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1. Úvod 

Úspěch při identifikaci bílkovin závisí na kvalitě dat 
získaných hmotnostní spektrometrií a jejich interpretaci 
s pou�itím bioinformatiky. S vývojem jemných ionizač-
ních technik1�5 se rozvíjely také metody identifikace bílko-
vin. Směs bílkovin se rozdělí vhodnou separační techni-
kou. Separované bílkoviny se enzymaticky �těpí na směsi 
peptidů, které se dále analyzují hmotnostní spektrometrií. 
Nejcitlivěj�í a rychlou metodou je peptidové mapování 
(peptide mass fingerprinting � PMF)6�10, ve kterém jsou 
přesně změřené molekulové hmotnosti peptidů porovnány 
s teoreticky vypočítanými hmotnostmi peptidů z bílkoviny 
přítomné v databázi, přičem� toto srovnání je provedeno 
pro ka�dou bílkovinu v databázi zvlá�ť. Bílkovina z data-
báze vykazující největ�í shodu při pou�ití vhodného skóro-
vacího algoritmu identifikuje analyzovanou bílkovinu. 
Jinou mo�ností identifikace bílkovin je odvodit krátký 
sekvenční úsek některého z peptidů přítomných v peptido-
vé směsi na základě jeho fragmentace a pou�itím jiného 
vhodného vyhledávacího programu identifikovat bílkovinu 
v databázi. De novo sekvenování celých peptidů se pak 
pou�ívá, pokud sel�ou předchozí identifikační postupy. 

 

2.  Identifikace bílkovin hmotnostní  
spektrometrií 

 
2 . 1 .  P e p t i d o v é  m a p o v á n í  

 
Počátky peptidového mapování spadají do roku 1989, 

kdy tento přístup poprvé prezentovali Henzel a spol.11. 
Původní Laemmliho my�lenka ukázala, �e produkty �těpe-
ní bílkoviny jsou charakteristické pro analyzovanou bílko-
vinu a �e peptidové mapování lze provádět gelovou elek-
troforézou12. Henzel a spol.6 dále rozvedli tuto my�lenku 
a bílkovinné lyzáty analyzovali hmotnostní spektrometrií. 
Bílkoviny separované gelovou elektroforézou byly převe-
deny z gelu na membránu a po jejich redukci a alkylaci 
byly �těpeny trypsinem nebo bromkyanem. Vzniklé pepti-
dy byly hmotnostně-spektrometricky analyzovány sektoro-
vým hmotnostním analyzátorem s ionizační technikou 
�fast atom bombardment� (FAB). Citlivost této metody 
v�ak byla malá, co� zabránilo jejímu vyu�ití jako bě�ného 
nástroje pro identifikaci bílkovin. 

Poté, co se začaly vyrábět první komerční přístroje 
typu MALDI-TOF MS, nahradila citlivěj�í technika 
MALDI-TOF MS techniky dříve pou�ívané v PMF (cit.6), 
která byla současně vyvinuta i v jiných skupinách7�10. 
Technická zlep�ení TOF hmotnostní analýzy (pou�ití 
zpo�děné extrakce13 a reflektronu14) byla příčinou dal�ího 
zvý�ení citlivosti a přesnosti analýzy, co� mělo za násle-
dek roz�íření techniky PMF jako hlavního nástroje pro 
identifikaci bílkovin na konci minulého století15. 

Dřívěj�í metody PMF prováděly �těpení bílkovin na 
membráně, na kterou byly přeneseny po jejich separaci 
gelovou elektroforézou. Později bylo ukázáno, �e bílkovi-
ny obarvené stříbrem mohou být �těpeny přímo v gelu bez 
nutnosti jejich přenosu na membránu a následně pak iden-
tifikovány hmotnostní spektrometrií16. Současná typická 
strategie identifikace bílkovin spočívá v separaci bílkovin 
2D gelovou elektroforézou, redukci v gelu, alkylaci a �tě-
pení separované bílkoviny, hmotnostně-spektrometrické 
analýze vzniklých peptidů a bioinformatickém zpracování 
získaných dat17. 

Dal�í výhodou PMF vedle citlivosti a rychlosti této 
metody je skutečnost, �e pro vlastní analýzu se spotřebuje 
pouze malá část vzorku (přibli�ně 5�10 %). To poskytuje 
mo�nost vyu�ití dal�ích typů analýzy tého� vzorku 
(sekvenování peptidů metodou MS/MS, studium post-
translačních modifikací aj.). 
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2 . 2 .   S e k v e n o v á n í  p e p t i d ů  h m o t n o s t n í  
s p e k t r o m e t r i í  

 
Ji� v 60. letech minulého století byly rozpoznány 

mo�nosti hmotnostní spektrometrie co se týče citlivosti 
a informačního obsahu ve výsledných datech18. První po-
kusy sekvenování peptidů hmotnostní spektrometrií s elek-
tronovou ionizací (EI) byly provedeny ji� v roce 1965 
(cit.19,20). Tento způsob vyu�íval informace ze �těpení ma-
lých derivatizovaných peptidů v iontovém zdroji. Zavedení 
ionizační techniky FAB v roce 1981 (cit.21,22) zlep�ilo 
efektivitu ionizace peptidů s vy��í molekulovou hmotností 
a tato technika pak byla spojena s MS/MS (cit.23−25). Nej-
vět�í vliv na rozvoj sekvenování peptidů prostřednictvím 
MS/MS měla komercializace ionizačních technik ESI 
a MALDI. Ty jsou pou�ívány v kombinaci s mnoha konfi-
guracemi hmotnostních analyzátorů pro MS/MS (trojitý 
kvadrupól26, iontová past27, kvadrupól/průletový analyzá-
tor (time-of-flight, TOF)28, TOF/TOF29 atd.). Tyto techni-
ky jsou velmi citlivé a mnohé z nich mohou být automati-
zovány pro analýzu velkého počtu vzorků. 

Zji�tění sekvence peptidů mů�e být provedeno nepří-
mo metodou PMF. Po úspě�né identifikaci bílkoviny jsou 
experimentální molekulové hmotnosti peptidů přiřazeny k 
sekvencím peptidů a tím je určena primární struktura ana-
lyzovaných peptidů. V dal�ím textu se pod pojmem 
�sekvenování peptidů hmotnostní spektrometrií� rozumí 
získání informace o primární struktuře peptidu u�itím in-
formace získané z fragmentačního hmotnostního spektra. 

Hlavní my�lenkou sekvenování peptidů hmotnostní 
spektrometrií je u�ití fragmentačního spektra pro získání 
alespoň částečné informace o primární struktuře peptidu. 
Ta dále s pou�itím bioinformatických nástrojů slou�í 
k identifikaci bílkoviny. Důle�itou skutečností je poměrně 
dobře definované fragmentační chování peptidů v MS/MS 
experimentu, kdy nejčastěj�í typy fragmentace probíhají na 
peptidovém řetězci. Obzvlá�tě při experimentech s nízkoe-
nergetickou kolizně indukovanou disociací (CID � collisi-
on-induced dissociation) jsou nejčastěj�ími typy fragmen-
tových iontů tzv. a-, b- a y-ionty (viz obr. 1 a obr. 2), spo-
jené někdy se ztrátou malé neutrální molekuly (NH3, H2O). 

Existuje více způsobů, jak vyu�ít informaci získanou 
z MS/MS analýzy peptidů pro identifikaci bílkovin. Přímý 
způsob je interpretace fragmentačního spektra ručně 
a pou�ití získané sekvenční informace k prohledávání da-
tabáze bílkovin buď jednoduchým vyhledávacím progra-
mem (např. MS-Pattern30) nebo programem zalo�eným na 
vyhledávání podobných sekvencí v databázi bílkovin pou-
�ívajícím vhodné algoritmy (např. FASTA algoritmus31 na 
adrese32 nebo BLAST algoritmus33 na adrese34). Interpreta-
ce fragmentačních spekter není jednoduchá, ale pou�ití 
těchto nástrojů je výhodné zejména v situaci, kdy sekvence 
analyzované bílkoviny není přítomna v databázi, ale sek-
vence podobné bílkoviny (např. z jiného organismu) 
v databázi je. Tím mů�e být analyzovaná bílkovina identi-
fikována na základě vysoké podobnosti s bílkovinou pří-
tomnou v databázi. 

Jiný způsob identifikace bílkovin s pou�itím dat 
z fragmentačního spektra zavedli Mann a Wilm35, kteří 
vyu�ili skutečnosti, �e vět�ina fragmentačních spekter 
obsahuje krátkou a snadno stanovitelnou sekvenci frag-
mentových iontů identifikující krátkou sekvenci primární 
struktury analyzovaného peptidu. Tato částečná sekvence 
rozděluje peptid na tři části, kde druhou částí je částečná 
interpretovaná sekvence peptidu a první a třetí část jsou 
zbývající peptidové fragmenty. Konstrukce m1TAGm3 se 
nazývá peptidový sekvenční úsek (peptide sequence tag), 
kde m1 (resp. m3) je molekulová hmotnost prvního (resp. 
posledního) fragmentového iontu, na kterém začíná (resp. 
končí) interpretovaná krátká sekvence označená písmeny 
�TAG�. Peptidový sekvenční úsek spolu s molekulovou 
hmotností rodičovského iontu poskytuje specifickou infor-
maci o analyzovaném peptidu. Bílkovinná databáze je pak 
prohledávána s pou�itím této specifické informace. Ka�dý 
peptid odpovídající specificitě enzymu a molekulové hmot-
nosti analyzovaného peptidu ve specifikované toleranci je 
testován na přítomnost identifikovaného úseku v sekvenci 
peptidu na pozici dané údaji m1 a m3 (přičem� je obvykle 
testována mo�nost jak pro sérii b-iontů, tak y-iontů). Pro 
jednoznačnou identifikaci bílkoviny obvykle stačí, kdy� je 
interpretovaný sekvenční úsek del�í ne� dvě aminokyseli-
ny. 

Obr. 1. Struktura lineárního protonovaného peptidu a nomenklatura jeho fragmentových iontů 
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Příklad fragmentačního spektra s krátkou interpreto-
vanou sekvencí analyzovaného peptidu je ukázán na 
obr. 3. Peptidový sekvenční úsek získaný vyhodnocením 
tohoto spektra byl zadán do vyhledávacího databázového 
programu PeptideSearch36. Výsledkem byla jednoznačná 
identifikace β-amylasy z ječmene. 

Jedním z proteomických nástrojů v souboru programů 
Protein Prospector37 je program nazývaný MS-Tag (cit.38), 
který byl původně vyvinut Clauserem a Bakerem39 pro 
interpretaci PSD spekter, je� obvykle neobsahují dostateč-
né mno�ství informace pro kompletní de novo sekvenaci 
peptidu, ale stále je v nich dost specifické informace pro 
identifikaci bílkoviny databázovým vyhledáváním. Pro-
gram vybírá z databáze peptidy vzniklé teoretickým �těpe-
ním zvoleným enzymem a současně odpovídající teoretic-
kou molekulovou hmotností ve zvoleném rozsahu experi-
mentální hodnotě molekulové hmotnosti peptidu. Peptid, 
který toto splňuje, je teoreticky fragmentován a experi-
mentálně získané hmotnosti fragmentových iontů jsou 
porovnány s takto vytvořeným seznamem teoretických 
hodnot. Výsledkem databázového hledání je seznam bílko-
vin, je� pro�ly v�emi omezujícími kritérii (včetně počtu 
odpovídajících identifikovaných fragmentových iontů). 
Tento seznam je seřazen podle nejmen�ího počtu neidenti-

fikovaných fragmentových iontů a za identifikovanou bíl-
kovinu je pova�ována bílkovina umístěná na prvním místě. 
Je-li kvalita fragmentačního spektra dostatečná, bílkovina 
je přítomna v databázi a vyhledávací parametry jsou správ-
ně nastaveny, pak je bílkovina identifikována jednoznačně. 
Aplikací programu MS-Tag na data získaná z fragmentač-
ního spektra na obr. 3 byla opět identifikována β-amylasa. 

Současná verze programu MS-Tag mů�e interpretovat 
nejen data z PSD experimentu, ale i výsledky získané jiný-
mi fragmentačními technikami. MS-Tag lze té� pou�ít 
v případě, kdy spektrum obsahuje dostatečné mno�ství 
informace pro interpretaci de novo; je v�ak třeba, aby ho-
mologický peptid byl přítomen v databázi. 

Sofistikovaný program SEQUEST vyu�ívá pro data-
bázové vyhledávání vzájemné korelace mezi experimentál-
ním a teoretickým fragmentačním spektrem vytvořeným 
ze sekvence peptidu přítomného v databázi40,41. Tento pro-
gram nejprve zjednodu�í experimentální fragmentační 
spektrum, aby nedocházelo k nesprávným identifikacím 
bílkovin. Maximální počet píků v experimentálním frag-
mentačním spektru je 200 a tento seznam je v prvním vy-
hledávacím kole porovnáván s teoretickými seznamy frag-
mentových iontů peptidů v databázi, které navíc mají od-
povídající enzymovou specificitu a molekulovou hmot-

 
Obr. 2. Struktura fragmentových iontů lineárního protonovaného peptidu 
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nost. Peptidy jsou ohodnoceny zjednodu�eným skórova-
cím algoritmem, který závisí na součtu intenzit iontů, sou-
vislosti iontů v identifikované sekvenci a podílu identifiko-
vaných fragmentových iontů. Pro ka�dou z 500 sekvencí 
peptidů s nejvy��ím skóre po prvním kole vyhledávání je 
vytvořeno teoretické fragmentační spektrum (odvozené 
podle speciálních pravidel), které je pak vzájemně korelo-
váno s upraveným experimentálním fragmentačním spekt-
rem rychlou Fourierovou transformací. Výsledné skóre 
pak popisuje, jak je experimentální spektrum podobné 
spektru odvozenému teoreticky pro určitou peptidovou 
sekvenci. 

Program SEQUEST byl původně navr�en pro analýzu 
fragmentačních spekter nízkoenergetických CID experi-
mentů40,42,43. Program byl dále upraven té� pro analýzu 
spekter z analýzy PSD (cit.44), vysokoenergetických CID 
analýz45 a pro identifikaci modifikovaných peptidů42,44,46. 
Nevýhodou je, �e skórovací algoritmus neposkytuje �ád-
nou absolutní míru spolehlivosti výsledku identifikace, co� 
nakonec vy�aduje přítomnost pracovníka posuzujícího 
relevantnost výsledků. Ře�ením této situace mů�e být 
např. aplikace skórovací rutiny (SEQUEST-NORM) nor-
malizující XCorr hodnoty pro jejich nezávislost na délce 
sekvence peptidu a velikosti pou�ité databáze47 nebo pou-
�ití neuronových sítí spolu s vhodným statistickým mode-
lem48. 

 
 

3. Bioinformatika 
 
Obrovská mno�ství experimentálních dat vy�adují 

sofistikované metody pro jejich interpretaci. Současný 
rychlý rozvoj v oblasti informatiky umo�ňuje provádět 
analýzy, které by je�tě před několika lety nebyly mo�né. 

Pro identifikaci bílkovin jsou nejdůle�itěj�ím zdrojem 

databáze DNA a bílkovinných sekvencí, které jsou vyu�í-
vány různými vyhledávacími programy. Existují tři druhy 
databází: primární nukleotidové sekvenční databáze, kom-
plexní databáze sekvencí bílkovin a administrované data-
báze sekvencí bílkovin. Příkladem nukleotidové sekvenční 
databáze je GenBank49. Tato databáze je z vět�í části vý-
sledkem přímého vlo�ení nukleotidových sekvencí jednot-
livými experimentátory. Dal�í sekvence v databázi jsou 
získány z vědecké literatury. Přímé vkládání sekvencí do 
databáze způsobuje rychlý růst její velikosti, ale cenou za 
to je poměrně vysoká četnost chyb. Primárně zodpovědný-
mi osobami za editaci a opravu sekvenčních dat jsou sami 
experimentátoři vkládající odpovídající data do databáze. 
TrEMBL (cit.50) je příklad komplexní databáze bílkovin 
sestavené překladem nukleotidové sekvenční databáze. 
Databáze TrEMBL je částečně odli�ná od jiných databází 
tého� typu, neboť slou�í jako dočasný archiv před vlo�e-
ním dané polo�ky do bílkovinné databáze SwissProt50. 
SwissProt je dobrým příkladem administrované databáze 
sekvencí bílkovin. Jednotlivé polo�ky pro databázi 
SwissProt jsou vyhodnocovány skupinou vědců předtím, 
ne� jsou do této databáze vlo�eny. To má sice za následek 
nízký celkový počet sekvencí v databázi, ale výhodou 
zůstává nízká chybovost a nadbytečnost dat a vysoký stu-
peň anotace jednotlivých polo�ek. 

 
3 . 1 .  D a t a b á z o v é  v y h l e d á v a c í  p r o g r a m y  

 
Databázové vyhledávací programy jsou různé progra-

my, které akceptují na vstupu experimentální data (event. 
zpracovaná) a při průchodu vybranou databází specificky 
porovnávají tato vstupní data s ka�dou polo�kou v databá-
zi. Polo�ky, které splňují určitá kritéria, jsou vypsány na 
výstup jako výsledek programu. 

Existují tři hlavní kategorie databázových vyhledáva-
cích programů pro identifikaci bílkovin. Jsou to programy 
vyu�ívající jako�to vstup pro databázové vyhledávání: 
− molekulové hmotnosti peptidů, 
− hmotnosti fragmentových iontů z fragmentačního 

spektra, 
− interpretované sekvence aminokyselin. 

Tabulka I ukazuje přehled některých webových adres 
s různými volně dostupnými programy pro identifikaci 
bílkovin. 

 
3 . 2 .  S k ó r o v a c í  a l g o r i t m y  p r o   

i d e n t i f i k a c i  b í l k o v i n  p e p t i d o v ý m   
m a p o v á n í m  

 
Nedílnou součástí databázových vyhledávacích pro-

gramů je skórovací schéma, které funguje jako kritérium 
pro správné seřazení databázových výsledků podle míry 
spolehlivosti identifikace bílkoviny. Obzvlá�tě důle�ité je 
pou�ití vhodného skórovacího algoritmu v programu iden-
tifikujícím bílkoviny PMF. Nejjednodu��ím kritériem při 
identifikaci bílkovin pomocí PMF je počet identifikova-
ných peptidů z experimentálních hodnot ve srovnávané 
primární struktuře bílkoviny v databázi (čím vy��í počet 

Obr. 3. PSD fragmentační spektrum trypsinového peptidu 
bílkoviny extrahované vodou z obilek ječmene (Hordeum 
vulgare L.) a separované za pou�ití 1D gelové elektroforézy; 
v horní části obrázku je znázorněn interpretovaný sekvenční úsek 
analyzovaného peptidu 
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nalezených peptidů, tím spolehlivěj�í je identifikace bílko-
viny)6,7,9,10. Tento typ skórovacího algoritmu je v�ak 
v mnoha případech nedostačující. Pro spolehlivou identifi-
kaci bílkoviny je v tomto případě nutné, aby se v hmot-
nostním spektru vyskytovaly signály mnoha peptidů 

z dané bílkoviny, co� v případě nízkomolekulárních bílko-
vin často není ani teoreticky mo�né. Často pak dochází 
k situacím, kdy výsledek databázového vyhledávání obsa-
huje pouze spoustu náhodných identifikací bílkovin posky-
tujících velké mno�ství teoretických peptidů, co� pak 

Tabulka I 
Databázové vyhledávací programy dostupné na internetu 

Název programu Typ programu Internetová adresa 
Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu) 

MS-Fit PMF http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/msfit.htm 
MS-Tag MS/MS http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/mstagfd.htm 
MS-Seq TAG http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/msseq.htm 
MS-Pattern TAG http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/mspattern.htm 

Mascot (http://www.matrixscience.com) 

PMF PMF http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF 
MS/MS Ion 
Search 

MS/MS http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS 

Sequence Query TAG http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=SQ 
PeptideSearch  

(http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html) 
Peptide Search PMF http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch 

/Services/PeptideSearch/FR_PeptideSearchFormG4.html 
Peptide Pattern TAG http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch 

/Services/PeptideSearch/FR_PeptidePatternFormG4.html 
Sequence Only TAG http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch 

/Services/PeptideSearch/FR_SequenceOnlyFormG4.html 
PROWL (http://prowl.rockefeller.edu) 

ProFound PMF http://prowl.rockefeller.edu/profound_bin/WebProFound.exe 
PepFrag MS/MS http://prowl.rockefeller.edu/prowl/pepfragch.html 

ExPASy (http://www.expasy.org/tools) 

Aldente PMF http://www.expasy.org/tools/aldente 
Popitam MS/MS http://www.expasy.org/tools/popitam 
TagIdent TAG http://www.expasy.org/tools/tagident.html 
MultiIdent TAG 

PMF 
http://www.expasy.org/tools/multiident 

Phenyx MS/MS http://phenyx.vital-it.ch/pwi 
OMSSA MS/MS http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/omssa 
GFS PMF 

MS/MS 
http://gfs.unc.edu 

PepMAPPER PMF http://wolf.bms.umist.ac.uk/mapper 
FASTA TAG http://fasta.bioch.virginia.edu 
BLAST TAG http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 

Některé dal�í programy 

PMF � program vyu�ívající molekulové hmotnosti peptidů, MS/MS � program vyu�ívající hmotnosti fragmentových iontů 
z fragmentačního spektra, TAG � program vyu�ívající interpretované sekvence aminokyselin 
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značně ztě�uje proces identifikace. 
Dobrý skórovací algoritmus, který bere do úvahy 

přirozené vlastnosti bílkovin, byl poprvé pou�it v progra-
mu MOWSE (cit.8). Základem skórovací funkce je matice 
(fi,j) přiřazená zvlá�ť pro určitý enzym a zvolenou databázi. 
Řádky této matice představují 10 kDa intervaly pro mole-
kulové hmotnosti intaktních bílkovin a sloupce pak 100 Da 
intervaly pro molekulové hmotnosti peptidů vzniklých 
�těpením bílkovin v databázi zvoleným enzymem. Hlav-
ním důvodem pro seskupení molekulových hmotností pep-
tidů tímto způsobem je různá četnost těchto hmotností pro 
jejich různé hodnoty (nízkomolekulární peptidy jsou čet-
něj�í ne� vysokomolekulární), která je také navíc závislá 
na molekulové hmotnosti bílkoviny. Frekvenční hodnota 
prvku matice (Fi,j) je spočítána jako podíl počtu peptidů 
v odpovídajícím prvku matice (Ni,j) a součtu v�ech peptidů 
pro celý 10 kDa interval molekulové hmotnosti bílkoviny 
(suma v�ech hodnot v řádku matice, Σj Ni,j): 

Tyto frekvenční hodnoty prvků matice jsou pak pro 
ka�dý 10 kDa interval (řádek matice) normalizovány 
vzhledem k největ�í frekvenční hodnotě prvků matice 
Fi,max = maxj Fi,j a výsledek pro ka�dý prvek matice je fi,j = 
Fi,j / Fi,max, co� je reálné číslo mezi 0 a 1. Vlastní databázo-
vé vyhledávání probíhá následovně: ka�dá polo�ka v data-
bázi (tj. molekulové hmotnosti peptidů teoreticky na�típa-
né sekvence bílkoviny) je porovnána s naměřenými daty. 
Experimentální hmotnosti peptidů neodpovídající �ádné 
teoretické hodnotě jsou ignorovány. Pro ka�dou experi-
mentální molekulovou hmotnost odpovídající některé 
z teoretických molekulových hmotností peptidů porovná-
vané bílkoviny je přiřazena normalizovaná frekvenční 
hodnota odpovídajícího prvku v matici (fi,j) a tyto hodnoty 
jsou navzájem vynásobeny, co� poskytuje součin Pn. Ko-
nečná hodnota výsledného skóre je získána jako převráce-
ná hodnota součinu Pn s následnou normalizací tohoto 
výsledku na bílkovinu o molekulové hmotnosti 50 kDa za 
účelem redukce náhodné akumulace skóre při porovnávání 
se sekvencemi vysokomolekulárních bílkovin (M označuje 
molekulovou hmotnost v kDa aktuálně porovnávané bílko-
viny v databázi): 

Hlavní předností tohoto skórovacího algoritmu je, �e 
dává peptidům s vy��í molekulovou hmotností vět�í skóro-
vací váhu a kompenzuje nenáhodné distribuce molekulo-
vých hmotností peptidů v bílkovinách o různé molekulové 
hmotnosti. 

Skórovací schéma MOWSE pro PMF metodu je po-
měrně roz�ířené. Program MS-Fit (cit.51) v Protein Pro-
spectoru37 pou�ívá toto schéma v částečně pozměněné 
formě52. Skórovací matice je vypočtena poté, kdy jsou ji� 
na databázi aplikována kritéria pro druh organismu a roz-

sah mo�né molekulové hmotnosti identifikované bílkovi-
ny. Matice má 11 intervalů pro molekulovou hmotnost 
bílkoviny (10 intervalů po 10 kDa a� do molekulové hmot-
nosti 100 kDa, 11. interval je určen pro v�echny molekulo-
vé hmotnosti bílkovin nad 100 kDa) a 30 intervalů pro 
molekulové hmotnosti peptidů (pro 100 Da intervaly a� do 
3000 Da; peptidy s vy��í molekulovou hmotností se neza-
počítávají). Peptidy bez vynechaného �těpného místa ve 
struktuře přispívají faktorem 1, zatímco peptidy mající 
nějaká vynechaná �těpná místa přispívají faktorem nazýva-
ným �pfactor�, který zadává u�ivatel. Nalezené peptidy se 
pak dělí do dvou skupin: skórující peptidy (např. nemodifi-
kované peptidy) a neskórující peptidy (např. peptid s oxi-
dovaným methioninem a tentý� peptid bez oxidovaného 
methioninu nebyl nalezen). Výsledné skóre se pak ji� počí-
tá stejným způsobem jako v případě algoritmu MOWSE. 

Jiným �iroce pou�ívaným programem PMF je Mascot 
Peptide Mass Fingerprinting53 v souboru programů nazý-
vaném Mascot54. Cílem skórovacího algoritmu v Mascot 
PMF je poskytnout jednoduché pravidlo, které umo�ní 
rozhodnout, zda je výsledek identifikace relevantní či ni-
koliv. Dále by měl poskytnout hodnotu skóre, je� by se 
dala srovnat s výsledky aplikace jiných databázových vy-
hledávacích nástrojů a která by té� slou�ila k optimalizaci 
parametrů databázového vyhledávání. Program PMF 
Mascot pou�ívá pravděpodobnostní skórovací systém 
MOWSE. Algoritmus je zalo�en na výpočtu pravděpodob-
nosti P, �e pozorovaná shoda mezi experimentálními hod-
notami a teoretickými hodnotami posuzované bílkoviny 
v databázi je náhodná událost55. Jako významné se pova-
�ují hity s pravděpodobností P ni��í ne� 0,05. Z praktic-
kých důvodů (např. pro lep�í shodu mít vy��í skóre) je 
celkové skóre udáváno jako �10 log10 P. Detailněj�í popis 
skórovacího algoritmu nebyl publikován. 

Dal�ím z řady PMF identifikačních programů je 
ProFound (cit.56) na adrese programového komplexu 
PROWL (cit.57). Skórovací algoritmus ProFoundu pou�ívá 
výpočet bayesovské pravděpodobnosti, �e porovnávaná 
bílkovina z databáze je analyzovanou bílkovinou 
v experimentu58. Tato pravděpodobnost je počítána za 
následujících předpokladů: 1) analyzovaná bílkovina je 
přítomná v databázi; 2) v�echny detegované ionty ve spek-
tru pocházejí z enzymatického �těpení analyzované bílko-
viny; 3) náhodná shoda experimentální a teoretické mole-
kulové hmotnosti peptidu se neuva�uje, v�echny shody 
jsou pova�ovány jako shody s teoreticky předpovězenými 
peptidy. Pravděpodobnost hypotézy, �e �bílkovina k je 
analyzovanou bílkovinou� za podmínky daných experi-
mentálních dat D a okolních informací I (volby databázo-
vého vyhledávání), je dána následující rovnicí58: 
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kde P(k|I) je pravděpodobnost hypotézy k za dané okolní 
informace I; N je teoretický počet peptidů generovaných 
z bílkoviny k enzymem pou�itým v experimentu; r je počet 
nalezených peptidů; mmax−mmin je rozsah naměřených mo-
lekulových hmotností peptidů; mi je naměřená molekulová 
hmotnost i-té shody s násobností gi (počet teoretických 
peptidů odpovídajících mi); mij0 je vypočtená molekulová 
hmotnost j-tého peptidu v i-té shodě; σi je standardní od-
chylka měření molekulové hmotnosti o hodnotě mi a Fvzorec 
empirický člen zvy�ující pravděpodobnost v případě, �e 
byly pozorovány překrývající se nebo po sobě jdoucí pep-
tidy. Na základě pravděpodobnostní hodnoty pro ka�dou 
bílkovinu v databázi ProFound spočítá tzv. skóre Z, které 
určuje, jak významně se identifikovaná bílkovina li�í od 
identifikace prostřednictvím náhodných shod molekulo-
vých hmotností v databázi59. 

 
Tato práce byla podpořena prostředky výzkumného 

centra M�MT 1M06030 �Funkční genomika a proteomika 
rostlin�. 
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P. Řehulka, H. Řehulková, and J. Chmelík 
(Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of 
the Czech Republic, Brno): Acquisition of Proteomic 
Data Using Mass Spectrometry and Their Bioinformat-
ics Interpretation 

 
Purpose of Review  

The review provides a brief overview of techniques 
used for interpretation of mass spectrometric data acquired 
in proteomic experiments.  
 
Findings 

Processing of the data by bioinformatics is an impor-
tant part of protein identification in proteomics. Analyzed 
samples can be measured using different mass spectromet-
ric techniques and the obtained data require different 
methods of processing. Genomic databases rapidly grow 
and a suitable way of manipulation with data becomes 
a crucial step for their correct interpretation.  

 
Conclusions 

Basic methods of interpretation of mass spectrometric 
data are summarized and some examples show how the 
corresponding programs work. 
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