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SOUHRN
V tomto sdělení prezentujeme naše dosavadní výsledky práce s hmotnostním spektrometrem SELDI TOF, které se týkají 
přípravy a možnosti analýzy jednotlivých druhů biologického materiálu obecně studovaných v onkologickém preklinickém 
výzkumu (sérum, plazma, buněčné frakce, nativní tkáň). 
Klíčová slova: SELDI TOF, proteomika, hmotnostní spektrometrie.

SUMMARY
Greplová K., Pilný R., Dubská L., Brožková K., Michalová E., Vojtěšek B., Žaloudík J., Vyzula R., Nenutil R., Valík 
D.: SELDI TOF mass spectrometry in cancer research – pilot methodological data and possible clinical applica-
tions
We present our pilot results on application of SELDI TOF mass spectrometry in cancer research. We discuss applicability 
of this technology on various clinical material commonly studied in cancer patients such as serum, plasma, cell fractions, 
and native tissues.
Key words: SELDI TOF, proteomics, mass spectrometry.

Úvod

Proteomika se zabývá studiem a identifikací 
bílkovin, které jsou přítomny v buňkách a tkáních 
živých organismů, a vysvětlením jejich funkcí za 
fyziologických nebo patologických podmínek [1]. 
Komplex bílkovin živých organismů – proteom – lze 
studovat řadou analytických technik [2–6]. Hlavními 
technikami studia proteomu jsou dvourozměrná 
elektroforéza [7] a hmotnostní spektrometrie [8]. 

Hmotnostní spektrometrie (MS – Mass spectrometry) 
je fyzikálněchemická technika k určování hmotnosti 
atomů, molekul a jejich částí po převedení do plynné 
fáze ve formě kladných nebo záporných iontů. Velmi 
rozšířenou variantou hmotnostní spektrometrie v pro-
teomickém výzkumu je kombinace ionizačního zdroje 
MALDI s hmotnostním analyzátorem TOF. Principem 
MALDI TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) [9, 10] 
je laserová desorpce vzorku za pomoci tzv. matrice 
a jejich následná ionizace. Matricí bývá nejčastěji 
organická kyselina s aromatickým jádrem, která předá 
absorbovanou energii analyzovanému vzorku, a tak 
usnadní jeho ionizaci. Technologie SELDI (Surface 
Enhanced Laser Desorption/Ionization) [11] se od 
MALDI liší sorpčně aktivním povrchem čipu. Při 
zpracování vzorku pomocí SELDI se na povrch čipu 
nejprve nanese vzorek a následně matrice, ta spolu 
se vzorkem vytvoří krystaly. Vzorek se na povrch čipu 
naváže pomocí svých fyzikálněchemických vlastností. 
Aktivním povrchem může být např. povrch hydrofobní, 
hydrofi lní, anex, katex či povrch se specifi cky navá-

zanou protilátkou. U SELDI se tedy po promytí čipu 
analyzují pouze komponenty, které se zachytily na 
čipu s příslušnou selektivitou. 

Kvarterní a terciární struktury proteinů je třeba 
před analýzou SELDI TOF rozrušit a proteiny linea-
rizovat, popř. rozpustit komplexy nebo agregáty 
přítomné buď fyziologicky, nebo indukované analy-
tickými podmínkami. V chromatografi ckých a elektro-
foretických metodách se pro denaturaci terciárních 
a kvarterních struktur bílkovin na struktury sekundární 

používá nasycený roztok močoviny nebo guanidinu 
[12]. Pro analýzu technikami hmotnostní spektromet-
rie lze použít řadu prefrakcionačních kroků, jimiž jsou 
nejčastěji dvourozměrná elektroforéza a chromato-
grafi cké techniky. 

Materiál a metody

Příprava hmotnostních standardů
Pro naše experimenty jsme používali β-řetězec 

inzulinu 3 495,89 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA), inzulin 
5 729,60 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA), apomyoglobin 
16 952,27 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA) a aldolázu 39 
211,28 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA). Každý standard 
(10 nmol pevné substance) jsme rozpustili v 1 ml vody 
a zamrazili při -70 °C. Před použitím jsme jednotlivé 
standardy rozmrazili a smíchali v poměru 1 díl každé-
ho standardu. Vzniklý roztok standardů jsme nanesli 
na spot čipu (Bio-Rad, USA), nechali zaschnout a ve 
dvou krocích jsme na spot nanesli matrici, v tomto 
případě sinapovou kyselinu (SPA, Fluka, USA). Kalib-
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rační standardy jsme zpracovávali bez denaturačního 
a promývacího kroku, protože při zpracování čipu 
postupem shodným s přípravou biologického materiálu 
by docházelo k jejich degradaci. U β-řetězce inzulinu 
jsme experimentálně ověřili teoretický předpoklad, že 
nepodlehne degradaci během promývacích procesů při 
přípravě čipu. Proto jsme β-řetězec inzulinu následně 
použili v některých experimentech jako interní stan-
dard.

Příprava vzorků biologického materiálu
Odběr krve jsme provedli do uzavřeného odběro-

vého systému Monovette fi rmy Sarstedt (Německo) 
do zkumavky Neutral. Krev jsme nechali srazit po 
dobu alespoň 45 minut, centrifugovali 20 minut při 
1 000 g a vzniklé sérum jsme zamrazili při -70 °C. 
Denaturaci analyzovaného materiálu jsme provedli 
v roztoku vzniklém smícháním 9 mol/l močoviny 
(Fluka, USA), v níž jsme rozpustili iontový detergent 
3-((3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-propan-
sulfonát (CHAPS, Fluka, USA) v koncentraci 20 g/l 
a následně přidali dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich, 
USA) na výslednou koncentraci 10 mmol/l. Sérum 
jsme smíchali s touto denaturační směsí v poměru 
1 + 1. Takto připravený vzorek jsme 30 minut inkubo-
vali při laboratorní teplotě, poté 10 minut promíchali 
na třepačce a 10 minut centrifugovali při 14 000 g 
a 4 °C. Lithium heparinovou plazmu jsme zpracovali 
analogicky. Jaterní tkáň jsme přímo přidali do dena-
turačního roztoku. Lymfocyty jsme izolovali z plné 
krve pomocí Lymphoprepu (AXIS-SHIELD, Skotsko) 
a jejich suspenzi pak přímo přidali do denaturačního 
roztoku.

Příprava vzorků biologického materiálu pomocí 
preparativní izoelektrické fokusace 

Pro separaci jsme použili ZOOM IEF frakcionátor 
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA USA). Pilotní 
experimenty jsme provedli se směsným pacientským 
sérem naředěným destilovanou vodou na fi nální 
koncentraci proteinu 6 g/l. Do všech separačních 
komůrek jsme napipetovali po 650 μl ředěného 
séra. Frakcionace probíhala 20 minut při 100 V, 80 
minut při 200 V a 80 minut při 600 V. Koncentraci 
bílkovin jednotlivých frakcí jsme ověřovali metodou 
s benzethonium chloridem [13] fy Roche (Basel, Švý-
carsko) a metodou s Coomassie brilliant blue [14]. 
Jednotlivé frakce jsme pro ověření separace nanesli 
na agarozový gel a provedli elektroforézu bílkovin. 
Jako poslední krok jsme frakce nanesli na proteinové 
čipy s povrchem na principu chromatografi cké nor-
mální fáze. Postup promývání a přípravy vzorku na 
čipu jsme optimalizovali a nanášení proběhlo podle 
následujícího protokolu: 5 μl 50% acetonitrilu (ACN) 
5 minut, ihned nanést 5 μl H

2
O 2x 1 minuta, nechat 

zcela vyschnout při 30 °C, nanést 5 μl vzorku jedné 
z frakcí a 10 minut míchat na třepačce, promýt 5 μl 
směsi butanol + octová kyselina + H

2
O (12+2+6) 

2 x 1 minuta, sušit při 30 °C 30 minut [15], nanést 
2 x 1 μl kyseliny sinapové a mezi každým nanesením 
nechat důkladně vyschnout při 30 °C. 

Výsledky

1. Prefrakcionace séra pomocí izoelektrické 
fokusace

Na obrázku 1 demonstrujeme účinnost prefrakcio-
načního kroku za použití IEF.  Výsledkem jsou frakce, ve 
kterých jsou rozděleny bílkoviny v rozmezí pH 3,6–4,6;
4,6–5,4; 5,4–6,2; 6,2–7,0; 7,0–10,0. Albumin se obje-
vil ve frakcích 2 a 3, jinak nedošlo k významnějšímu 
překrytí jednotlivých frakcí. Normální elektroforeogram 
použitého směsného séra je uveden jako frakce 6. 
Takto prefrakcionovaný materiál jsme dále analyzovali 
technikou SELDI TOF MS [16].

Fig. 1. Serum protein electrophoresis af IEF fractions

Lanes: 1. pH 3.6–4.6; 2. pH 4.6–5.4; 3. pH 5.4–6.2; 4. pH 6.2–7.0; 

5. pH 7.0–10.0; lane 6 is the original pooled serum.

2.  Vliv koncentrace močoviny na stupeň 
denaturace proteinu

V experimentu jsme ověřovali účinnou koncentraci 
močoviny, která denaturuje aktivní protein rozrušením 
vodíkových můstků. K tomuto testu jsem použili dva 
enzymy o známé kvarterní struktuře, laktátdehydroge-
názu a kreatinkinázu [17, 18]. Při správné denaturující 
koncentraci močoviny dojde k úplné disociaci kvarterní 
struktury enzymu, což se projeví vymizením katalytické 
aktivity LD a CK. Močovinu o koncentraci 9 mol/l jsme 
smíchali se směsným sérem v poměru 1+1, 30 minut 
inkubovali při laboratorní teplotě, 10 minut míchali na 
třepačce a 10 minut centrifugovali při 14 000 g a 4 °C. 
Po této přípravě jsme změřili vybrané analyty krev-
ního séra [19, 20]. Celkovou bílkovinu jsme stanovili 
biuretovou reakcí [21] z důvodu kontroly správnosti 
ředění [22]. Teprve při koncentraci 3 mol/l močoviny 
došlo k významnému poklesu aktivity obou enzymů. 
Tato koncentrace močoviny byla tedy ověřena jako 
minimálně denaturující.

3. Vliv koncentrace dithiothreitolu na imunologický 
test 

1,4-dithio-DL-threitol (DTT) rozkládá disulfi dické 
můstky [23]. V tomto pokusu jsme sledovali, jaký vliv 
má určitá koncentrace DTT na stabilitu imunologic-
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kého testu. Zkoumali jsme, zda lze frakci izolovanou 
pomocí izoelektrické fokusace analyzovat standard-
ním imunologickým testem na přítomnost známého 
analytu. Markerem tohoto jevu byl C-reaktivní protein 
(CRP), který má 2 protilátky na zachycení analytu. 
Zjišťovali jsme, zda bude hodnota CRP po přidání 
DTT nižší vzhledem k zředění vzorku, nebo zda CRP 
vypadne z roztoku úplně. DTT jsme rozpustili ve vodě 
a poté jsme ho smíchali s plazmou, která obsahovala 
CRP v koncentraci vyšší než 100 mg/l. Testovaná 
výsledná koncentrace DTT se pohybovala v roz-
mezí 1,5–25 mmol/l DTT. Po smíchání s plazmou 
jsme tuto směs inkubovali 30 minut při laboratorní 
teplotě, 10 minut promíchali na třepačce a 10 minut 
centrifugovali při 14 000 g a 4 °C. Následně jsme 
odpipetovali supernatant a v něm jsme na přístroji 
Cobas Integra 800 (Roche) [24] měřili koncentraci 
CRP. Účinnou koncentrací pro rozklad disulfi dických 
můstků je koncentrace 5 mmol/l DTT a vyšší a tuto 
koncentraci jsme zvolili jako vhodnou pro metodu 
SELDI. 

4. Vliv teploty a času na tvorbu krystalů 
matrice 

Sinapová kyselina (SPA) slouží při zpracování čipu 
jako tzv. matrice. Jejím úkolem je předat energii laseru 
analyzovanému vzorku, aby došlo k jeho rovnoměr-
nější ionizaci. Rovnoměrnost a reprodukovatelnost 
tvorby krystalů matrice je nutnou podmínkou kvalitní-
ho signálu při analýze TOF hmotnostním spektromet-
rem. V tomto pokusu jsme nanesli sinapovou kyselinu 
na podložní sklíčko a sušili ji při teplotách 23 °C, 
30 °C, 37 °C. Po zaschnutí SPA jsme pod mikrosko-
pem sledovali rozdíl ve velikosti, pravidelnosti a tva-
rech krystalů SPA (obr. 2). Nejrovnoměrnější krystaly 
se vytvořily při 30 °C po dobu 30 minut. Tyto podmínky 
jsme použili pro přípravu všech typů povrchů protei-
nových čipů. Z původních 2–4 hodin se doba sušení 
zkrátila na půl hodiny.

jsme na čip nanášeli podle fi remních protokolů. Na 
každém typu povrchu čipu jsme v 16 experimentech 
hodnotili tři vybrané hmotnostní fragmenty odpovídají-
cí třem hlavním píkům na spektrogramu. Výsledky pro 
čip IMAC 30 jsou uvedeny v tabulce 1 a pro obrácenou 
fázi v tabulce 2. Vysoké hodnoty SD pro přesnost 
intenzity jsou způsobené různou krystalizací matrice 
se vzorkem (i když za stejných podmínek), odlišným 
povrchem čipů a odlišnými sorpčními vlastnostmi 
povrchu u jednotlivých spotů.

Fig. 2. Crystals of SPA grown for 30 minutes (magnifi cation 200x): 

from left to right at 23 °C, 30 °C, 37 °C

5. Analytické parametry metody
Měření opakovatelnosti jsme prováděli na dvou 

typech aktivních chromatografi ckých čipů i) afi nitní 
chromatografi e na imobilizovaných iontech kovů (Cu2+, 
Ni2+, Co2+ atd.) tzv. IMAC ii) chromatografi e vázající 
hydrofobní proteiny vazbou na nepolární povrch C

12
 

tzv. H50. Na každém typu čipu jsme hodnotili tří píky 
s poměrem signál/šum > 10 v rozpětí 6 000–14 500 
a. m. u. Pro měření jsme použili směsné pacientské 
sérum bez přidání denaturačních činidel a vzorky 

Precision of m/z

M/z (a. m. u.) average median SD CV [%]

6 625 6 624.5 6 624.4 1.49 0.022

8 924 8 923.5 8 923.6 1.54 0.017

14 024 11 718.2 11 717.5 4.93 0.042

Precision of intensity

M/z (a. m. u.) average median SD CV [%]

6 623 19.1 20.2 8.85 46

8 904 23.5 21.0 14.30 60

14 024 13.5 10.7 6.26 46

Precision of m/z

M/z (a. m. u.) average median SD CV [%]

6 623 6623.0 6 623.3 3.09 0.047

8 904 8904.7 8 905.0 4.30 0.048

14 024 14023.9 14 025.1 7.46 0.053

Precision of intensity

M/z (a. m. u.) average median SD CV [%]

6 623 31.2 30.6 10.40 33

8 904 10.0 8.5 4.43 44

14 024 11.7 11.9 4.63 39

6. Srovnání technik MALDI – SELDI
Vysoká koncentrace iontů sodíku a draslíku kom-

plikuje analýzu vzorku technikou MALDI. Tyto ionty 
se kovalentně vážou na analyzované proteiny, a tak 
pro jednu analyzovanou látku vznikají vícečetné píky, 
které se liší hmotností 23 a. m. u. (pro Na+). Fyziolo-
gické koncentrace Na+  v biologických tekutinách již 
představují významný interferent při technice MALDI 
[25]. U metody SELDI se sodík odstraní promytím 
čipu, takže jeho přítomnost v původním vzorku není 
zdrojem analytického problému. Další problém techni-
ky MALDI je močovina, která se chová jako akceptor 
protonu, a tím potlačuje ionizaci vzorku [26]. V metodě 
SELDI se močovina použitá na přípravu materiálu 
opět vymývá (obr. 3).

Table 1. Table show statistical data for IMAC 30 chip, data shown 

for three peaks of spectrum, n = 16

Table 2. Table show statistical data for H50 chip, data shown for 

three peaks of spectrum, n = 16
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Fig. 3. Mass spectra of native serum demonstrate the difference 

between MALDI technology and SELDI

a, b) inert surface – golden chip – application MALDI TOF MS 

(multiple peaks arising in presence of physiological concentration 

of sodium in a sample); c, d) surface IMAC 30 – application SELDI 

TOF MS.

7. Reprezentativní hmotnostní profi ly jednotlivých 
biologických materiálů

Hmotnostní profi ly na obrázku 4 jsme získali ana-
lýzou plazmy, séra, izolovaných lymfocytů z periferní 
krve a lidské normální jaterní tkáně. 

Fig. 5. Mass spectra of one serum on different chip surfaces

a) chip with reverse-phase selectivity; b) immobilized metal ion 

affi nity chip; c) chip with normal phase selectivity alkaline wash; 

d) chip with normal phase selectivity acidic wash.

Diskuse

Technologie SELDI TOF se používá ve výzkumných 
laboratořích Masarykova onkologického ústavu v Brně 
od roku 2004. Během této doby jsme provedli řadu 
analýz různých biologických materiálů (tkáně, extrakty 
buněčných kultur, pacientská séra, plazma, izolované 
buněčné subfrakce, materiál získaný pomocí laserové 
mikrodisekce), jejichž výsledky byly publikovány v řadě 
sdělení [27–30]. 

Při práci s technikou SELDI TOF jsme se setkali 
s řadou preanalytických a analytických problémů. 
SELDI TOF se nám jeví jako účinná semikvantitativní 
screeningová metoda schopná poskytnout prvotní 
informaci o profi lu (fi ngerprintu) proteinů v analyzova-
ném materiálu, sama však není schopna identifi kovat 
jednotlivé fragmenty. 

Naším k l íčovým dosavadním výs ledkem 
se zásadním dopadem do praxe bylo zjištění 
o významném vlivu aktivátoru koagulace na nízko-
molekulární proteomový profil lidského séra [25]. Při 
odběru krve do zkumavek obsahujících aktivátor 
koagulace dochází pravděpodobně k urychlené 
proteolýze, která ve svém důsledku generuje tvorbu 
artefaktů v podobě nízkomolekulárních proteino-
vých fragmentů. 

Materiál takto zatížený artefakty není vhodný 
pro další zpracování novými výzkumnými metodami 
zaměřujícími se na angiogenezi, proteomové profi ly, 
imunologický status apod. 

Pomocí techniky SELDI TOF v současné době 
studujeme tkáňové proteomové profi ly karcinomu 
prsu a ledviny a sérové proteomové profi ly klinic-
kých souborů maligního melanomu a germinálních 
nádorů.

Fig. 4. Comparison of mass spectra of various biological 

specimens: a) plasma b) serum c) lymphocytes 10% d) liver 

tissue

8. Srovnání sorpčních povrchů proteinových 
čipů

Selektivitu proteinových čipů určuje vlastní chro-
matografi cký sorbent čipu a eluční podmínky použité 
k vymytí nenavázaných nebo slabě navázaných 
komponent.

Eluční podmínky jsou dány hodnotou pH a ionto-
vou silou eluentu. 
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