŚ² urļen² aktu§ln² hladiny srdeļn²ch troponinŢ v s®ru, 

kde jsou za norm§ln²ch okolnost² t®mŊŚ neprokazateln®. Jejich zvĨġen§ koncentrace tedy 

jasnŊ ukazuje na akutn² poġkozen² kardiomyocytu. NejspecifiļtŊjġ² ukazatel infarktu 

myokardu z t®to skupiny je srdeļn² troponin I.
16,17

 Alternativou k troponinŢm je pak 

stanoven² hmotnostn² koncentrace MB izoenzymu kreatinkin§zy, tzv. CK-MB mass.
18,19

 

Tento izoenzym je pro myokard specifickĨ. V kostern²m svalstvu se vyskytuje jen ve velmi 

n²zkĨch hladin§ch a vzrŢst§ pŚi jeho poġkozen² (operace, zhmoģdŊniny, kŚeļov® stavy, 

svalov§ dystrofie aj.) PŚi vysokĨch hladin§ch tohoto proteinu v krvi je tedy z§roveŔ nutn® 

vylouļit poġkozen² kostern²ho svalu. VĨhodou oproti dŚ²ve prov§dŊn®mu stanoven² jeho 

aktivity je moģnost prŢkazu i ļ§steļnŊ degradovanĨch molekul, kter® jiģ ztratily 

enzymovou aktivitu. NevĨhodou tohoto stanoven² je, ģe k signifikantn²mu zvĨġen² hladiny 

CK-MB doch§z² aģ pŚi srdeļn² nekr·ze vŊtġ²ho rozsahu. Nespecifick® avġak st§le 

pouģ²van® je t®ģ stanoven² myoglobinu.
20

 Tento hemoprotein je pŚ²tomen ve vġech 

svalovĨch buŔk§ch a jeho hlavn² funkc² je intracelul§rn² vazba kysl²ku. Do krevn²ho obŊhu 

se uvolŔuje uģ pŚi velmi mal®m poġkozen² bunŊk a vykazuje tud²ģ vysokou citlivost pŚi 

akutn²m infarktu myokardu. Bohuģel jeho biologickĨ poloļas se pohybuje jen kolem 20 

minut, coģ nen² pro laboratorn² analĨzu vģdy dostateļn®. Vyġġ² koncentraci tohoto 

ukazatele v s®ru mŢģe ale zpŢsobovat i nedostateļn§ funkce glomerul§rn²ho apar§tu, kde je 

tento protein pŚirozenŊ eliminov§n.  

Dalġ² zaj²mavou skupinou pouģ²vanĨch srdeļn²ch markerŢ jsou natriuretick® 

peptidy, ļ²taj²c² k dneġn²mu dni 4 z§stupce (atri§ln² natriuretickĨ peptid ANP, mozkovĨ 
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natriuretickĨ peptid BNP, natriuretick® peptidy typu C a D, CNP a DNP).
21,22

 Jde o 

peptidov® hormon§lnŊ aktivn² l§tky, vĨznamnŊ zasahuj²c² do hospodaŚen² s vodou a ionty. 

Jako antagonist® sympatiku blokuj² syst®m renin-angiotenzin-aldosteron, podporuj² diur®zu 

a maj² prokazateln® vazodilataļn² ¼ļinky. Tyto hormony jsou uvolŔov§ny do obŊhu 

v reakci na zvĨġenĨ tlak krve. V krvi se souļasnŊ vyskytuj² i jejich prekurzory a 

fragmenty. Lze je detekovat t®mŊŚ okamģitŊ a pouģ²vaj² se nejļastŊji jako markery 

monitoruj²c² selh§v§n² srdce. NejvhodnŊjġ² pro laboratorn² diagnostiku se uk§zal bĨt BNP, 

respektive jeho N-termin§ln² propeptid, jehoģ zvĨġen® hodnoty pozitivnŊ koreluj² 

s klasifikac² vytvoŚenou Newyorskou kardiologickou asociac² (NYHA).
23,24

 

Z ostatn²ch dnes pouģ²vanĨch laboratorn²ch markerŢ lze jmenovat C-reaktivn² 

protein, jehoģ vĨznam je pŚedevġ²m prognostickĨ, d§le napŚ²klad myeloperoxid§zu, 

vybran® interleukiny, solubiln² ligand molekuly CD40, s tŊhotenstv²m asociovanĨ 

plazmatickĨ protein A PAPP-A, BB izoenzym glykogenfosforyl§zy GP-BB, ischemi² 

modifikovanĨ albumin nebo vazebnĨ protein pro mastn® kyseliny FABP. Samostatnou 

skupinu pak tvoŚ² lipoproteinov® ļ§stice. Stanoven² jejich profilu se pouģ²v§ k odhadu 

aterogenn²ho rizika. V diagnostice kardiovaskul§rn²ch chorob se t®ģ vyuģ²vaj² rŢzn® 

markery z§nŊtu.
25

 

Do dŚ²ve ļasto pouģ²vanĨch biochemickĨch stanoven² kardi§ln²ch markerŢ jiģ 

nedostaļuj²c²ch citlivost² nebo specificitou a charakterizovanĨch pozdnŊjġ²m n§stupem 

bychom dnes zaŚadili stanoven² aspart§taminotransfer§zy, lakt§tdehydrogen§zovĨch 

izoenzymŢ nebo hydroxybutyr§tdehydrogen§zy. 
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2.3 (ÙÐÅÒÔÒÏÆÉÃËÜ ËÁÒÄÉÏÍÙÏÐÁÔÉÅ 

2.3.1 #ÈÁÒÁËÔÅÒÉÓÔÉËÁ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ 

Hypertrofick§ kardiomyopatie je z§vaģn® dŊdiļn® onemocnŊn² kardiovaskul§rn²ho 

syst®mu. Byla pops§na poprv® v roce 1957 americkĨm patologem Donaldem Tearem na 

z§kladŊ pozorov§n² shodnĨch pitevn²ch n§lezŢ u osmi n§hle zemŚelĨch osob ve vŊku 14 aģ 

44 let. Tento l®kaŚ pozdŊji sv§ data publikoval jako do t® doby nepopsan® pozorov§n² 

difuzn²ch tumorŢ myokardu.
26

 Protoģe jde o onemocnŊn² pomŊrnŊ ļast®, v dalġ²ch letech 

postupnŊ rostl z§jem o pŚesn® informace o t®to chorobŊ. S rozvojem l®kaŚskĨch 

zobrazovac²ch technik a n§slednŊ i metod molekul§rn² biologie a genetiky doch§zelo 

k prohlubov§n² poznatkŢ, a t²m tak® k ļastĨm zmŊn§m ¼hlu pohledu na celou 

problematiku. Tento sloģitĨ vĨvoj odr§ģ² velk® mnoģstv² rŢznĨch dŚ²ve pouģ²vanĨch 

pojmenov§n² choroby, poukazuj²c²ch nejļastŊji na jej² famili§rn² vĨskyt (napŚ. famili§rn² 

idiopatick§ subaort§ln² sten·za, hypertrofick§ famili§rn² kardiomyopatie, aj.) nebo na 

neznalost pŚesn® pŚ²ļiny choroby (napŚ. idiopatick§ hypertrofie myokardu, aj.).
27

 Dneġn² 

pouģ²van® oznaļen², tedy hypertrofick§ kardiomyopatie, se ust§lilo bŊhem 80. let ve Velk® 

Brit§nii a USA. U n§s jej pouģil poprv® v 90. letech prof. MUDr. Pavel Gregor DrSc. ve 

sv® monografii Hypertrofick§ kardiomyopatie.
28

  

Dnes je hypertrofick§ kardiomyopatie po pr§vu v centru z§jmu mnoha vĨzkumnĨch 

a l®kaŚskĨch tĨmŢ. Jedn§ o nejļastŊjġ² vrozen® kardiovaskul§rn² onemocnŊn², vyskytuj²c² 

se v populaci v prevalenci 0.2 % (zhruba 1 : 500).
29

 V Ļesk® republice se tedy pŚedpokl§d§ 

vĨskyt 20 000 aģ 50 000 osob, trp²c²ch touto chorobou, pŚiļemģ asi 10 aģ 20 % tŊchto 

pacientŢ se nach§z² v riziku n§hl® smrti.
30

 Mortalita se pohybuje kolem 1 % roļnŊ, mladġ² 

pacienti (pod 30 let) jsou n§hlou smrt² ohroģeni pŚekvapivŊ v²ce. S rostouc²m vŊkem toto 

riziko vĨznamnŊ kles§. U osob ve zvĨġen®m riziku (rodinn² pŚ²sluġn²ci) a pŚi potvrzen®m 

nosiļstv² rizikov® genov® mutace je prov§dŊn pravidelnĨ monitoring zdravotn²ho stavu, 

protoģe hypertrofick§ kardiomyopatie se mŢģe projevit v jak®mkoliv vŊku nez§visle na 

typu mutace.
31

 NejvŊtġ²m probl®mem je z§chyt a diagnostika osob bez pozitivn² rodinn® 

anamn®zy. 
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2.3.1.1 'ÅÎÅÔÉÃËï ÐÏÚÁÄþ 

Hypertrofick§ kardiomyopatie je autosom§lnŊ dominantnŊ dŊdiļn® onemocnŊn². 

Jej² vĨskyt je shodnŊ v§z§n na obŊ pohlav². PŚ²buzn² 1. stupnŊ maj² 50% riziko pŚ²tomnosti 

stejnŊ poġkozen® alely. De novo mutace (sporadick§ forma hypertrofick® kardiomyopatie) 

se v populaci objevuj² vz§cnŊ. K dneġn²mu dni je zn§mo v²ce jak 1 400 mutac² a to 

pŚev§ģnŊ v genech pro sarkomerick® proteiny.
32

 Prvn²m objevenĨm a z§roveŔ nejv²ce 

postiģenĨm mutacemi je gen pro ɓ-myozin,
33

 dalġ²m je pak gen pro myozinovĨ vazebnĨ 

protein C.
34,35

 Zastoupen² ostatn²ch poġkozenĨch genŢ jiģ nen² tak ļast®, stejnŊ tak mutace 

extrasarkomerickĨch proteinŢ jsou mnohem sporadiļtŊjġ² (viz tab. 2.1). V populaci se 

vyskytuj² t®ģ pŚ²pady mnohoļetnĨch mutac², jejichģ frekvence je vĨznamnŊ vyġġ² (kolem 

5 %) ve srovn§n² s bŊģnou ļetnost² vĨskytu spont§nn²ch mutac² v populaci.
36

 FenotypovĨ 

projev v tŊchto pŚ²padech bĨv§ tŊģġ² neģ u pacientŢ nesouc²ch jednu mutaci.
37

 Bohuģel 

vzhledem k z§chytu mutace pouze asi u 60 % prok§zanĨch nositelŢ se d§ pŚedpokl§dat, ģe 

znaļn§ ļ§st genovĨch defektŢ jeġtŊ nebyla odhalena (tab. 2.1). 

Protein Gen Lokus Frekvence* 

TŊģkĨ ŚetŊzec ɓ- myozinu myh7 14q12 20 - 25 % 

MyozinovĨ vazebnĨ protein C mypb-c 11p11 15 - 20 % 

Srdeļn² troponin T tnnt2 1q32 3 - 5 % 

Srdeļn² troponin I tnni2 19p13 1 - 2 % 

Ŭ-tropomyozin tpm1 15q22 1 - 2 % 

Ŭ-aktin actc 15q11-14 pod 1 % 

Titin ttn 2q24 pod 1 % 

Esenci§ln² podjednotka lehk®ho ŚetŊzce myozinu myl3 3p21 pod 1 % 

Regulaļn² podjednotka lehk®ho ŚetŊzce myozinu myl2 12q23-24 1 - 2 % 

ɔ2 podjednotka svalov® cAMP-dependentn² proteinkin§zy prkag2 7q3 pod 1 % 

SvalovĨ LIM protein mpl 15q22 pod 1 % 

T-cap/telethonin protein tcap 17q11-12 pod 1 % 

Celkem ¼spŊġnŊ identifikovanĨch 
  

50 - 60% 

Tab. 2.1 Popsan® mutace stoj²c² za rozvojem hypertrofick® kardiomyopatie, jejich lokalizace a relativn² 

ļetnost. PŚevzato z monografie Veselka et al. Hypertrofick§ kardiomyopatie a pŚ²buzn§ t®mata, Gal®n, 2006. 

*pod²l vĨskytu poruch na dan®m genu z celkov®ho poļtu vyġetŚovanĨch osob. 

Absolutn² m²ra hypertrofie, kter§ slouģ² jako srovn§vac² hodnota, se znaļnŊ liġ² 

u postiģen² jednotlivĨch genŢ. NapŚ²klad u poġkozen² troponinu T se ļasto hypertrofie 

t®mŊŚ nevyskytuje, naopak riziko n§hl® smrti bĨv§ zvĨġen®.
38

 Neexistuje tedy hraniļn² 
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hodnota tlouġŠky myokardu, kter§ by vyluļovala nebo potvrzovala pŚ²tomnost 

onemocnŊn². Byl prok§z§n i urļitĨ vztah mezi typem mutace a vĨskytem prvn²ch 

klinickĨch projevŢ hypertrofick® kardiomyopatie.
39

 Dokonce bylo vybr§no nŊkolik 

takzvanŊ malign²ch genŢ, jejichģ postiģen² vede v ļastŊjġ² m²Śe k n§hl® smrti.
40

 Stratifikace 

rizika pouze na podkladŊ urļen®ho genov®ho poġkozen² se nepouģ²v§, jelikoģ variabilita 

pŚ²znakŢ i v r§mci jedn® rodiny (tedy pŚi pŚedpokladu shodn®ho defektu) je znaļn§. 

Moģnosti diagnostiky hypertrofick® kardiomyopatie na podkladŊ genetickĨch 

n§strojŢ jsou omezen®. VyġetŚen² je prov§dŊno u rodin, kde byla pŚ²tomnost hypertrofick® 

kardiomyopatie jiģ prok§z§na. Prim§rn² genetickĨ screening populace, s c²lem odhalit 

zejm®na n§hodnŊ vznikl® mutace, by byl vzhledem k obrovsk®mu poļtu zn§mĨch mutac² 

velmi n§roļnĨ a rutinnŊ se neprov§d².
41,42

 V souļasnosti je c²lem zejm®na odliġen² tzv. 

malign²ch mutac² od benign²ch variant. 

2.3.1.2 0ÁÔÏÆÙÚÉÏÌÏÇÉÃËï ÁÓÐÅËÔÙ 

PŚesnĨ mechanismus vzniku a rozvoje hypertrofie na podkladŊ genetick®ho defektu 

nen² zn§m, existuje ale nŊkolik teori². Jednou z nich, studovanou na zv²Śec²m modelu, je 

souvislost mezi mutac² na tŊģk®m ŚetŊzci ɓ-myozinu a sn²ģenou kontraktilitou myokardu.
43

 

D²ky t®to poruġe doch§z² n§slednŊ ke zvĨġen® produkci rŢstovĨch faktorŢ a postupn® 

aktivaci nŊkterĨch genŢ pro fet§ln² izoformy proteinŢ.
44

 Tyto proteiny je ale moģn® nal®zt i 

u jinĨch chorob spojenĨch s tlakovĨm pŚet²ģen²m. NitrokomorovĨ tlak je zŚejmŊ jedn²m 

z rozhoduj²c²ch faktorŢ pŚi vzniku hypertrofie, protoģe lze pŚedpokl§dat, ģe mutovan® 

formy proteinŢ jsou pŚ²tomn® v cel®m srdci. Hypertrofie u tohoto onemocnŊn² se ovġem 

v 80 aģ 90 % rozv²j² pouze v lev® komoŚe jako kompenzace jej² poruġen® kontraktility, 

kter§ ve vĨsledku sniģuje ejekļn² frakci lev®ho srdce. Tuto teorii podporuj² vĨsledky 

chirurgickĨch z§sahŢ vedouc²ch k redukci obstrukce ve vĨtokov®m traktu lev®ho srdce. 

Dalġ²m mechanismem, d²ky kter®mu by mohlo doch§zet k rozvoji hypertrofie, je 

neefektivn² vyuģ²v§n² energetickĨch zdrojŢ.
42,45

 Mutovan® proteiny maj² vyġġ² spotŚebu 

ATP, ļ²mģ n§slednŊ vznik§ jeho relativn² nedostatek. V buŔk§ch d²ky tomu zŢst§v§ vyġġ² 

mnoģstv² Ca
2+

 iontŢ v cytosolu, jelikoģ jeho odļerp§n² do sarkoplazmatick®ho retikula je 

energeticky velmi n§roļnĨ proces. Vyġġ² koncentrace v§penatĨch iontŢ v cytosolu je 
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jedn²m ze stimul§torŢ vzniku hypertrofie a n§sledovan® apopt·zou buŔky podm²nŊnou 

mitochondri§ln²m selh§n²m (obr. 2.4).
30,46,47

 

 

Obr. 2.4 Moģn® sch®ma patogeneze hypertrofie. PŚevzato z monografie Veselka et al. Hypertrofick§ 

kardiomyopatie a pŚ²buzn§ t®mata, Gal®n, 2006, a upraveno. ATP = adenosintrifosf§t, AMP = 

adenosinmonofosf§t. 

Patofyziologie hypertrofick® kardiomyopatie je komplexn² problematika, zahrnuj²c² 

kromŊ procesu vzniku samotn® hypertrofie i dalġ² dŊje, pŚisp²vaj²c² k celkov®mu obrazu 

choroby. K tŊmto procesŢm se Śad² vznik a rozvoj systolick® a diastolick® dysfunkce, ¼ļast 

nitrokomorov® obstrukce a mechanismus jej²ho vzniku, d§le pŚ²ļiny ischemie myokardu a 

arytmi², rozvoj funkļn² poruchy mitr§ln²ho apar§tu a v neposledn² ŚadŊ ļasto pozorovan§ 

porucha regulace krevn²ho tlaku a postiģen² kostern²ho svalstva.
48

 Popis jednotlivĨch 

procesŢ by vġak byl nad r§mec pŚedkl§dan® pr§ce. 

2.3.1.3 0ÁÔÏÌÏÇÉÅ ÈÙÐÅÒÔÒÏÆÉÃËï ËÁÒÄÉÏÍÙÏÐÁÔÉÅ 

Abnorm§ln² morfologie srdce postiģen®ho hypertrofickou kardiomyopati² je dobŚe 

patrn§ na vġech ¼rovn²ch patologick®ho pozorov§n² (makroskopickĨ, mikroskopickĨ a 

elektronmikroskopickĨ obraz). Jej²mi charakteristickĨmi znaky jsou hypertrofie myokardu, 
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myocyt§rn² disarray, interstici§rn² fibr·za a charakteristick® postiģen² intramyokardi§ln²ch 

arteri² (obr 2.5). 

 

Obr. 2.5 Vlevo silnostŊnn§ intramyokardi§ln² arterie se ztluġtŊlou intimou a m®di² a nepravidelnŊ 

rozvl§knŊnou vnitŚn² i zevn² laminou (tmav§). Barveno na elastick§ vl§kna (van Gieson, 400x zvŊtġen²). 

Vpravo Ădisarrayñ svalovĨch vl§ken hypertrofick®ho myokardu se svŊtlĨmi loģisky fibr·zy 

(hematoxylin-eozin, 100x zvŊtġen²). PŚevzato z monografie Veselka et al. Hypertrofick§ kardiomyopatie a 

pŚ²buzn§ t®mata, Gal®n, 2006. 

Postiģen® srdce m²v§ zvĨġenou hmotnost (u dospŊlĨch prŢmŊrnŊ 500 ï 800 g) pŚi 

zachoval® obvykl® velikosti. To je d§no restriktivn²m charakterem onemocnŊn², kdy dutina 

lev® komory bĨv§ znaļnŊ zmenġen§ (obr. 2.6). Samotn§ hypertrofie je orientov§na 

vŊtġinou asymetricky v levokomorov®m septu a je ļasto spojena s obstrukc² vĨtokov®ho 

traktu (obstrukļn² hypertrofick§ kardiomyopatie),
49

 ovġem mŢģe postihnout jakoukoliv 

ļ§st myokardu v jak®mkoliv rozsahu.
29

 

Makroskopicky lze d§le ļasto nal®zt postnekrotick® jizvy a n§padnou fibr·zu stŊny 

myokardu, kter§ vznik§ v m²stŊ mechanick®ho dr§ģdŊn² pŚedn²m c²pem mitr§ln² chlopnŊ. 

Aģ u jedn® poloviny pŚ²padŢ jsou pozorovateln® tzv. myokardi§ln² mŢstky,
50

 kter® by 

mohly stlaļen²m vŊnļit® tepny pŚisp²vat ke vzniku ischemie s n§sledkem n§hl® smrti. 
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Obr. 2.6 Schematick® porovn§n² zdrav®ho srdce (vpravo) a srdce postiģen®ho hypertrofickou kardiomyopati² 

(vlevo). PŚevzato z http://stanfordhospital.org/ . 

Na mikroskopick® ¼rovni je jasnŊ viditeln§ hypertrofie jednotlivĨch myocytŢ 

o velikosti aģ 90 Õm (norm§ln² velikost je 10 ï 15 Õm) a zmŊny jejich jader 

(hyperchrom§zie, zmŊna tvaru). NejspecifiļtŊjġ²m znakem je neuspoŚ§danost svalovĨch 

snopcŢ, myocytŢ a myofibril, tzv. disarray.
49,51

 Lze ji nal®zt i mimo hypertrofovan® ¼seky 

myokardu a je podkladem kontrakļn²ch a arytmickĨch poruch. Souļ§st² komplexn²ho 

histologick®ho obrazu je i interstici§rn² fibr·za,
52

 kter§ pravdŊpodobnŊ vznik§ prim§rnŊ a 

s rostouc²m vŊkem objem kolagenu v postiģen®m srdci postupnŊ narŢst§. Kompletn² n§lez 

u vŊtġiny pŚ²padŢ uzav²r§ n§lez intramyokardi§ln²ch arteri² se ztluġtŊlou intimou a medi², 

pravdŊpodobnŊ dŢsledkem zmoģen² hladkosvalovĨch bunŊk a kolagenu.
53

 Tyto c®vy se 

vyskytuj² nejļastŊji v hypertrofovanĨch ¼sec²ch a pŚisp²vaj² ke vzniku ischemie. Zda jsou 

prim§rn² nebo sekund§rn² zmŊnou, zŢst§v§ neobjasnŊno. PŚi studiu ultrastruktury postiģen® 

tk§nŊ lze zjistit zmnoģen² sarkomer, mitochondri² a poruchu desminu,
54

 kterĨ se pod²l² na 

formov§n² tvaru bunŊk. 

Vġechny uveden® patologick® aspekty nejsou pro hypertrofickou kardiomyopatii 

zcela specifick®. Podobn® zmŊny jsou pozorovateln® i u jinĨch geneticky podm²nŊnĨch 

chorob, jako napŚ²klad Fabryho choroba,
55

 Friedrichova ataxie,
56

 syndrom Noonanov®,
57

 

aj. Podobn§ hypertrofie je patrn§ i u tzv. atletick®ho srdce, pro kter® je ale charakteristickĨ 

jinĨ histologickĨ obraz.
58,59

 Bioptick® vyġetŚen² m§ u hypertrofick® kardiomyopatie 

omezenou vĨpovŊdn² hodnotu.
60,61

 VĨġe uveden® patologick® zmŊny se ļasto nach§z² 

mimo dosah bioptomu a vzhledem k jejich nespecifitŊ nelze pozitivn² n§lez jednoznaļnŊ 
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zhodnotit bez ohledu na klinick§ a echokardiografick§ data. Pro diagn·zu hypertrofick® 

kardiomyopatie je tedy nutno shrnout vġechna dostupn§ data, nejen histologick§, a 

posoudit je jako celek s pŚihl®dnut²m k aktu§ln²mu stavu. 

2.3.1.4 +ÌÉÎÉÃËĻ ÏÂÒÁÚ 

Projevy hypertrofick® kardiomyopatie jsou minim§lnŊ stejnŊ rozmanit®, jako jej² 

genetick® a histologick® pozad². VŊtġina (aģ 70 %) nositelŢ mutace zŢstane celĨ ģivot 

bezpŚ²znakov§. řada nemocnĨch si sv§ omezen² vŢbec neuvŊdomuje, protoģe je postupnŊ 

¼spŊġnŊ kompenzovala. Pokud dojde k fenotypov®mu projevu choroby, dŊje se tak 

nejļastŊji v obdob² mezi 12 aģ 18 rokem ģivota. Jsou ovġem zn§my mutace, jejichģ projevy 

nastupuj² aģ v pozdŊjġ²m vŊku a bĨvaj² obvykle m²rnŊjġ²ho r§zu.
62

 I kdyģ maj² pacienti 

s rozvinutĨmi symptomy horġ² progn·zu, asymptomatiļt² nosiļi mutace nejsou v ģ§dn®m 

pŚ²padŊ chr§nŊni pŚed n§hlou smrt². Ļast§ nevŊdom§ automatick§ kompenzace m²rnĨch 

pŚ²znakŢ spolu s dobrou tr®novanosti organismu dŊlaj² z hypertrofick® kardiomyopatie 

nejļastŊjġ² pŚ²ļinu n§hlĨch ¼mrt² mladĨch sportovcŢ, coģ je velmi varovnĨ ukazatel pro 

vġechny sportovn² l®kaŚe.
63

 

NejļastŊjġ²m pŚ²znakem tohoto onemocnŊn² je duġnost, vznikaj²c² mimo jin® 

v souvislosti s diastolickou dysfunkc². Nelze vylouļit ani dalġ² vlivy vļetnŊ svalov® 

slabosti zpŢsoben® postiģen²m kostern²ho svalstva u urļitĨch typŢ mutac².
64

 Dalġ²m ļastĨm 

pŚ²znakem bĨv§ angina pectoris a palpitace. Nejz§vaģnŊjġ²m pŚ²znakem z hlediska 

stratifikace budouc²ho rizika pro pacienta jsou synkopy a presynkopy. Jejich pŚ²ļin mŢģe 

bĨt opŊt mnoho, vļetnŊ supraventrikul§rn² tachykardie, ventrikul§rn² tachykardie nebo 

poruchy v regulaci syst®mov®ho tlaku. Opakovan®, jinak nevysvŊtliteln® synkopy bĨvaj² 

hlavn²m rizikovĨm faktorem n§hlĨch ¼mrt², zejm®na mladĨch lid². 

N§hl§ smrt je nejv²c devastuj²c²m a ļasto bohuģel tak® prvn²m pŚ²znakem 

hypertrofick® kardiomyopatie. Prob²h§ pod obrazem n§hl® tachykardie nebo fibrilace 

komor a jej²m podkladem je zŚejmŊ vŊtġ² ischemick® loģisko. Rizikov® faktory jsou 

zejm®na n²zkĨ vŊk (10 ï 35 let), pozitivn² rodinn§ anamn®za a vĨrazn§ hypertrofie 

myokardu. V nadpoloviļn² vŊtġinŊ pŚ²padŢ k n² doch§z² v klidu nebo jen pŚi m²rn® n§maze, 

zbytek pak pŚipad§ na vĨraznou z§tŊģ, napŚ²klad bŊhem sportu. Je zaj²mav®, ģe s vyġġ²m 

vŊkem riziko n§hl® smrti kles§, zŚejmŊ v souvislosti s kompenzaļn²mi zmŊnami. 



2 Teoretick§ ļ§st 

 

 

35 

 

Hypertrofick§ kardiomyopatie mŢģe vzniknout v jak®mkoliv vŊku, s rozmanitou 

symptomatologi² a tŊģko urļitelnou progn·zou. Pacienti nesouc² mutaci asociovanou 

s hypertrofickou kardiomyopati² a osoby ve zvĨġen®m riziku jsou tedy v§z§ni nutnost² 

celoģivotn²ch l®kaŚskĨch kontrol.
65

 

2.3.1.5 $ÉÁÇÎÏÓÔÉËÁ Á ÍÏĿÎÏÓÔÉ ÌïéÂÙ 

Diagnostika hypertrofick® kardiomyopatie je zaloģena pŚedevġ²m na anamn®ze a 

fyzik§ln²m vyġetŚen². PŚi sestavov§n² rodinn® anamn®zy jsou cenn® zejm®na informace o 

n§hlĨch a jinak nevysvŊtlitelnĨch ¼mrt²ch, zejm®na v mlad®m vŊku. Zcela dominantn² 

postaven² m§ u diagnostiky hypertrofick® kardiomyopatie echokardiografick® vyġetŚen², 

kter® dok§ģe s vysokou m²rou spolehlivosti zmapovat m²ru hypertrofie a posoudit 

z§vaģnost nitrokomorov® obstrukce. Nejpouģ²vanŊjġ² je dvourozmŊrn§ echokardiografie, 

ļasto t®ģ dopplerovsk§ echokardiografie v kombinaci s tk§ŔovĨm zobrazen²m.
66

 Kontrastn² 

echokardiografie se pouģ²v§ jako pomŢcka pŚi alkoholov® sept§ln² ablaci, kde zvyġuje 

bezpeļnost l®ļebn®ho vĨkonu.
67

 Magnetick§ rezonance a trojrozmŊrn§ echokardiografie 

nejsou vzhledem k n§roļnosti a cenov®mu hledisku rozġ²Śen® techniky.
68

 Pro bŊģn® 

screeningov® vyġetŚen² je vyuģ²v§na i klasick§ EKG metoda, nicm®nŊ jej² vĨsledky 

nekoreluj² s velikost² obstrukce ani s klinickĨmi projevy. PŚi posuzov§n² chronotropie m§ 

vĨznam 24hodinov® monitorov§n² EKG dle Holtera, kter® mŢģe pŚispŊt ke stratifikaci 

rizika n§hl® smrti. V t®to indikaci se pouģ²vaj² i klasick® z§tŊģov® testy, kdy mŢģe bĨt 

odhalena neschopnost odpov²daj²c² regulace krevn²ho tlaku, coģ je vĨznamnĨ rizikovĨ 

faktor, hlavnŊ u mladġ²ch pacientŢ. Laboratorn² markery nejsou pŚi vyġetŚov§n² 

hypertrofick§ kardiomyopatie pouģ²van®, slibnŊ se jev² vyuģit² urļov§n² plazmatickĨch 

hladin natriuretickĨch peptidŢ, kter® vykazuj² jistou korelaci s t²ģ² obstrukce ve vĨtokov®m 

traktu lev® komory.
69,70

 

Diferenci§ln² diagnostika hypertrofick® kardiomyopatie nen² v mnoha ohledech 

jednoduch§. U neobstrukļn²ch forem je nutn® vylouļit zejm®na tzv. atletick® srdce, 

stŚ§dav® choroby, prim§rn² hypertenzi aj. U obstrukļn²ch forem je pak nutn® vylouļit 

pŚedevġ²m aort§ln² sten·zu. 

Terapie hypertrofick® kardiomyopatie se v souļasn® dobŊ zamŊŚuje na dva hlavn² 

c²le, kterĨmi jsou potlaļen² klinickĨch projevŢ nemoci a sn²ģen² rizika n§hl® smrti. Zhruba 
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10 aģ 20 % pacientŢ je zaŚazeno do skupiny se zvĨġenĨm rizikem n§hl® smrti, d²ky 

vĨskytu alespoŔ jednoho z rizikovĨch faktorŢ. TŊmito se rozum² zejm®na rodinn§ 

anamn®za n§hl® smrti spojen§ s n²zkĨm vŊkem pacienta, probŊhl§ synkopa nebo 

presynkopa, prodŊlan§ resuscitace, vĨrazn§ hypertrofie stŊn lev® komory (neplat² vģdy, 

jsou zn§my genotypy, u kterĨch je i pŚes vysok® riziko n§hl® smrti hypertrofie minim§ln²), 

ļast® z§chvaty komorov® tachykardie a neschopnost adekv§tn² regulace krevn²ho tlaku pŚi 

zvĨġen® n§maze (ļasto aģ hypotenzn² reakce). PŚi pŚ²tomnosti v²ce jak jednoho rizikov®ho 

faktoru je indikov§na implantace kardioverteru-defibril§toru. Nespr§vn® odhadnut² rizika 

mŢģe m²t fat§ln² n§sledky. 

Medikament·zn² l®ļba zamŊŚen§ na zm²rnŊn² projevŢ onemocnŊn² 

u symptomatickĨch pacientŢ ovlivŔuje zejm®na tepovou frekvenci a diastolick® parametry 

ve smyslu prodlouģen² pln²c² ļ§sti diastoly lev® komory. NejļastŊjġ²m l®kem volby bĨvaj² 

betablok§tory, verapamil, inhibitory angiotenzin-konvertuj²c²ho enzymu, spironolakton a 

statiny. Tyto l®ky ovlivŔuj² t®ģ vĨvoj ischemie a dopad nitrokomorov® obstrukce. 

U pacientŢ pod plnou medikac² s pŚetrv§vaj²c²mi symptomy mŢģe bĨt provedena sept§ln² 

myektomie, kdy doch§z² k chirurgick®mu odstranŊn² ļ§sti myokardu v oblasti 

interventrikul§rn²ho septa. Dalġ²m ¼ļinnĨm z§krokem je alkoholov§ sept§ln² ablace, pŚi 

kter® je do postiģen® oblasti myokardu, resp. do sept§ln² vŊtve z§sobuj²c² ļ§st myokardu 

zodpovŊdnou za obstrukci, vstŚ²knut pomoc² katetru koncentrovanĨ alkohol. T²m dojde 

k Ś²zen®mu infarktu poģadovan® ļ§sti srdeļn²ho svalu (obr. 2.7). ObŊ techniky vĨznamnŊ 

sniģuj² obstrukci ve vĨtokov®m traktu lev® komory a u pŚev§ģn® vŊtġiny nemocnĨch 

minimalizuj² pŚ²znaky onemocnŊn².
71,72 
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Obr. 2.7 Schematick® naznaļen² chirurgick® sept§ln² myektomie (vlevo) a alkoholov® sept§ln² ablace 

(vpravo). PŚevzato z http://stanfordhospital.org/. 

2.3.2  6ÙÂÒÁÎï ÍÁÒËÅÒÙ ÏÎÅÍÏÃÎñÎþ 

Zat²m popsan® patofyziologick® aspekty hypertrofick® kardiomyopatie nab²zej² 

Śadu rŢznĨch mechanismŢ, jejichģ pŚiļinŊn²m mohou vzniknout v krvi charakteristick® 

kvantitativn² i kvalitativn² zmŊny v zastoupen² jednotlivĨch proteinŢ. Charakterizac² tŊchto 

zmŊn bychom mohli l®pe odhadnout m²ru rizika pro konkr®tn²ho pacienta nebo napŚ²klad 

urļit c²l pro medikament·zn² l®ļbu. N§mi zvolen® potenci§ln² markery hypertrofick® 

kardiomyopatie lze rozdŊlit funkļnŊ do nŊkolika skupin, jejichģ pŚehled a struļn§ 

charakteristika jsou uvedeny n²ģe.
73

 

2.3.2.1 -ÁÔÒÉØÍÅÔÁÌÏÐÒÏÔÅÜÚÙ Á ÊÅÊÉÃÈ ÉÎÈÉÂÉÔÏÒÙ 

Matrixmetaloprote§zy (MMP) jsou endopeptid§zy s ģelatin§zovou a/nebo 

kolagen§zovou aktivitou, jejichģ kofaktorem jsou zineļnat® ionty. Tyto proteiny mohou 

degradovat vġechny typy extracelul§rn² matrix a jejich aktivita je regulov§na 

odpov²daj²c²mi inhibitory. Rodina matrixmetaloprote§z mŢģe bĨt rozdŊlena do nŊkolika 

skupin vzhledem k evoluļn² pŚ²buznosti nebo funkci. K dneġn²mu dni je pops§no 

25 z§stupcŢ. Tk§Ŕov® inhibitory matrixmetaloprote§z (TIMP) tvoŚ² rodinu o ļtyŚech 

z§stupc²ch, TIMP-1 aģ TIMP-4. 

U hypertrofick® kardiomyopatie je pozorov§na zmŊna v metabolismu kolagenu ve 

smyslu posunu synt®zy k fet§ln²m form§m (od kolagenu typu I ke kolagenu typu III).  
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BŊhem tohoto vĨznamn®ho remodelaļn²ho procesu hraj² matrixmetaloprote§zy a jejich 

inhibitory esenci§ln² roli. Naruġen² jejich vz§jemnĨch hladin by mohlo vysvŊtlovat 

zvĨġenĨ vĨskyt fibrotickĨch loģisek u hypertrofick® kardiomyopatie. 

Matrixmetaloprote§zy i jejich inhibitory mohou bĨt ovlivŔov§ny Śadou dalġ²ch molekul a 

procesŢ, jako napŚ²klad endotelin-1, TNFŬ, oxidaļn² stres, a dalġ².  

V souvislosti s hypertrofickou kardiomyopati² byly pops§ny kvantitativn² zmŊny 

u plazmatickĨch/s®rovĨch proteinŢ MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 a 

TIMP-4.
74,75

 

2.3.2.2 Markery  ÁËÔÉÖÁÃÅ ÄÅÓÔÉéÅË 

Jednou z abnormalit, kter§ ļ§steļnŊ charakterizuje hypertrofickou kardiomyopatii, 

je hyperplazie intimy a medie intramyokardi§ln²ch c®v. Potenci§l k rozvoji tŊchto zmŊn 

mŢģe m²t rŢstovĨ faktor produkovanĨ destiļkami. Zat²m nebyla publikov§na ģ§dn§ pr§ce, 

kter§ by tuto problematiku bl²ģe popisovala, nicm®nŊ byly pozorov§ny zmŊny ve tvaru a 

funkci destiļek u pacientŢ s hypertrofickou kardiomyopati².
76

 Popisovan® trombocyty maj² 

obvykle vŊtġ² tvar, zvĨġenou permeabilitu membr§ny a jsou n§chylnŊjġ² k proagregaļn²m 

sign§lŢm. N§lezy pozitivnŊ koreluj² s tlouġŠkou hypertrofovan®ho myokardu.
77

 

V souvislosti s jejich zvĨġenĨm potenci§lem k aktivaci byly pops§ny zmŊny 

v koncentrac²ch nŊkolika proteinŢ ï markerŢ aktivace destiļek (P-selektin, sCD40L a 

bTG).
78

 U pacientŢ s neobstrukļn² formou byla vĨznamnŊ zmŊnŊna jen s®rov§ hladina 

P-selektinu.
73

 

2.3.2.3 Markery  ÅÎÄÏÔÅÌÉÜÌÎþ ÄÙÓÆÕÎËÃÅ 

Dalġ² v ŚadŊ poruch c®v u hypertrofick® kardiomyopatie je dysfunkce endotelu. Ten 

vykazuje abnorm§ln² vazokonstrikļn² odpovŊŅ na rŢzn® provokaļn² podnŊty. Porucha 

vazomotorick® funkce se n§slednŊ projev² hypoperfuz² a nez§visle koreluje s tlouġŠkou 

stŊny.
73

 PŚesnĨ mechanismus vzniku nen² zn§m. Bylo pops§no nŊkolik molekul, jejichģ 

koncentrace v perifern² krvi je zvĨġen§ (endotelin 1, inhibitor tk§Ŕov®ho faktoru, solubiln² 

trombomodulin, asymetrickĨ a symetrickĨ dimetylarginin).
79

 V ned§vn® dobŊ byly 

pops§ny statisticky vĨznamn® zmŊny v koncentraci von Willebrandova faktoru, kterĨ je 

v dneġn² dobŊ nejpouģ²vanŊjġ²m ukazatelem endoteli§ln² dysfunkce.
80
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2.3.2.4  -ÁÒËÅÒÙ ÔÌÁËÏÖïÈÏ ÐĠÅÔþĿÅÎþ 

Velmi vĨznamnĨmi molekulami v laboratorn² diagnostice kardiovaskul§rn²ch 

chorob jsou natriuretick® peptidy. Tyto peptidov® hormony jsou syntetizov§ny 

predominantnŊ v kardiomyocytech (ANP, BNP, NT-proBNP) nebo endotelem c®v (CNP), 

jako reakce na tlakov® nebo objemov® pŚet²ģen². TvoŚ² protip·l k ose renin-angiotenzin-

aldosteron, sniģuj² aktivitu sympatiku. Jejich biologick® ¼ļinky zahrnuj² zejm®na 

vazodilataci, zvĨġenou diur®zu a inhibici bunŊļn®ho rŢstu. Plazmatick® hladiny ANP, BNP 

a NT-proBNP pozitivnŊ koreluj² s vĨġ² srdeļn²ch pln²c²ch tlakŢ a jsou tedy vĨbornĨmi 

ukazateli pŚ²tomnosti dysfunkce lev® komory. 
81,82

 

Ostatn² proteiny zahrnut® v naġ² studii se Śad² mezi markery z§nŊtu a apopt·zy,
83,84

 

protrombotick® markery,
78,85

 rŢstov® faktory,
86,87

 hormony,
88

 markery myonekr·zy
89

 a jin® 

diagnosticky zaj²mav® proteiny asociovan® s hypertrofickou kardiomyopati². 
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2.4 Proteomika v  ËÌÉÎÉÃËï ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÅ ɀ status quo 

Vļasn® rozpozn§n² nemoci je z§sadn²m faktorem, kterĨ ovlivŔuje ġanci pacientŢ na 

¼spŊġn® vyl®ļen². Souļasn§ medic²na se pŚi stanoven² diagn·zy op²r§ v ļ²m d§l vŊtġ² m²Śe 

o specializovan§ laboratorn² vyġetŚen², kter§ vych§z² ze znalosti pŚev§ģnŊ proteinovĨch a 

peptidovĨch molekul, jejichģ koncentrace v krvi, moļi nebo jin®m biologick®m materi§lu 

v²ce ļi m®nŊ koreluj² s vĨskytem konkr®tn²ho patologick®ho procesu.
90

 Sledov§n² 

pŚ²tomnosti nebo zmŊn koncentrac² tŊchto molekul mŢģe odhalit jiģ velmi brzk§ st§dia 

onemocnŊn². 

Proteiny pŚ²tomn® v tŊlesnĨch tekutin§ch a zejm®na v krvi, spoluvytv§Ś² obraz 

aktu§ln²ho zdravotn²ho stavu organismu. S trochou nads§zky se d§ Ś²ci, ģe jak§koliv vnitŚn² 

ļi vnŊjġ² zmŊna dok§ģe v tŊle zanechat po rŢznŊ dlouhou dobu jakĨsi proteinovĨ Ăotisk 

palceñ. V t®to souvislosti se pojmy biomarker, ukazatel patologick®ho stavu, marker a 

klinick§ proteomika v posledn²ch letech stali jednŊmi z nejfrekventovanŊjġ²ch term²nŢ 

v oblasti biomedic²nsk®ho vĨzkumu. Dle definice americk® vl§dn² agentury pro potraviny 

a l®ļiva, FDA (Food and Drug Administration, USA), je marker charakteristika, kter§ je 

objektivnŊ mŊŚiteln§, pouģiteln§ jako indik§tor norm§ln²ho biologick®ho procesu, 

patologick®ho procesu nebo odpovŊdi na farmakologickou intervenci 

(http://www.fda.gov/). Z bioanalytick®ho hlediska je pak marker molekula, jej²ģ 

pŚ²tomnost, pŚ²padnŊ kvantitativn² charakteristika je stanoviteln§ nejļastŊji pomoc² 

specifickĨch monoklon§ln²ch protil§tek automatizovanĨmi syst®my, a kter§ m§ popsanĨ 

vztah ke sledovan®mu onemocnŊn². 

Existuje mnoho rŢznĨch definic markerŢ. Vġem je ale spoleļn®, ģe ide§ln² marker 

by mŊl nab²dnout pŚedevġ²m jasn® stanoven² a posouzen² diagn·zy, zejm®na u pacientŢ, 

kteŚ² nemaj² specifick® klinick® pŚ²znaky. MŊl by d§le splŔovat nŊkolik z§kladn²ch 

poģadavkŢ: pŚedevġ²m vysokou specifiļnost vzhledem k pŚedpokl§dan®mu onemocnŊn², 

vysokou org§novou/tk§Ŕovou specifiļnost a dostateļnou m²ru citlivosti. PomŊrnŊ 

dŢleģitĨm aspektem pŚi mnoha vyġetŚen²ch je tak® korelace sledovan®ho laboratorn²ho 

parametru s rozsahem poġkozen² tk§nŊ nebo org§nu. S t²mto vĨļtem jeġtŊ ¼zce souvis² 

pŚijateln§ dynamika dan®ho markeru v ļase a moģnost spolehliv®ho stanoven² jeho 

hraniļn²ch hodnot. NŊkter® molekuly maj² pŚ²liġ kr§tkĨ poloļas vĨskytu v krvi ļi tk§ni 

nebo je jejich koncentrace vĨznamnŊ ovlivŔov§na jinĨmi faktory a nelze je tedy jako 
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klinick® indik§tory pouģ²t. NezanedbatelnĨm poģadavkem oblasti klinick® diagnostiky je 

t®ģ moģnost standardizace stanoven² s pŚijatelnou m²rou variability, snadn§ interpretace 

z²skanĨch vĨsledkŢ a srozumitelnost vĨstupŢ pro l®kaŚe i pacienta. 

Aļkoliv proteomika st§la dlouhou dobu ve st²nu genetick®ho vĨzkumu, postupnŊ se 

d²ky vĨznamn® progresi v oblasti instrument§ln²ch metod dostala do popŚed² z§jmu mnoha 

vŊdeckĨch a dnes i klinickĨch pracoviġŠ. Bylo by ale chybou se domn²vat, ģe se podobor 

klinick§ proteomika zrodil aģ v posledn²ch letech. Dnes bŊģnŊ pouģ²van® metody klinick® 

biochemie jako napŚ²klad stanoven² b²lkoviny v moļi, elektrofor®za s®rovĨch proteinŢ, ale 

i rŢzn® imunochemick® metody jsou vĨsledkem aplikace proteomickĨch poznatkŢ 

z²skanĨch experiment§ln² cestou do praxe. Tento trend st§le zŢst§v§ hlavn²m smŊrem 

klinick® proteomiky, protoģe z§jem o identifikaci novĨch markerŢ, kter® by umoģnily 

odhalit onemocnŊn² jeġtŊ v bezsymptomatickĨch st§di²ch neust§le roste. 

Proteinov® markery se staly l§kavĨm c²lem Śady novĨch studi² zabĨvaj²c²ch se 

hled§n²m biologickĨch ukazatelŢ rŢznĨch chorob zejm®na pak n§dorovĨch ļi 

kardiovaskul§rn²ch. Jednou ze z§kladn²ch ot§zek kaģd®ho proteomick®ho projektu z oblasti 

klinickĨch markerŢ je volba vĨchoz²ho biologick®ho materi§lu. Aļkoliv jsou zdroje 

potenci§ln²ch proteinovĨch markerŢ velmi pestr®, za nejperspektivnŊjġ² je povaģov§na 

krev, resp. krevn² plazma nebo s®rum. Krev pŚich§z² do kontaktu se vġemi buŔkami tŊla, 

tedy i s tŊmi patologicky zmŊnŊnĨmi, kter® mohou produkovat mnoģstv² rŢznĨch v²ce ļi 

m®nŊ specifickĨch molekul. Ty je pak moģn® v krvi nal®zt a kvantifikovat ļasto dlouhou 

dobu pŚed n§lezem patologick®ho loģiska. Mezi dalġ² vyuģ²van® zdroje patŚ² moļ, plodov§ 

voda, sliny, cerebrospin§ln² tekutina, komorov§ voda, synovi§ln² tekutina,
91

 

bronchoalveol§rn² lav§ģ nebo aspir§t z prsn² ģl§zy.
92

 Tyto zdroje jiģ nemohou poskytnout 

tak ġirok® spektrum proteinŢ k analĨze jako krev, nicm®nŊ jejich vypov²daj²c² hodnota 

oproti krvi markantnŊ vzrŢst§ v pŚ²padŊ, ģe se onemocnŊn² tĨk§ specificky oblasti jejich 

vĨskytu (obr. 2.8). JasnĨm pŚ²kladem mŢģe bĨt analĨza moļe pŚi podezŚen² na n§dorov® 

onemocnŊn² moļov®ho mŊchĨŚe.
93,94

 AnalĨza tŊln²ch tekutin, zejm®na krve, mŢģe bĨt 

v mnoha pŚ²padech vhodnou alternativou histologick®ho vyġetŚen² bioptick®ho vzorku, 

jehoģ odbŊr nemus² bĨt vģdy snadno proveditelnĨ a pŚedstavuje pro pacienta podstatnŊ 

vŊtġ² z§tŊģ ve srovn§n² s klasickĨm odbŊrem perifern² krve. 
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Proteomick® pŚ²stupy vedouc² k odhalen² nov®ho ukazatele lze zpravidla rozdŊlit do 

tŚ² krokŢ: 

1. v souhrnu vġech identifikovanĨch proteinŢ urļit ty, kter® maj² 

prokazatelnĨ vztah k dan® chorobŊ 

2. kandid§tn² proteiny porovnat a vybrat z§stupce, kteŚ² budou nejl®pe 

odpov²dat poģadavkŢm kladenĨm na klinick® markery 

3. vytvoŚit jednoduchou metodu pro stanoven² tohoto markeru a klinicky 

ovŊŚit vhodnost postupu 

VŊtġina potenci§ln²ch markerŢ nen² z rŢznĨch dŢvodŢ schopna splnit vysok® 

poģadavky na nŊ kladen®. Ļasto nen² vytipovan§ molekula dostateļnŊ specifick§ pro 

zkouman® onemocnŊn², nebo je pŚ²tomna v tak mal® koncentraci, ģe nen² moģn® ji 

dneġn²mi technikami spolehlivŊ identifikovat a kvantifikovat. I proto po rychl®m vzestupu 

z§jmu o markery doġlo k jist®mu vystŚ²zlivŊn². Klinick§ proteomika ale nad§le poskytuje 

¼ļinnou platformu pro studium kvalitativn²ch i kvantitativn²ch charakteristik biologickĨch 

vzorkŢ. VĨsledky z²skan® touto cestou mohou uk§zat na nov® terapeutick® c²le a naplŔovat 

poģadavky tzv. personalizovan® medic²ny. 

 

Obr. 2.8 Poļty vġech identifikovanĨch proteinŢ v lidskĨch  tŊln²ch tekutin§ch (zdroj www.biosino.org). 

http://www.biosino.org/
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2.5 (ÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ v proteomice  

Hmotnostn² spektrometrie (MS) je analytick§ technika, kter§ umoģŔuje velmi 

pŚesnŊ urļit molekulovou hmotnost analyzovanĨch l§tek a jejich fragmentŢ po jejich 

pŚeveden² na ionty. Z²skan® informace jsou zpracov§ny do podoby hmotnostn²ho spektra, 

kde na ose x je uvedena efektivn² molekulov§ hmotnost m/z (mass-to-charge ratio) a na ose 

y relativn² zastoupen² jednotlivĨch iontŢ ve studovan® smŊsi, mŊŚen® pomoc² souļtu jejich 

dopadŢ na detektor hmotnostn²ho spektrometru. Z dat z²skanĨch touto technikou lze urļit 

prim§rn² strukturu analyzovanĨch molekul, resp. jejich fragmentŢ, pŚ²padnŊ lze 

charakterizovat pŚ²tomn® modifikace jejich struktury a urļit jejich kvantitativn² 

charakteristiky. 

VĨznamnĨmi ud§lostmi usnadŔuj²c²mi vyuģit² MS v proteomice byly pr§ce Johna 

Bennetta Fenna na vĨvoji elektrosprejov® ionizace (ESI, electrospray ionization)
95

 a 

Koichiho Tanaky, Franze Hillenkampa a Michaela Karase na rozvoji jemn® laserov® 

desorpce a techniky ionizace/desorpce laserem za ¼ļasti matrice (MALDI, Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization),
96,97

 kter® byly ocenŊny Nobelovou cenou. ObŊ ġetrn® 

ionizaļn² techniky naġly okamģitŊ uplatnŊn² v tomto dynamicky se rozv²jej²c²m mlad®m 

oboru.
98

 Dnes se vĨvoj hmotnostn²ch spektrometrŢ, nejen v proteomice, soustŚeŅuje 

zejm®na na zlepġov§n² rozliġovac²ch schopnost², zvyġov§n² dynamick®ho rozsahu mŊŚen², 

urļen² pŚesn® hmoty a optimalizaci rychlosti jednotlivĨch analĨz, coģ m§ vĨznam 

napŚ²klad v rutinn² klinick® diagnostice.  

2.5.1 (ÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒ 

Hmotnostn² spektrometr je sloģen ze tŚ² z§kladn²ch komponent - iontov®ho zdroje, 

hmotnostn²ho analyz§toru a detekļn²ho syst®mu (obr. 2.9).  

 

Obr. 2.9 Sch®ma hmotnostn²ho spektrometru. 
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2.5.1.1 )ÏÎÔÏÖï ÚÄÒÏÊÅ - typy ionizace 

V iontov®m zdroji jsou analyzovan® l§tky pŚevedeny na ionty v plynn®m 

skupenstv², kter® jsou d§le usmŊrnŊny do hmotnostn²ho analyz§toru, kde doch§z² k jejich 

jejich separaci na z§kladŊ rozd²ln®ho m/z. TypŢ iontovĨch zdrojŢ je cel§ Śada a jejich 

vyuģit² je urļeno charakterem analyzovanĨch l§tek. V proteomice patŚ² mezi t®mŊŚ 

vĨhradnŊ pouģ²van® mŊkk® iontov® zdroje ESI a MALDI. 

Elektrosprejov§ ionizace 

ESI je v proteomice obecnŊ nejrozġ²ŚenŊjġ² ionizaļn² technikou, kter§ se t®mŊŚ 

vĨhradnŊ pouģ²v§ ve spojen² s vysoko¼ļinnou kapalinovou chromatografi². Jej² pŚednost² 

je zejm®na ġetrnost ke struktuŚe analytu, jelikoģ t®mŊŚ nedoch§z² ke vzniku fragmentovĨch 

iontŢ.
99

 Dalġ² vĨznamnou vlastnost² je produkce v²cen§sobnŊ nabitĨch iontŢ [A+nH]
n+
, coģ 

umoģŔuje charakterizaci vŊtġ²ch molekul. K ionizaci elektrosprejem doch§z² za 

atmosf®rick®ho tlaku, kdy je vzorek v pol§rn²m rozpouġtŊdle pŚiv§dŊn do zdroje kapil§rou, 

na n²ģ je aplikov§no vysok® napŊt² (3 ï 5 kV) a pomocnĨ zmlģovac² plyn. Z§roveŔ je na 

elektrodu vstupn² ġtŊrbiny hmotnostn²ho analyz§toru pŚipojen opaļnĨ p·l napŊt². PŚ²tomn® 

elektrick® pole umoģŔuje vznik tzv. Taylorova kuģelu
100

 (obr. 2.10). Anionty analytu se 

pohybuj² smŊrem ke sprejovac² kapil§Śe, kationty se pak koncentruj² ve ġpiļce kuģelu a 

d²ky proudu zmlģovac²ho plynu jsou neseny ve formŊ aerosolu ke vstupu do analyz§toru. 

S postupnĨm odpaŚov§n²m molekul rozpouġtŊdla se koncentrace povrchov®ho kladn®ho 

n§boje v kapk§ch zvyġuje, aģ dojde k tzv. Coulombick® explozi a vzniknou kapky vĨraznŊ 

menġ². Nakonec dojde k uvolnŊn² molekul§rn²ho iontu zbaven®ho rozpouġtŊdla a tento je 

uveden do evakuovan® ļ§sti hmotnostn²ho spektrometru ï hmotnostn²ho analyz§toru. 
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Obr. 2.10 Sch®ma elektrosprejov®ho iontov®ho zdroje. HPLC = vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie. 

Desorpce/ionizace laserem  ÚÁ ĭéÁÓÔÉ ÍÁÔÒÉÃÅ 

PŚi MALDI ionizaci vznikaj² zejm®na jednou nabit® ionty [A+H]
+
 nebo [A-H]

-
, ke 

vzniku fragmentovĨch iontŢ doch§z² ve velmi omezen® m²Śe.
101

 PŚi vlastn² ionizaci jsou 

smŊsn® krystaly vzorku a matrice na vhodn®m nosiļi (kovov§ destiļka) oz§Śeny kr§tkĨm 

vĨbojem laseru. Doch§z² k absorpci energie matric² a jej²mu rozpadu za souļasn®ho 

uvolnŊn² a ionizace molekul vzorku.
102

 Vznikl® ionty jsou silnĨm elektrickĨm polem 

urychleny k evakuovan®mu analyz§toru, kterĨm je nejļastŊji analyz§tor doby letu (TOF, 

Time-of-Flight). 

2.5.1.2 !ÎÁÌÙÚÜÔÏÒÙ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþÃÈ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒĳ 

Po ionizaci ve zdroji analyty v podobŊ nabitĨch ļ§stic vstupuj² do hmotnostn²ch 

analyz§torŢ. Ty slouģ² zejm®na k jejich separaci na z§kladŊ rozd²lnĨch hodnot m/z. 

V souļasn® dobŊ lze hmotnostn² analyz§tory rozdŊlit do nŊkolika skupin na z§kladŊ 

jednotlivĨch principŢ separace iontŢ. Jedn²m z hlavn²ch parametrŢ hmotnostn²ch 

analyz§torŢ je jejich rozliġovac² schopnost. Ta se dnes nejļastŊji urļuje pomoc² definice 

zaloģen® na hodnotŊ ġ²Śky p²ku v polovinŊ jeho vĨġky. V n²ģe uveden®m struļn®m 

pŚehledu budou pops§ny jen analyz§tory vyuģ²van® v naġ² studii. 
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+ÖÁÄÒÕÐĕÌÏÖĻ ÁÎÁÌÙÚÜÔÏÒ 

Separace iontŢ podle hodnoty m/z v iontov®m filtru typu kvadrup·l je dosaģeno pŚi 

jejich prŢchodu mezi ļtyŚmi kovovĨmi tyļemi um²stŊnĨmi do ļtverce, na kter® je vloģeno 

stejnosmŊrn® napŊt² vģdy tak, ģe protilehl® p§ry tyļ² jsou navz§jem spojeny. Na jeden p§r 

je pŚivedeno kladn® napŊt², na druhĨ z§porn® a na vġechny z§roveŔ je superponov§no 

vysokofrekvenļn² stŚ²dav® napŊt² (obr. 2.11).
103

 PŚi vstupu iontu do stŚedu osy kvadrup·lu, 

zaļne iont oscilovat v z§vislosti na velikosti stŚ²dav®ho napŊt², kter® jej odkloŔuje z pŚ²m® 

dr§hy. Tyto oscilace jsou pro ionty stabiln² jen pŚi urļit® hodnotŊ m/z pro danĨ pomŊr U/V. 

Plynulou zmŊnou hodnot amplitudy V a stejnosmŊrn®ho napŊt² U doch§z² ke skenov§n² 

cel®ho hmotnostn²ho rozsahu kvadrup·lu a na detektor jsou postupnŊ puġtŊny pŚ²tomn® 

ionty. Citlivost detekce souvis² s rozsahem skenovan®ho spektra. PŚi sn²ģen² tohoto 

rozsahu se zvĨġ² citlivost detekce. NŊkter® pouģ²van® kvadrup·ly m²vaj² rozsah aģ do 

4 000 m/z. 

 

Obr. 2.11 Sch®ma kvadrup·lov®ho hmotnostn²ho filtru. 

Iontov§ past 

Iontov§ past (IT, ion trap) je v podstatŊ kvadrup·lem v trojrozmŊrn®m uspoŚ§d§n², 

kdy uvnitŚ jsou zadrģov§ny pŚ²choz² ionty, pŚiveden® kr§tkĨm napŊŠovĨm pulzem, kter® 

jsou n§slednŊ pomoc² zmŊny vysokofrekvenļn² amplitudy postupnŊ vypuzov§ny ze svĨch 

stabiln²ch drah na detektor v z§vislosti na jejich m/z. Dnes je ļastŊji pouģ²van§ line§rn² 

iontov§ past (LIT, linear ion trap), kter§ m§ vyġġ² iontovou kapacitu, zachycuje ionty 

s vyġġ² efektivitou, m§ vyġġ² citlivost, vŊtġ² dynamickĨ rozsah aj.
104,105
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!ÎÁÌÙÚÜÔÏÒ ÄÏÂÙ ÌÅÔÕ 

TOF je jednoduchĨ analyz§tor, jehoģ hlavn² ļ§st tvoŚ² letov§ trubice. IontŢm 

vystupuj²c²m ze zdroje je nejprve kr§tkĨm napŊŠovĨm pulzem udŊlena stejn§ kinetick§ 

energie. N§slednŊ vstupuj² do vakuov® letov® trubice a po urļit®m ļase dan®m nŊkolika 

parametry (m/z, d®lka letov® ļ§sti, aj.) dopadaj² na detektor. NevĨhodou tohoto typu 

analyz§toru je jeho omezen§ rozliġovac² schopnost v line§rn²m uspoŚ§d§n². Lze ji vġak 

vĨznamnĨm zpŢsobem zlepġit pouģit²m zpoģdŊn® pulzn² extrakce,
106

 kter§ eliminuje 

poļ§teļn² rozd²lnou distribuci kinetick® energie, spojenou s laserovou ionizac². U TOF 

analyz§torŢ lze rovnŊģ s vĨhodou pouģ²t tzv. reflektrony,
107

 coģ jsou iontov§ zrcadla, kter§ 

odr§ģ² let²c² ionty po m²rnŊ odklonŊn® dr§ze smŊrem k detektoru. Ionty s vyġġ² kinetickou 

energi² pronikaj² hloubŊji do odrazov®ho elektrick®ho pole reflektronu, ļ²mģ se adekv§tnŊ 

prodlouģ² jejich dr§ha a na detektor dopadnou ve stejnou dobu jako ionty s niģġ² kinetickou 

energi², ale se stejnĨm pomŊrem m/z. Nedoch§z² tedy k vĨraznŊjġ²mu rozġiŚov§n² p²kŢ na 

z§znamu a hmotnostn² spektrum dos§hne rozliġen² aģ 20 000. MŊŚen² v reflektronov®m 

m·du je ovġem omezeno pouze na peptidy, pro analĨzu proteinŢ je tŚeba pouģ²t line§rn² 

m·d. Velkou vĨhodou TOF analyz§torŢ je jejich vysok§ citlivost, hmotnostn² rozsah a 

rychlost analĨzy.
108,109

 

2.5.1.3 Detektory v ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÉ 

Detektory pouģ²van® v hmotnostn² spektrometrii pro detekci iontŢ analyzovan®ho 

vzorku pracuj² ļasto na principu foton§sobiļe nebo elektron§sobiļe.
110,111

 Iont dopadaj²c² 

na konverzn² dynodu vyvol§ emisi sekund§rn²ch elektronŢ, kter® d§le dopadaj² na dalġ² 

dynody, a dŊj se kask§dovitŊ opakuje. V pŚ²padŊ foton§sobiļe elektrony interaguj² 

s fosforem a emituj² fotony. VĨsledkem je v obou pŚ²padech vĨrazn® zes²len² odezvy, kter§ 

je pŚ²mo ¼mŊrn§ poļtu dopadaj²c²ch iontŢ. VzniklĨ pulz je zpracov§n pŚedzesilovaļem a 

digitalizov§n. U analyz§torŢ s Fourierovou transformac² (Orbitrap, iontovĨ rezonanļn² 

cyklotron) doch§z² k detekci formou indukce pŚ²mo v analyz§toru.
112

 

2.5.2 4ÁÎÄÅÍÏÖÜ ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ 

Tandemov§ hmotnostn² spektrometrie je stŊģejn² technika pro zjiġŠov§n² prim§rn² 

struktury peptidŢ, pŚesnou identifikaci proteinŢ a charakterizaci jejich posttranslaļn²ch 

modifikac². Kvantitativn² aspekt tomuto pŚ²stupu dod§vaj² rŢzn® techniky vyuģ²vaj²c² 
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znaļen² vzorkŢ (izotopick®, izobarick®, aj.) nebo pracuj²c² na principu porovn§van² 

z²skanĨch dat (plocha pod p²kem, vĨġka p²ku, atd.). Tandemov§ hmotnostn² spektrometrie 

(MS/MS; MS
2
) zahrnuje alespoŔ dvŊ etapy hmotnostn² analĨzy, pŚiļemģ poļet krokŢ mŢģe 

bĨt zvĨġen aģ na MS
n
, kde n je poļet vytvoŚenĨch generac² iontŢ. MS mŢģe bĨt tandemov§ 

v ļase, kdy napŚ. v iontov® pasti prob²h§ vĨbŊr i fragmentace iontŢ na jednom m²stŊ 

v rŢznĨch ļasovĨch ¼sec²ch nebo v prostoru, kdy se vyuģ²v§ zaŚazen² dvou hmotnostn²ch 

analyz§torŢ za sebou. Tyto analyz§tory mohou bĨt oddŊlen® kolizn² celou, ve kter® doch§z² 

k fragmentaci iontŢ vybranĨch v prvn²m analyz§toru na tzv. produktov® ionty (fragmenty). 

Fragmentaļn²ch metod je nŊkolik druhŢ a jejich pouģit² z§vis² na typu hmotnostn²ho 

spektrometru. VĨsledn® fragmenty jsou d§le separov§ny v druh®m analyz§toru a dopadaj² 

na detektor. Analyz§tory, pouģit® pro tandemovou hmotnostn² spektrometrii, mohou bĨt 

buŅ stejn®ho typu, napŚ. TOF/TOF nebo trojitĨ kvadrup·l QqQ
113,114

 nebo mohou bĨt 

sestaven® z analyz§torŢ rŢzn®ho typu (hybridn² hmotnostn² spektrometry), napŚ. QTOF, 

LIT/FT-ICR, IT-Orbitrap.
115,116

 

2.5.2.1 6ÙÕĿÉÔþ ÔÁÎÄÅÍÏÖï ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ Ë ÕÒéÅÎþ ÓÅËÖÅÎÃÅ ÐÅÐÔÉÄĳ 

PŚi fragmentaci peptidŢ v kolizn² cele doch§z² k pŚeruġen² vazeb mezi jednotlivĨmi 

aminokyselinami a vznikaj² fragmentov® ionty, kter® jsou zaznamen§v§ny ve formŊ 

fragmentaļn²ch spekter. V peptidu lze nal®zt tŚi typy vazeb, kter® je moģno pŚeruġit bŊhem 

fragmentace. Jsou to CO-NH, NH-CH a CH-CO (obr. 2.12). Znaļen² jednotlivĨch 

fragmentŢ peptidŢ vych§z² ze zaveden® nomenklatury.
117,118

 Fragmenty, nesouc² n§boj na 

C-konci, jsou oznaļov§ny Ăxñ, Ăyñ a Ăzñ, fragmenty s n§bojem na N-konci jako Ăañ, Ăbñ a 

Ăcñ. Typy pozorovanĨch fragmentŢ se Ś²d² pŚedevġ²m pouģitou fragmentaļn² technikou. 

 

Obr. 2.12 Typy peptidovĨch fragmentŢ. 



2 Teoretick§ ļ§st 

 

 

49 

 

 PŚi koliz² indukovan® disociaci (CID, collision induced dissociation) pouģ²van® 

zejm®na u hmotnostn²ch analyz§torŢ typu QTOF nebo QqQ vznikaj² nejļastŊji Ăbñ a 

Ăyñ ionty. Ne vģdy lze ve spektru nal®zt oba typy iontŢ, nav²c fragmentace ļasto nen² 

¼pln§. Ļ²slo v doln²m indexu u oznaļen² fragmentu ud§v§ poļet obsaģenĨch aminokyselin 

(napŚ. y4, b6). Ļasto jsou pozorovateln® t®ģ tzv. intern² fragmenty, kter® vznikaj² 

pŚeruġen²m v²ce neģ jedn® vazby v peptidu. Zvl§ġtn²m pŚ²padem intern²ho fragmentu je tzv. 

immoniovĨ iont, kterĨ obsahuje pouze jednu aminokyselinu a jeho pŚ²tomnost ve spektru 

jednoznaļnŊ potvrzuje jej² vĨskyt ve vybran®m peptidu.  

PŚ²stup, kdy k separaci vzorku a jeho identifikaci doch§z² na ¼rovni peptidŢ, kter® 

byly z²sk§ny enzymatickĨm ġtŊpen²m sekvenļnŊ specifickou prote§zou, se nazĨv§ 

Ăshotgunñ. Peptidov§ smŊs je separov§na s pouģ²t²m kapalinov® chromatografie nejļastŊji 

pomoc² reversn² stacion§rn² f§ze C18. Chromatograf bĨv§ on-line spojen s tandemovĨm 

hmotnostn²m spektrometrem. Po vyhodnocen² fragmentaļn²ch spekter jednotlivĨch peptidŢ 

pomoc² bioinformatickĨch n§strojŢ lze urļit jejich prim§rn² strukturu, pŚ²padnŊ pŚ²tomnost 

modifikac². ĂShotgunñ proteomickĨ pŚ²stup je ļasto pouģ²v§n v kombinaci s kvantifikaļn² 

technikou (napŚ. iTRAQ, Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation) bŊhem 

prvn² mapovac² f§ze projektŢ. 

2.5.2.2 6ÙÕĿÉÔþ ÔÁÎÄÅÍÏÖï ÈÍÏÔÎÏÓÔÎþ ÓÐÅËÔÒÏÍÅÔÒÉÅ ÐÒÏ ËÖÁÎÔÉÆÉËÁÃÉ ÁÎÁÌÙÔĳ 

Nejen pro potŚeby klinick® proteomiky jsou zapotŚeb² spolehliv® analytick® 

postupy, kter® by umoģnily kvantifikaci vybranĨch individu² napŚ²ļ velkĨm mnoģstv²m 

vzorkŢ v rozumn®m ļasov®m ¼seku, spolu se z§rukou potŚebn® senzitivity a 

reprodukovatelnosti.
119,120

 Kvantifikaļn² pŚ²stupy se daj² rozdŊlit do dvou oblast², metody 

nevyuģ²vaj²c² znaļen², tzv. Ălabel-freeñ,
121

 a metody zaloģen® znaļen².
122

 V hmotnostn² 

spektrometrii nen² vģdy intenzita sign§lu analytu pŚ²mo ¼mŊrn§ jeho koncentraci. Aby bylo 

moģn® kvantifikovat, mus² bĨt pouģito standardu nebo porovn§n². 

V pŚ²padŊ label-free metod jsou porovn§v§ny chromatografick® z§znamy 

jednotlivĨch vzorkŢ a na z§kladŊ porovn§n² intenzit nebo podle poļtu nasb²ranĨch spekter 

lze prov§dŊt kvantifikaci (emPAI, exponentially modified protein abundance index; 

APEX, absolute protein expression).
123,124

 PŚednost² tohoto pŚ²stupu je jeho ļasov§ a 
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finanļn² nen§roļnost. Jeho pouģit² je vĨhodn® zejm®na u studi² s velkĨm poļtem vzorkŢ, 

kde jsou oļek§v§ny dostateļnŊ velk® zmŊny v koncentraci proteinŢ. 

Druhou oblast² kvantifikaļn²ch pŚ²stupŢ jsou metody, kter® vyuģ²vaj² znaļen² in 

vivo nebo in vitro. Rozliġen² analytŢ je zabezpeļeno pouģit²m hmotnostn²ch znaļek 

inkorporovanĨch do jejich struktury. V t®to kategorii mŢģe bĨt v z§vislosti na typu 

experimentu pouģito metabolick® znaļen² (SILAC, Stable Isotope Labeling by Amino 

acids in Cell culture; Super-SILAC),
125,126

 izotopick® znaļen² (
18

O; GIST, Global Internal 

Standard Technology; ICAT, Isotope-Coded Affinity Tag; ICPL, Isotope-Coded Protein 

Labeling, aj.) nebo izobarick® znaļen² (napŚ. iTRAQ; TMT, Tandem Mass Tag).
122

 

Vġechny uveden® metody jsou metodami pro relativn² kvantifikaci. Pro absolutn² 

kvantifikaci se vyuģ²v§ c²len® proteomick® analĨzy a standardŢ v podobŊ syntetickĨch 

izotopicky znaļenĨch peptidŢ o shodn® aminokyselinov® sekvenci jako sledovanĨ analyt 

(napŚ. SID-SRM-MS). 

PŚi samotn® kvantifikaci se zpravidla vych§z² z urļen² plochy pod p²kem 

sledovanĨch analytŢ a jejich porovn§n². Kvantifikace zaloģen§ na urļov§n² vĨġky p²ku se 

pouģ²v§ zejm®na u m®nŊ intenzivn²ch sign§lŢ.
127,128 

V pŚ²padŊ izobarick®ho znaļen² jsou 

porovn§v§ny intenzity jednotlivĨch report®rovĨch iontŢ. 

Z uvedenĨch kvantifikaļn²ch metod je v prvn²ch f§z²ch studi² velmi obl²ben§ 

zejm®na iTRAQ technologie, kter§ je zaloģena na chemick®m znaļen² peptidŢ na 

aminokyselin§ch, obsahuj²c²ch volnou Ŭ-aminoskupinu, tedy na lysinu a N-termin§ln²ch 

aminokyselin§ch.
129,130

 Ke znaļen² mŢģe bĨt pouģito aģ osmi reagentŢ. Molekula znaļky je 

sloģena ze tŚ² ļ§st², kter® zahrnuj² report®rovou skupinu, balanļn² skupinu a skupinu 

reaguj²c² s peptidem. Po ġtŊpen² a znaļen² jsou jednotliv® vzorky spojeny do jednoho 

smŊsn®ho. BŊhem analĨzy na hmotnostn²m spektrometru je vidŊt v MS m·du jeden 

spoleļnĨ p²k kaģd®ho peptidu, kterĨ na sobŊ ale nese rŢzn® znaļky. Molekulov§ hmotnost 

je do t®to doby pro vġechny shodn§. Po fragmentaci pŚi MS/MS experimentu dojde 

k rozpadu znaļky a jej² report®rov§ ļ§st nesouc² n§boj je zaznamen§na. Kvantifikace 

prob²h§ na z§kladŊ porovn§n² intenzit z§znamŢ report®rov® skupiny, jej²ģ hmotnost se u 

kaģd® znaļky m²rnŊ liġ². Na z§kladŊ toho lze urļit relativn² kvantitu sledovan®ho 

peptidu/proteinu v jednotlivĨch vzorc²ch. 
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U c²lenĨch kvantifikaļn²ch analĨz je dnes standardn² metodou monitorov§n² 

vybranĨch reakc² (SRM, Selected Reaction Monitoring) prob²haj²c² na hmotnostn²m 

spektrometru typu trojitĨ kvadrup·l a vyuģ²vaj²c² izotopicky znaļenĨch peptidŢ (SID, 

stable isotope dilution). Tato metoda byla pouģita v naġ² studii a bude podrobnŊ pops§na 

d§le. PomŊrnŊ novou alternativou k SRM je analĨza na pŚ²stroj²ch s vysokĨm rozliġen²m 

(HR/AM, high-resolution/accurate-mass), kde je oproti klasick®mu trojit®mu kvadrup·lu 

nahrazen tŚet² kvadrup·l vysoce rozliġuj²c²m analyz§torem (napŚ. Orbitrap). Tato 

konfigurace pak umoģŔuje kvantifikaci na z§kladŊ monitorov§n² vybranĨch iontŢ (SIM, 

Selected Ion Monitoring) 
131

 v MS m·du s n§slednou MS/MS analĨzou, tzv. monitorov§n² 

paraleln²ch reakc² (PRM, paralel reaction monitoring). Zaj²mavĨ smŊr pro kvantifikaci 

nab²z² tak® analĨzy nez§visl® na krit®ri²ch pro vĨbŊr prekurzoru (DIA, data independent 

analysis),
132

 kde jsou fragmentaļn² spektra peptidŢ z²sk§v§na nez§visle na informaci o 

pŢvodn²m prekurzoru (napŚ. SWATH).
133

 

2.5.3 SRM  a jeho ÖÙÕĿÉÔþ Ö ËÖÁÎÔÉÆÉËÁÃÉ ÐÅÐÔÉÄĳ 

NejselektivnŊjġ² zn§mou metodou pro kvantifikaci vybranĨch analytŢ je 

hmotnostnŊ spektrometrick§ technika c²len® proteomick® analĨzy SRM,
134,135

 prov§dŊn§ 

na pŚ²stroj²ch typu trojitĨ kvadrup·l s ESI ionizac² a pŚedŚazenou chromatografickou 

separac² vzorku pomoc² gradientov® eluce na reverzn² f§zi. Selektivitu t®to metody 

zajiġŠuje prŢbŊģn® monitorov§n² pŚedem urļen® kombinace m/z prekurzorov®ho peptidu a 

jeho fragmentu, vznikl®ho koliz² indukovanou disociac², spuġtŊnou po z§chytu hledan®ho 

prekurzoru v prvn² ļ§sti analyz§toru. Dvojice m/z prekurzor/fragment je nazĨv§na jako 

pŚechod (transition) a je vysoce specifick§ pro hledanĨ analyt. Vylepġen²m t®to metody je 

zahrnut² informace o pŚedpokl§dan®m retenļn²m ļase analytu, tzv. ļasovŊ z§visl§ SRM 

analĨza (scheduled SRM).
136

 V takov®m pŚ²padŊ jsou specifick® pŚechody hled§ny jen 

v pŚedem urļenĨch ļasovĨch oknech, ļ²mģ se zvĨġ² kapacita mŊŚen² a v daleko menġ² m²Śe 

doch§z² k z§chytu faleġnŊ pozitivn²ch sign§lŢ. SRM je metoda tandemov® hmotnostn² 

spektrometrie, kter§ ide§ln²m zpŢsobem spojuje vĨhody shotgun proteomick® analĨzy 

s moģnost² kvantifikace vybranĨch analytŢ v komplexn²m vzorku i pŚi femtomolovĨch 

koncentrac²ch.
137,138

 

  Separovan® a ionizovan® peptidy proch§z² prvn²m kvadrup·lem Q1, kterĨ funguje 

jako hmotnostn² filtr. Zde doch§z² k selektivn²mu vĨbŊru hmoty m/z prekurzorov®ho iontu. 
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Tento je n§slednŊ zachycen v druh®m kvadrup·lu Q2, kde dojde k CID fragmentaci a 

vznikl® fragmenty pokraļuj² do tŚet²ho kvadrup·lu Q3, kterĨ funguje podobnŊ jako Q1 a 

vyb²r§ pouze hledan® fragmenty koresponduj²c² s mateŚskĨm prekurzorovĨm iontem (obr. 

2.13). 

 

Obr. 2.13 Sch®ma SRM experimentu. LC = kapalinov§ chromatografie, ESI = elektrosprejov§ ionizace, CID 

= koliz² indukovan§ disociace, Q = kvadrup·l. 

V jednom mŊŚen² je moģn® pozorovat stovky pŚechodŢ. Kvantifikace 

analyzovanĨch peptidŢ je moģn§ na z§kladŊ vyhodnocen² jejich extrahovanĨch iontovĨch 

chromatogramŢ (XIC). NŊkdy lze v literatuŚe narazit na term²n Ăpseudoñ SRM, kterĨ je 

pouģ²v§n v souvislosti s podobnĨm mŊŚen²m na jinĨch typech analyz§torŢ.
134

 Tyto 

zaznamen§vaj² cel® MS/MS spektrum a vĨslednĨ SRM z§znam je vytvoŚen in silico 

vĨbŊrem poģadovanĨch fragmentŢ. 

SRM analĨza se na rozd²l od klasick®ho shotgun experimentu zamŊŚuje na 

konkr®tn² proteiny a peptidy. Prvn²m krokem ¼spŊġn® tvorby SRM metody je tedy peļlivĨ 

vĨbŊr potenci§ln²ch c²lovĨch markerŢ n§sledovanĨ definov§n²m setu koresponduj²c²ch 

peptidŢ a jejich fragmentŢ, optimalizac² parametrŢ analĨzy a z§vŊreļnou validac² 

vytvoŚen® metody. 

2.5.3.1 6ÏÌÂÁ ÐÒÏÔÅÉÎĳ ÐÒÏ 32- 

Volba c²lovĨch proteinŢ vych§z² z poģadavkŢ prov§dŊn® studie. VŊtġinou 

vyuģ²v§me dat z²skanĨch v pŚedchoz²ch experimentech, pŚ²padnŊ velkou ļ§st informac² 

poskytnou jiģ publikovan® vĨsledky. VhodnŊ vybranĨ protein se nem§ vyskytovat v mnoha 

izoform§ch a mutac²ch, vĨskyt jeho PTM je stabiln² a dobŚe charakterizovanĨ a samotnĨ 

protein se v biologick® matrici d§ s jistotou identifikovat.
139

 DŢleģitĨm hlediskem je i 

pŚ²tomnost vyuģitelnĨch peptidŢ v sekvenci. 
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2.5.3.2 6ĻÂñÒ ÐÅÐÔÉÄĳ 

Pro ¼spŊġnou kvantifikaci je ģ§douc² zvolit alespoŔ dva reprezentativn² 

peptidy.
140,141

 V drtiv® vŊtġinŊ pŚ²padŢ vol²me peptidy tzv. tryptick®, kter® maj² optim§ln² 

d®lku 5 ï 20 aminokyselin. Aļkoliv tryptickĨ digest poskytuje cel® spektrum peptidŢ, 

v MS experimentech bĨv§ viditeln§ jen urļit§ ļ§st.
142

 Ļ§steļnŊ je to d§no pouģitou 

ionizaļn² technikou nebo podm²nkami chromatografick® separace. Proto je vĨhodn® pro 

vĨbŊr peptidŢ pouģ²t informace z jiģ namŊŚenĨch dat, aŠ vlastn²ch nebo pŚ²stupnĨch na 

internetu.
143

 Existuje nŊkolik online ¼loģiġŠ obsahuj²c²ch informace o hledanĨch proteinech 

a peptidech, kter§ nav²c mohou shromaģŅovat i namŊŚen§ spektra vloģen§ uģivateli. 

VŊtġina takto pŚ²stupnĨch dat nepodl®h§ ģ§dn® kontrole, proto je ģ§douc² k nim pŚistupovat 

obezŚetnŊ a poļ²tat s potvrzuj²c²m experimentem. PŚ²kladem takovĨch ¼loģiġŠ mŢģe bĨt 

PeptideAtlas
144

 (http://www.peptideatlas.org/) nebo PRIDE (http://www.ebi.ac.uk/pride/).  

Lze nal®zt publikovan® postupy, kter® popisuj² predikci proteotypickĨch peptidŢ.
145

 

Tyto empirick® pŚ²stupy pracuj² mimo jin® s prim§rn² sekvenc² peptidŢ, jejich 

acidobazickĨmi vlastnostmi, s d®lkou peptidu aj. PŚi SRM experimentech bĨv§ velkou 

vĨhodou pŚ²tomnost prolinu v sekvenci. D²ky svoj² struktuŚe poskytuj² fragmenty 

s N-koncovĨm prolinem ļasto velmi intenzivn² sign§l. Naopak je l®pe vyhnout se 

peptidŢm obsahuj²c²m m²sta variabiln²ho ġtŊpen² (arginin a lysin vedle sebe, pŚ²tomnost 

prolinu C-termin§lnŊ za R nebo K), jelikoģ u nich mŢģe doj²t k rozdŊlen² sign§lu mezi 

nŊkolik rŢznĨch fragmentŢ, coģ znemoģŔuje pŚesnou kvantifikaci n§mi hledan®ho 

pŚechodu. 

Kl²ļovou vlastnost² zvolen®ho peptidu je zejm®na jeho unik§tnost pro zvolenĨ 

protein ļi jeho izoformu. Tuto informaci lze pomŊrnŊ snadno ovŊŚit napŚ²klad pomoc² 

n§stroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pokud bychom vych§zeli z pravidel 

pravdŊpodobnosti a kombinatoriky, pak by platilo, ģe ļ²m delġ² peptid, t²m jistŊjġ² je 

potvrzen² jeho unik§tnosti. Stejn® pravidlo plat² pŚenesenŊ i pro jeho fragment. 

V neposledn² ŚadŊ je t®ģ potŚeba vz²t v ¼vahu shodnou molekulovou hmotnost leucinu a 

izoleucinu.
146

 DŢleģitou roli hraje i pŚ²tomnost posttranslaļn²ch a chemickĨch modifikac². 

PŚi analĨze peptidŢ nesouc²ho jednu nebo v²ce modifikac² je tu vģdy riziko vĨskytu 

nemodifikovan®ho peptidu. PŚi optimalizaci SRM metody je l®pe se vyhnout peptidŢm 

http://www.peptideatlas.org/
http://www.ebi.ac.uk/pride/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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obsahuj²c²m methionin a tryptofan, kter® jsou n§chyln® k oxidaci, d§le glutamin a 

asparagin, kter® mohou konvertovat na glutam§t a aspart§t a koneļnŊ N-termin§ln² 

glutamin mŢģe podl®hat pŚemŊnŊ na pyro-glutam§t.
134

 Naopak karbamidometylace 

cysteinu je stabiln² modifikace a peptidy obsahuj²c² cystein nen² tŚeba z analĨzy vyŚazovat. 

Zde naznaļen§ pravidla nemus² platit absolutnŊ. NŊkdy mŢģe m²t c²lovĨ protein nedostatek 

vhodnĨch peptidŢ a je na uv§ģen², zda pro analĨzy pouģ²t i peptidy, kter® ve sv® sekvenci 

sporn® aminokyseliny obsahuj². Peptid, kterĨ je vzhledem ke vġem vĨġe uvedenĨm 

podm²nk§m vhodnĨ pro analĨzu na hmotnostn²m spektrometru, je oznaļov§n jako 

proteotypickĨ.
145

  

2.5.3.3 6ĻÂñÒ 32- ÐĠÅÃÈÏÄĳ 

VhodnŊ zvolen§ kombinace m/z prekurzorov®ho a fragmentov®ho iontu a 

optimalizace parametrŢ jejich analĨzy jsou dalġ²m krokem pŚi tvorbŊ nov® SRM metody. 

Nejprve je nutn® vybrat pŚevaģuj²c² n§bojovĨ stav prekurzoru. Ionizace elektrosprejem ve 

spojen² s trypsinovĨm ġtŊpen²m poskytuje vŊtġinou dvoj- a trojn§sobnŊ nabit® peptidy, kdy 

jeden z tŊchto n§bojovĨch stavŢ zpravidla vĨraznŊ pŚevaģuje. V kombinaci s CID v kolizn² 

cele trojit®ho kvadrup·lu n§slednŊ vznikaj² predominantnŊ jednou nabit® y ionty, b ionty 

nem²vaj² takovou intenzitu.
147

 Pro SRM kvantifikaļn² metodu vol²me zpravidla dva aģ 

ļtyŚi nejintenzivnŊjġ² fragmenty, jejichģ pomŊr m/z je vŊtġ² neģ m/z prekurzoru a z dŢvodu 

interference sign§lu je rozd²l obou pomŊrŢ hmot vŊtġ² neģ 20. Pokud nem§me k dispozici 

data z pŚedchoz²ch experimentŢ, je moģn® z²skat informace o fragmentaļn²m spektru 

pomoc² SRM asociovan® MS/MS analĨzy MIDAS (MRM Initiated Detection and 

Sequencing).
148

 PŚi takov®to analĨze je v okamģiku z§chytu hledan®ho prekurzorov®ho 

iontu v Q1 spuġtŊna jeho fragmentace v kolizn² cele a v Q3, kterĨ v tomto m·du pracuje 

jako line§rn² iontov§ past, je zaznamen§no cel® spektrum vzniklĨch fragmentŢ, kter® lze 

n§slednŊ vyhodnotit (obr. 2.14). M®nŊ pouģ²vanou alternativou je proveden² nov® SRM 

analĨzy na cel®m spektru teoreticky vypoļtenĨch pŚechodŢ. Algoritmy pro tuto predikci 

jsou volnŊ dostupn® na internetu (napŚ. Proteomic Tools 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/) nebo jsou souļ§st² programŢ, 

urļenĨch pro pr§ci se SRM daty (volnŊ dostupn® - TIQAM, Skyline; komerļn² produkty - 

MRM Pilot, Optimizer aj.).
143

 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/
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Obr. 2.14 Sch®ma SRM asociovan® MS/MS analĨzy (MIDAS). HPLC = vysoko¼ļinn§ kapalinov§ 

chromatografie, ESI = elektrosprejov§ ionizace, Q = kvadrup·l, LIT = line§rn² iontov§ past, SRM = 

monitoring vybranĨch reakc², XIC = extrahovanĨ iontovĨ chromatogram. 

PŚi promŊŚov§n² fragmentaļn²ch spekter vybranĨch peptidŢ je moģn® pouģ²t jiģ 

zm²nŊnĨ m·d ļasovŊ z§visl® SRM analĨzy, kterĨ pŚedpokl§d§ znalost retenļn²ch ļasŢ 

jednotlivĨch analytŢ. PŚi absenci takovĨch informac² lze vyuģ²t in silico predikci pomoc² 

n§stroje SSRCalc (http://hs2.proteome.ca/SSRCalc/SSRCalcX.html).
149

 Vhodnou 

pomŢckou zejm®na pŚi pŚenosu metody na jinou d®lku gradientu je pouģit² bŊģnŊ 

dostupnĨch tzv. RT-kitŢ. Ty obsahuj² definovan® syntetick® peptidy a d²ky jednoduch®mu 

kalkul§toru lze z jejich retenļn²ch ļasŢ odvodit ļas eluce ostatn²ch analyzovanĨch 

peptidŢ.
150

  

Podstatnou souļ§st² vĨbŊru pŚechodŢ je optimalizace parametrŢ analyz§toru.
 134,147 

V praxi se nejļastŊji urļuje hodnota kolizn² energie (CE, Collision Energy). V programech 

pro pr§ci se SRM daty bĨv§ CE vypoļ²t§na na z§kladŊ experiment§lnŊ sestavenĨch rovnic. 

Nicm®nŊ zhruba v pŊtinŊ pŚ²padŢ dok§ģe optimalizace t®to hodnoty zvĨġit intenzitu 

fragmentu 2 aģ 5kr§t.
147,151

 D§le je moģn® u nŊkterĨch analyz§torŢ nastavit optim§ln² 

hodnotu deklasterizaļn²ho potenci§lu (DP, Declustering Potential), kterĨ pŢsob² ve zdroji 

na molekuly analytu a podporuje jejich desolvataci a disociaci na jednotliv® ionty. Pokud 

je tato hodnota pro danĨ prekurzor pŚ²liġ vysok§, doch§z² k fragmentaci peptidu jiģ ve 

zdroji. Hodnota DP je pro vġechny pŚechody jednoho prekurzoru stejn§. K jej² optimalizaci 

http://hs2.proteome.ca/SSRCalc/SSRCalcX.html
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v praxi moc nedoch§z², jelikoģ pŚ²nos pro dalġ² analĨzu nen² aģ tak velkĨ. Oba procesy lze 

prov§dŊt manu§lnŊ pŚi pŚ²m® analĨze vzorku nebo s pouģit²m metody vytvoŚen® in silico 

(napŚ. program Skyline). Efektivitu, rychlost a zejm®na kapacitu analĨzy lze zlepġit i 

volbou vhodn® d®lky ļasu, po kterĨ je urļitĨ iont sledov§n v r§mci jednoho cyklu tzv. 

dwell time (DT). AlternativnŊ k tomuto nastaven² lze upravit i d®lku cel®ho cyklu pŚi 

zachov§n² fixn²ho DT, a t²m zvĨġit poļet sledovanĨch pŚechodŢ.  

I pŚes peļlivĨ vĨbŊr proteinŢ, peptidŢ i jejich fragmentŢ a preciznŊ provedenou 

optimalizaci vġech parametrŢ analĨzy se mŢģe st§t, ģe na SRM z§znamu, resp. XIC 

z§znamu uvid²me v rŢznĨch ļasech dva a v²ce p²kŢ s ļ§steļnŊ shodnĨmi pŚechody (obr. 

2.15). Toto riziko se zvyġuje s klesaj²c²m poļtem mŊŚenĨch pŚechodŢ pro jeden peptid a se 

zkracuj²c² se d®lkou fragmentu. Potvrzen²m pŚ²tomnosti hledan®ho p§ru m/z hodnot, 

nejsme schopni s jistotou Ś²ci, ģe jde o n§ġ hledanĨ peptid. Ned²lnou souļ§st² tvorby SRM 

metody je tedy ovŊŚen² sledovanĨch pŚechodŢ pomoc² identifikace odpov²daj²c²ch 

peptidovĨch MS/MS spekter z²skanĨch vĨġe uvedenou MIDAS analĨzou. K tomu mŢģeme 

vyuģ²t jiģ vytvoŚenĨch datab§z² z pŚedchoz²ch experimentŢ, dostupnĨch datab§z² na 

internetu, porovn§n²m s teoreticky vypoļ²tanĨmi hodnotami oļek§vanĨch fragmentŢ 

(Proteomic Tools ï Fragment ion calculator) nebo pouģit²m shodnĨch syntetickĨch peptidŢ 

(viz d§le). 

 

Obr. 2.15 XIC z§znam pŚechodŢ peptidu SDGLPWCSTTANYDTDD. MS/MS experiment potvrdil spr§vnost 

p²ku nach§zej²c²ho se vpravo. 
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PŚi tvorbŊ SRM pŚechodŢ lze tak® vyuģ²t program SRM Collider 

(http://www.srmcollider.org/srmcollider/srmcollider.py), umoģŔuj²c² nalezen² moģnĨch 

interferenc² n§mi vybranĨch pŚechodŢ se zvolenĨm pozad²m. Z§vŊrem by SRM metoda 

mŊla bĨt validov§na v souladu s poģadavky na validaci analytick® metody (kap. 2.5.4).  

2.5.3.4 6ÙÕĿÉÔþ ÓÙÎÔÅÔÉÃËĻÃÈ ÐÅÐÔÉÄĳ ÐÒÏ ÔÖÏÒÂÕ 32- ÍÅÔÏÄÙ 

PŚi analĨze biomarkerŢ pomoc² techniky SRM ļasto vych§z²me z velmi komplexn² 

biologick® matrice. I po proveden² imunoafinitn² separace a separace pomoc² kapalinov® 

chromatografie je peptidov§ smŊs st§le hodnŊ sloģit§. Doch§z² k interferenci a 

k pŚekrĨv§n² sign§lŢ jednotlivĨch iontŢ. Jen s obt²ģemi lze v takov®mto vzorku vybrat 

relevantn² fragmenty, pŚ²padnŊ optimalizovat podm²nky analĨzy. Jedn²m z Śeġen² je vyuģit² 

syntetickĨch peptidŢ pro tvorbu SRM metody. Jejich aminokyselinov§ sekvence je totoģn§ 

s vybranĨmi nativn²mi peptidy.
152,153

 Vġechny vĨġe zm²nŊn® kroky optimalizace vĨbŊru 

fragmentŢ a parametrŢ analĨzy jsou prov§dŊny na smŊsi tŊchto peptidŢ. Nedoch§z² 

k interferenc²m s dalġ²mi analyty a celĨ proces vĨvoje metody se podstatnŊ urychl² a 

zjednoduġ². VĨznamnĨm pŚ²nosem pŚi pouģit² tŊchto peptidŢ je pŚesn® urļen² retenļn²ho 

ļasu kaģd®ho z nich. V komplexn² biologick® smŊsi se vyskytuje velk® mnoģstv² peptidŢ o 

shodn®m m/z. I kdyģ SRM zaruļuje selektivitu vĨbŊrem jak prekurzoru, tak fragmentu, 

mŢģe doch§zet k vĨġe zm²nŊn®mu z§chytu nŊkolika rŢznĨch peptidŢ se stejnou hmotnost². 

Lze odhalit i pŚ²pady, kdy doch§z² k z§chytu shodnĨch hmotnost² fragmentŢ, i kdyģ 

aminokyselinov® sloģen² je rozd²ln®.
146

 Sledov§n² v²ce pŚechodŢ pro jeden peptid, jejich 

intenzit a urļen² pŚesn®ho retenļn²ho ļasu mŢģe bĨt v takovĨch pŚ²padech kl²ļov® (viz obr. 

2.15).  

2.5.3.5 6ÙÕĿÉÔþ ÓÙÎÔÅÔÉÃËĻÃÈ ÐÅÐÔÉÄĳ ÐÒÏ ËÖÁÎÔÉÆÉËÁÃÉ ÐÏÍÏÃþ 32- 

C²lem klinickĨch studi² kandid§tn²ch molekul bĨv§ ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ pops§n² 

jejich kvantitativn²ch rozd²lŢ mezi dvŊma definovanĨmi stavy organismu (nejļastŊji 

pŚ²tomnost ļi nepŚ²tomnost urļit® choroby). SRM analĨza umoģŔuje selektivnŊ sledovat 

pouze vybran® analyty napŚ²ļ velkĨm mnoģstv²m vzorkŢ ve velmi kr§tk®m ļase. 

Jako velmi perspektivn² technika pro kvantifikaci ve spojen² se SRM se uk§zala 

tzv. SID (Stable Isotope Dilution) kvantifikace, tedy kvantifikace SRM c²lenou 

proteomickou analĨzou s vyuģit²m stabiln²ho izotopov®ho znaļen² standardn²ch peptidŢ o 

http://www.srmcollider.org/srmcollider/srmcollider.py
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zn§m® koncentraci (SID-SRM-MS).
154

 PŚi n² jsou ke vzorku bŊhem jeho pŚ²pravy pŚid§ny 

identick® syntetick® peptidy izotopicky znaļen® na uhl²ku a dus²ku (C13 N15) koncov®ho 

lysinu nebo argininu, coģ zpŢsobuje posun v relativn² molekulov® hmotnosti peptidu o 

urļitou hodnotu (zpravidla o 6 ï 10 Da). D²ky tomuto posunu jsou jednotliv® dvojice p²kŢ 

snadno odliġiteln® v SRM, resp. XIC z§znamu. Vzhledem k identick® struktuŚe se 

chromatograficky chovaj² naprosto shodnŊ. Zn§m§ koncentrace standardu pak umoģŔuje 

kvantifikaci sledovanĨch analytŢ, prov§dŊnou na z§kladŊ porovn§n² ploch pod p²kem 

lehk®ho a tŊģk®ho peptidu, resp. ploch pod p²kem jejich nejintenzivnŊjġ²ho fragmentu. 

Modifikac² t®to metody je pouģit² standardu v podobŊ cel®ho identick®ho proteinu 

znaļen®ho izotopicky na argininu a lysinu (PSAQ, Protein Standard Absolute 

Quantification)
155,156 

nebo tzv. QconCAT metoda zaloģen§ na synt®ze umŊl®ho 

polypeptidu, kterĨ ve sv® prim§rn² struktuŚe obsahuje vġechny sledovan® tryptick® 

peptidy.
157

 

2.5.4 0ÏĿÁÄÁÖËÙ ÎÁ ÖĻÖÏÊ a validaci  ÍÅÔÏÄÙ ÃþÌÅÎï ÐÒÏÔÅÏÍÉÃËï ÁÎÁÌĻÚÙ 

Rychlost objevov§n² novĨch ukazatelŢ patologickĨch stavŢ daleko pŚedļ² tempo 

jejich re§ln®ho uveden² do klinick®ho pouģit². Je to d§no ļ§steļnŊ omezenou dostupnost² 

drahĨch protil§tek a ļasovou n§roļnost² cel®ho procesu.
158

 Z novŊ publikovanĨch vĨsledkŢ 

lze usuzovat, ģe by se c²len§ proteomick§ analĨza SRM mohla st§t alternativou 

pouģ²vanĨch imunostanoven². 

V souļasn® dobŊ nejsou jasnŊ stanoven® poģadavky na proces vĨvoje, validace a 

verifikace metod c²len® proteomick® analĨzy pro proteinov® markery. Vod²tkem mohou 

bĨt dokumenty a doporuļen² mezin§rodn²ch spoleļnost², zabĨvaj²c²ch se akreditac², 

kalibrac², normami a pŚ²buznou problematikou v oblasti klinickĨch a analytickĨch 

laboratoŚ², kter® prim§rnŊ vych§z² ze stanovenĨch ISO norem, pŚ²padnŊ direktiv Evropsk® 

unie (IUPAC, EURACHEM, ISO/REMCO, NIST, OECD, apod.). V literatuŚe vŊnovan® 

proteinovĨm a peptidovĨm markerŢm bĨvaj² v lepġ²m pŚ²padŊ stanovov§ny nŊkter® 

z§kladn² znaky analytickĨch metod. Mezi nŊ patŚ² preciznost mŊŚen², analytick§ 

specifiļnost a selektivita s n² souvisej²c² pojem pŚenos vzorku, pracovn² rozsah a stanoven² 

meze detekce, meze stanovitelnosti a linearity a reprodukovatelnost metody. N²ģe jsou 

uvedeny vybran® struļn® charakteristiky z§kladn²ch pojmŢ pŚevzat® z publikace 



2 Teoretick§ ļ§st 

 

 

59 

 

Metrologick§ terminologie v klinick® a analytick® laboratoŚi, vych§zej²c² z Mezin§rodn²ho 

metrologick®ho slovn²ku (VIM 3)
159,160

 vytvoŚen®ho organizac² JCGM (Joint Committee 

for Guides in Metrology), a normy ĻSN ISO 5725:1997. Text byl pouģit a upraven se 

souhlasem majitele autorskĨch pr§v. 

V Preciznost mŊŚen² je definov§na jako tŊsnost shody mezi namŊŚenĨmi hodnotami 

veliļiny z²skanĨmi opakovanĨmi mŊŚen²mi na stejn®m objektu nebo na podobnĨch 

objektech za specifikovanĨch podm²nek. Zpravidla je vyj§dŚena ļ²selnŊ m²rami 

nepreciznosti, jako napŚ²klad smŊrodatnou odchylkou, rozptylem nebo variaļn²m 

koeficientem (CV). Pouģ²v§ se mimo jin® k definov§n² opakovatelnosti a 

reprodukovatelnosti mŊŚen². 

V Analytick§ specifiļnost, nŊkdy zkr§cenŊ specifita, je schopnost mŊŚ²c²ho postupu 

stanovovat pouze tu mŊŚenou veliļinu, kter§ m§ bĨt stanovena. Specifita metody 

nebo postupu ud§v§ rozsah mŊŚen², ve kter®m mŢģe bĨt jednotlivĨ analyt stanoven 

v komplexn² smŊsi, aniģ by doġlo k interferenci s ostatn²mi sloģkami smŊsi. 

Specifick§ metoda nebo analytickĨ postup je ten, kterĨ je oproġtŊn od vlivu 

matrice.  

V Selektivita je takov§ vlastnost analĨzy, stanoven² nebo postupu, kdy je stanoven² 

analytu v urļit® matrici z§visl® na pŚ²tomnosti omezen®ho mnoģstv² urļitĨch 

pŚ²mŊs² za definovanĨch podm²nek reakce. Selektivita se mŊn² s obsahem analytu a 

nŊkdy i v z§vislosti na nastaven² parametru metody (souvislost s robustnost²). 

M²rou selektivity je zn§mĨ, kvantitativn²m zpŢsobem vyj§dŚenĨ vliv matrice. 

PŚ²kladem je schopnost hmotnostn²ho spektrometru mŊŚit vĨskyt lehl® a tŊģk® 

formy peptidu v komplexn² smŊsi bez ovlivnŊn² mezi obŊma nebo jinou sloģkou 

matrice. 

V Pracovn² rozsah je uzavŚenĨ interval hodnot mnoģstv² nebo obsahu mŊŚen® 

veliļiny ve vzorku, pro kterĨ bylo potvrzeno, ģe metoda je v nŊm aplikovateln§ 

(nejistota mŊŚen² ud§van§ jako napŚ. smŊrodatn§ odchylka je v t®to oblasti 

pŚijateln§). Zdola ohraniļuje tento interval zpravidla mez stanovitelnosti. Pracovn² 

rozsah metody se stanov² mŊŚen²m vzorkŢ s rŢznou hodnotou obsahu analytu. 
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V Linearita kalibraļn²ho vztahu je rozsah hodnot koncentrac², ve kter®m je 

analytickĨ sign§l line§rn² funkc² hodnot koncentrace. Je zjiġŠov§na analĨzou 

vzorkŢ s hodnotami koncentrac² analytu, kter® pokrĨvaj² deklarovanĨ rozsah 

metody. Vzorky, pouģit® k urļen² linearity, maj² bĨt analyzov§ny v s®ri²ch 3 ï 5 

replik§tŢ. 

V Mez detekce dan®ho analytick®ho postupu je urļena jako nejmenġ² mnoģstv² 

analytu ve vzorku, kter® mŢģe bĨt detekov§no, ale nemus² bĨt stanoviteln® jako 

exaktn² hodnota. Pouģ²v§ se oznaļen² LD nebo nŊkdy LoD. K odhadu hodnoty 

meze detekce lze pouģ²t nŊkolik pŚ²stupŢ. Je tedy nutn® vģdy uv®st, jak prob²hal 

vlastn² vĨpoļet hodnot. 

V Mez stanovitelnosti (LQ nebo LoQ) je nejniģġ² mnoģstv² analytu ve vzorku, kter® 

mŢģe bĨt stanoveno jako exaktn² hodnota s poģadovanou hodnotou nejistoty. I pro 

mez stanovitelnosti plat², ģe neexistuje jeden uzn§vanĨ postup jej²ho urļen² a je 

tedy nutn® vģdy uv®st cestu vĨpoļtu. 

V Reprodukovatelnost mŊŚen² je charakterizov§na jako preciznost mŊŚen² za danĨch 

podm²nek a pŚ²mo souvis² s mez² reprodukovatelnosti, coģ je hodnota, o n²ģ lze 

s 95% pravdŊpodobnost² pŚedpokl§dat, ģe pod n² bude leģet nebo j² bude rovna 

absolutn² hodnota rozd²lu mezi dvŊma vĨsledky mŊŚen². 

SRM metoda byla jiģ dŚ²ve ¼spŊġnŊ vyuģ²v§na ve farmaceutick®m prŢmyslu pro 

stanoven² malĨch molekul. V porovn§n² s nec²lenou MS/MS analĨzou vynik§ zejm®na 

dobrou reprodukovatelnost² a vzhledem ke zpŢsobu sbŊru dat i vŊtġ² selektivitou. Byla 

publikov§na studie zamŊŚen§ na mezilaboratorn² srovn§n² SRM metod, aplikovanĨch na 

rŢzn® pŚ²stroje a rŢzn® typy vzorkŢ.
120

 NejvŊtġ² zdroj variabilit mŊŚen² byl odhalen 

v souvislosti s pŚ²pravou vzorkŢ. PŚ²tomnost vhodn®ho vnitŚn²ho standardu v podobŊ 

proteinu nebo znaļen®ho peptidu jiģ od poļ§tku preanalytick® f§ze se zd§ bĨt nezbytnost² a 

to zejm®na v pŚ²padech, kdy je kvantifikace hledan®ho markeru c²lem prov§dŊn® studie. 

Dalġ²m z vĨznamnĨch aspektŢ je zv§ģen² vlivu biologick® variability vybran®ho ukazatele 

v populaci. Hladiny typickĨch plazmatickĨch proteinŢ kol²saj² okolo 40 % v r§mci jedno 

roku u jednoho c²lov®ho subjektu, v pŚ²padŊ srovn§n² v²ce subjektŢ mŢģe variabilita 

dosahovat aģ 60 %.
161,162

 U studi² zabĨvaj²c²ch se detekovatelnost² kandid§tn²ch peptidŢ 
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pŚid§vanĨch do plazmy nebo s®ra je CV daleko menġ²
120

 a tedy variabilita SID-SRM-MS 

analĨz by nemŊla limitovat pouģit² t®to metody v klinick® praxi.
163
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3 #þÌÅ ÐÒÜÃÅ 

Hypertrofick§ kardiomyopatie je velmi komplikovan® dŊdiļn® onemocnŊn² 

s rozs§hlĨm genetickĨm pozad²m. Diagnostika na z§kladŊ urļen² pŚ²ļinnĨch mutac² nen² 

jednoduchou a rychlou analĨzou a vzhledem k faktu, ģe velk§ ļ§st mutac² zŢst§v§ zat²m 

neodhalena, postr§d§ i negativn² predikļn² hodnotu. Je zde tedy spousta prostoru pro 

tvorbu pŚijateln® laboratorn² metody, kter§ by nejen zhodnotila pŚ²tomnost ļi absenci 

choroby, ale eventuelnŊ i popsala ¼spŊġnost proveden®ho l®ļebn®ho z§kroku vzhledem 

k t²ģi onemocnŊn². 

Tato pr§ce byla zamŊŚena na tvorbu vhodn® metody c²len® proteomick® analĨzy pro 

potenci§ln² proteinov® markery hypertrofick® kardiomyopatie, jejichģ kvantitativn² 

charakteristiky by mohly pomoci pŚi diagnostice a sledov§n² t®to nemoci. Z metodick®ho 

hlediska lze celou studii rozdŊlit do nŊkolika d²lļ²ch c²lŢ. 

i. urļen² kandid§tn²ch proteinŢ na z§kladŊ srovn§vac²ch experimentŢ a dŚ²ve 

publikovanĨch dat 

ii.  tvorba SRM metody na vybran® proteiny 

iii.  kvantifikace zvolenĨch markerŢ pomoc² metody SRM 

iv. ovŊŚen² a porovn§n² vĨsledkŢ pomoc² jinĨch pouģ²vanĨch metod 
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4 Experiment§ln² ļ§st 

4.1 Materi§l 

Á 0,22 Õm spin filtr Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, USA) 

Á BŊģn® laboratorn² sklo (Ehrlenmeyerovy baŔky, lahve pro uchov§v§n² roztokŢ) 

Á BD P100 odbŊrov® sety (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) 

Á Centrifugaļn² tuby, rŢzn® objemy (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

Á Frity IntegraFrit Capillary (New Objective, Woburn, USA) 

Á Immobiline DryStrip Gel (GE Healthcare, Buckinghamshire, Velk§ Brit§nie) 

Á Indik§torov® pH pap²rky (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Koncentraļn² a odsolovac² filtry Amicon, (rŢzn® velikosti Amicon, Millipore 

Corporation, Bedford, USA) 

Á Kryc² f·lie na mikrotitraļn² destiļky (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Mikropipety, rŢzn® objemy (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko) 

Á Mikrotitraļn² destiļky (TPP, Trasadingen, ĠvĨcarsko) 

Á Mikrozkumavky, rŢzn® objemy (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko)  

Á Ochrann® osobn² pomŢcky (nitrilov® rukavice, obliļejovĨ ġt²t) 

Á Sprejovac² jehly PicoTip Emitter (New Objective, Woburn, USA) 

Á Ġpiļky pro mikropipety, rŢzn® objemy (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko) 

Á Vaniļky pro multikan§lovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

Á Vialky pro HPLC (Waters, Milford, USA) 

4.2 #ÈÅÍÉËÜÌÉÅ 

Á 4700 peptide calibration mix 500 ï 3500 Da (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Ŭ-kyano-4-hydroxyskoŚicov§ kyselina (CHCA) (LaserBio laboratories, Sophia-

Antipolis Cedex, Francie) 

Á Acetonitril (ACN) (Merck Group, Darmstadt, NŊmecko) 

Á Agar·za (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á AQUA peptidy (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Dodecylsulf§t sodnĨ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Eluļn² pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA) 
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Á Etidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Hydrogenfosforeļnan sodnĨ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Hydrogenuhliļitan amonnĨ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Hydroxid sodnĨ (Lachema, Neratovice, Ļesk§ republika) 

Á CHAPS (Bio-Rad, Hercules, USA) 

Á Chlorid sodnĨ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Kyselina chlorovod²kov§ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Kyselina mravenļ² (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Kyselina octov§ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Kyselina trifluoroctov§ (TFA) (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA) 

Á Methanol (Merck, Darmstadt, NŊmecko) 

Á Moļovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Neutralizaļn² pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA) 

Á OËRangeRuler, 20 bp DNA ladder, 20 ï 300 bp (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA) 

Á Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, USA) 

Á Pufr A pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA) 

Á Pufr B pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA) 

Á S-methyl methanthiosulfon§t (MMTS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á SpikeTides TQL peptidy (JPT Peptide technologies GmbH, Berl²n, NŊmecko) 

Á Stripping pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA) 

Á TrackIt Cyan/Orange loading buffer (Invitrogen, Life technologies, New York, 

USA) 

Á Trifluoroethanol (TFE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Tris(2-karboxyetyl)fosfan (TCEP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Tris-HCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Á Trypsin, Sequencing Grade Modified (Promega, Madison, USA) 

Á Voda LC-MS Chromasolv (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
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Kity  

Á AMS14 kit pro detekci HCV RNA (Clonit S.r.l., Mil§no, It§lie) 

Á AMS47 kit pro detekci HIV RNA (Clonit S.r.l., Mil§no, It§lie) 

Á AMS92 kit pro detekci HBV (Clonit S.r.l., Mil§no, It§lie) 

Á Bicinchoninic acid (BCA) kit (Sigma, St. Louis, USA) 

Á iTRAQ Reagents Multiplex Kit (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) 

Á NuPAGE Novex 10% Bis Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, USA) 

Á ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA) 

Á QuantiMatrix Human Fibronectin ELISA kit (Merck Group, Darmstadt, NŊmecko) 

Á ReadyPrep 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad, Hercules, USA) 

Á RayBio Human IGF-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human MMP-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human MMP-2 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human MMP-9 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human P-selectin ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human TIMP-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RayBio Human TIMP-2 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA) 

Á RT-kit-WR (Biognosys, Curych, ĠvĨcarsko) 

Á USCN BNP Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science, 

Wuhan, Ļ²na) 

Á USCN bTG Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science, 

Wuhan, Ļ²na) 

Á USCN TFPI Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science, 

Wuhan, Ļ²na) 

4.3 0ĠþÓÔÒÏÊÏÖï ÖÙÂÁÖÅÎþ 

Hmotnostn² spektrometry 

Á 4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á QTRAP 4000 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, USA) 
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Á TSQ Vantage (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

 

Kapalinov® chromatografy, kolony a pŚ²sluġenstv² 

Á Alliance 2695 separaļn² modul (Waters, Milford, USA) 

Á MARS Hu-14 imunoafinitn² spin kolona (Agilent Technologies, Wilmington, USA) 

Á C18 stacion§rn² f§ze Magic AQ, 100 ¡, 5 Õm (Michrom BioResources, Auburn, 

USA) 

Á C18 stacion§rn² f§ze PepMap, 100 ¡, 5 Õm (Dionex, Sunnyvale, USA) 

Á MARS Hu-14 imunoafinitn² kolona (Agilent Technologies, Wilmington, USA) 

Á Microspin C18 kolonky (Harvard Apparatus, Holliston, USA) 

Á NanoEase kolona, 100 ¡, 3 Õm (Waters, Milforg, USA) 

Á nanoLC ultra 2Dplus system (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Probot mikrofrakļn² kolektor (Dionex, Sunnyvale, USA) 

Á Tempo nano MDLC capLC HPLC syst®m (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á UltiMate 3000 HPLC syst®m (Dionex, Sunnyvale, USA) 

 

Ostatn² pŚ²strojov® vybaven² 

Á Analytick® v§hy Mettler Toledo AG (Laboratory & Weighing Technologies, 

Greifensee, ĠvĨcarsko) 

Á Eppendorf stoln² minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko) 

Á Eppendorf vakuov§ odparka 5301 (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko) 

Á Hlubokomraz²c² box PowerFREEZE -87ÁC VXE (Jouan SA, Saint Herblain, 

Francie) 

Á Infinity VX2 system (Vilber Lourmat SAS, Marne la Vall®e, Francie) 

Á Jouan RC10 09 a RCT60 vakuov§ odparka (Jouan SA, Saint Herblain, Francie) 

Á Magnetick§ m²chaļka Hotplate & Stirrer JENWAY 1000 (Jenway, Dunmow, Velk§ 

Brit§nie) 

Á Novex Mini-Cell Electrophoresis System (Invitrogen, Carlsbad, USA) 

Á Paradigm Detection Platform (Beckman Coulter, Brea, USA) 

Á pH-metr InoLab pH Level 1 (Wiessenschaftelich-Technische Werkstªtten, 

Weilheim, NŊmecko) 
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Á Plniļka kolon (Proxeon BioSystems, Odense, D§nsko) 

Á Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA) 

Á PTC-200 DNA Engine Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA) 

Á Sonikaļn² l§zeŔ Ultrasonic LC 30 H (Elma, NŊmecko) 

Á Spektrofotometr UV-VIS Heliosɔ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

Á Stoln² centrifuga Jouan B4i/BR4i (Jouan SA, Saint Herblain, Francie) 

Á Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, NŊmecko) 

Á Vac Elut 20 (Varian, Palo Alto, USA) 

Á Vortex MS2 (IKA Works, Wilmington, USA) 

4.4 0ÒÏÇÒÁÍÏÖï ÖÙÂÁÖÅÎþ 

Á 4000 Series Explorer v3.5 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Analyst
 
v1.5.1 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á GPS Explorer v3.6 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á GraphPad Prism v5.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) 

Á Infinity-CAPT Software v15.12 (Vilber Lourmat SAS, Marne la Vall®e, Francie) 

Á mQuest/mProphet v2.0 (Biognosys, Curych, ĠvĨcarsko) 

Á MultiQuant v1.1 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á MassLynx v4.0 (Waters, Milford, USA) 

Á ProteinPilot v2.0.1 (AB Sciex, Foster City, USA) 

Á Skyline v1.1 (MacCoss Lab, Seattle, USA) 

Á TIQAM Digestor v1.2.2 (Seattle Proteome Center, Seattle, USA) 
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4.5 Vzorky  

4.5.1 Charakteristika skupiny pacientŢ 

Pacienti zahrnut² do studie byli vybr§ni prof. MUDr. Radkem Pudilem, PhD. na 

z§kladŊ stanoven® diagn·zy obstrukļn² hypertrofick§ kardiomyopatie. Diagn·za se op²rala 

o vyġetŚen² l®kaŚem, echokardiografick® vyġetŚen² a vĨsledky z²skan® pomoc² srdeļn² 

katetrizace.  

Studovan§ skupina pacientŢ byla sloģena ze sedmn§cti osob. Medi§n vŊku pacientŢ 

v dobŊ odbŊru byl 62 let (IQR: 50 ï 69). Ve skupinŊ bylo zahrnuto ġest ģen.  

Vzhledem k vŊkov® skladbŊ skupiny pacientŢ a prevalenci onemocnŊn² v populaci 

se nelze vyhnout odbŊru vzorkŢ od osob, kter® trp² jinĨm, ļasto s vŊkem asociovanĨm 

onemocnŊn²m. Do skupiny pacientŢ bylo tedy zahrnuto devŊt pacientŢ s diabetes mellitus 

II. typu a dvan§ct pacientŢ bylo l®ļeno na hyperlipoprotein®mii. Dva pacienti byli kuŚ§ci. 

Ze studie byli vylouļeni pacienti s pŚidruģenĨm plicn²m nebo ledvinovĨm onemocnŊn²m, 

malignitami, neurodegenerativn²mi a autoimunitn²mi chorobami. 

Dle srovn§n² s klasifikac² NYHA bylo pŊt pacientŢ zaŚazeno do tŚ²dy NYHA I, 

devŊt pacientŢ do NYHA II, dva pacienti do NYHA III a jeden pacient byl na rozhran² 

NYHA III a IV.  

Vġichni pacienti byli l®ļeni vzhledem k t²ģi onemocnŊn² konvenļn² l®ļbou 

pouģ²vanou ke zm²rnŊn² projevŢ asociovanĨch s chorobou. DevŊt pacientŢ uģ²valo v dobŊ 

odbŊru betablok§tory, deset pacientŢ blok§tory kalciovĨch kan§lŢ, devŊt pacientŢ uģ²valo 

statiny a u osmi pacientŢ byla nutn§ l®ļba diuretiky. PŊti pacientŢm byl jiģ dŚ²ve 

implantov§n kadioverter-defibril§tor a u jedn® osoby byla nutn§ aplikace biventrikul§rn² 

stimulace. 

Vġichni pacienti byli o pŚedpokl§dan®m prŢbŊhu vĨzkumu plnŊ informov§ni a 

svĨm podpisem potvrdili informovanĨ souhlas se zaŚazen²m do studie. VĨġe uveden§ data 

jsou shrnuta v tabulce um²stŊn® za charakteristikou kontroln² skupiny (Tab. 4.1). 
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4.5.2 ChaÒÁËÔÅÒÉÓÔÉËÁ ËÏÎÔÒÏÌÎþ ÓËÕÐÉÎÙ 

Tuto skupinu tvoŚilo sedmn§ct osob, kter® prokazatelnŊ netrpŊly z§vaģnĨm 

kardiovaskul§rn²m onemocnŊn²m. Vzorky plazmy od kontroln² skupiny byly odeb²r§ny od 

pravidelnĨch d§rcŢ krve nebo v nŊkolika pŚ²padech od pacientŢ doch§zej²c²ch na autologn² 

odbŊry krve pŚed pl§novanou operac². 

Dotazn²ky zamŊŚen® na zjiġŠov§n² pŚ²tomnosti rŢznĨch onemocnŊn² nebyly od t®to 

skupiny poģadov§ny, jelikoģ je jak®koliv n§mi sledovan® onemocnŊn² kontraindikac² 

k dobrovoln®mu d§rcovstv² krve. V pŚ²padŊ autologn²ch odbŊrŢ ġlo o starġ² pacienty 

ļekaj²c² na ortopedick® operace a i v tomto pŚ²padŊ byla pŚ²tomnost jin® choroby 

vylouļena pŚi urļov§n² poģadavkŢ na odbŊr vzorku na transfuzn²m oddŊlen² Fakultn² 

nemocnice Hradec Kr§lov® (FN HK). V r§mci skupiny byly odebr§ny tŚi vzorky od ģen. 

Medi§n vŊku v dobŊ odbŊru byl 54 rokŢ (IQR: 45 ï 57). 

Souhrnn§ data 

 
n muģi ģeny medi§n vŊku (IQR) 

pacienti 17 11 6 62 (50 ï 69) 

kontrola  17 14 3 54 (45 ï 57) 

 
OnemocnŊn² a NYHA klasifikace 

 

diabetes 

mellitus II. t ypu hyperlipoprotein®mie NYHA I  NYHA II  NYHA III a IV  

pacienti 9 12 5 9 3 

 
L®ļba 

 
ɓ blok§tory blok§tory Ca2+ kan§lŢ statiny diuretika  ICD 

pacienti 9 10 9 8 5 

Tab. 4.1 Souhrnn§ data z²skan§ od pacientŢ a kontroln² skupiny. ICD = kardioverter-defibril§tor, n = poļet 

vzorkŢ. 

4.5.3 Preanalytick§ f§ze pŚ²pravy vzorku 

4.5.3.1 /ÄÂñÒ ÖÚÏÒËÕ 

Vzorky od pacientŢ byly odeb²r§ny vģdy po vyplnŊn² dotazn²ku a po podpisu 

informovan®ho souhlasu, na jehoģ z§kladŊ byl pacient zaŚazen do studie pod k·dovĨm 

oznaļen²m. OdbŊry vzorkŢ od pacientŢ a kontroln² skupiny prob²haly v obdob² mezi z§Ś²m 

2007 a lednem 2008 ve spolupr§ci s FN HK. SamotnĨ odbŊr pln® krve prob²hal 

v dopoledn²ch hodin§ch na centr§ln²m odbŊrov®m s§le pavilonu intern²ch oborŢ FN HK 
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povŊŚenou sestrou do zkumavek BD P100 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). 

Pacient pŚi odbŊru vģdy leģel, nebyl vyģadov§n odbŊr nalaļno. OdpovŊdnĨm l®kaŚem byl 

prof. MUDr. Radek Pudil, PhD. z I. intern² kardioangiologick® kliniky. 

Na z§kladŊ charakteristik skupiny pacientŢ (viz Tab. 4.1) byly stanoveny 

poģadavky na skladbu kontroln² skupiny. OdbŊr vzorkŢ pro kontroln² skupinu 

zajiġŠovalo transfuzn² oddŊlen² FN HK. Podm²nky odbŊru byly shodn® s vĨġe uvedenĨm 

postupem. OdpovŊdnĨm l®kaŚem byl MUDr. V²t řeh§ļek. 

Celkem bylo odebr§no 29 vzorkŢ v kontroln² skupinŊ a 30 vzorkŢ od pacientŢ. 

4.5.3.2 :ÐÒÁÃÏÖÜÎþ ÏÄÅÂÒÁÎĻÃÈ ÖÚÏÒËĳ 

Zkumavky, do kterĨch byly odbŊry prov§dŊny, obsahuj² separ§tor s filtrem, kterĨ 

bŊhem centrifugace oddŊl² bunŊļn® souļ§sti pln® krve a plazmatickou frakci. Zkumavka 

obsahuje antikoagulant K2EDTA a tak® inhibitory prote§z, nutn® pro zajiġtŊn² proteinov® 

stability odebran®ho vzorku. 

Ihned po odbŊru byly vzorky transportov§ny k dalġ²mu zpracov§n². Zkumavky byly 

centrifugov§ny v ¼hlov®m rotoru po dobu 5 minut pŚi 2 500 x g za laboratorn² teploty. 

VĨsledn§ plazma oddŊlen§ separ§torem byla pŚenesena do nov® oznaļen® zkumavky a 

znovu centrifugov§na za stejnĨch podm²nek. VzniklĨ supernatant byl rozdŊlen do nŊkolika 

zkumavek a uloģen pŚi teplotŊ -80 ÁC k dalġ²mu zpracov§n². 

NŊkter® vzorky byly vzhledem k vysok® chylozitŊ plazmy nebo pŚ²tomnosti 

hemolĨzy vyŚazeny z dalġ²ch analĨz. Pro koneļn® kvantitativn² mŊŚen² a ovŊŚen² metody 

pomoc² ELISA testŢ bylo pouģito pouze 17 vzorkŢ od pacientŢ a 17 vzorkŢ od kontroln² 

skupiny. 
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4.6 Metody  

Sch®ma prov§dŊnĨch experimentŢ 

 

4.6.1 $ÅÔÅËÃÅ ÐĠþÔÏÍÎĻÃÈ ÐÁÔÏÇÅÎĳ ÐÏÍÏÃþ ÐÏÌÙÍÅÒÜÚÏÖï ĠÅÔñÚÏÖï ÒÅÁËÃÅ 

U vzorkŢ plazmy pacientŢ s hypertrofickou kardiomyopati² byla provedena detekce 

virŢ hepatitidy B a C a viru HIV pomoc² polymer§zov® ŚetŊzov® reakce z dŢvodu ovŊŚen² 

bezpeļnosti pŚed dalġ² manipulac². 

Pro amplifikaci charakteristickĨch ¼sekŢ nukleovĨch kyselin byly pouģity 

komerļnŊ dod§van® kity AMS47 pro detekci HIV, AMS92 pro detekci viru hepatitidy typu 

B a AMS14 pro detekci viru hepatitidy typu C (vġe Clonit, Mil§no, It§lie). Po amplifikaci 

byly vzorky spolu se standardem naneseny na 2% agar·zovĨ gel obsahuj²c² ethidium 

bromid. Jako zav§dŊc² roztok byla pouģita smŊs xylen cyanolu a Orange G TrackIt 


























































































































































