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1. Úvod 

 
Kvantitativní hmotnostní spektrometrie pracující 

v režimu monitorování vybraných reakcí („selected reacti-
on monitoring“, SRM) je již řadu let rutinně využívána pro 
stanovení nízkomolekulárních látek v oblasti farmacie1,2, 
environmentální analýzy35 a při stanovení nízkomoleku-
lárních analytů v klinických vzorcích. V poslední době 
však SRM získává nové velmi významné postavení při 
kvantitativní analýze proteinů, a to na základě kvantifikace 
peptidů, tedy produktů enzymového štěpení proteinů. 
Vlastní měření probíhá ve hmotnostních spektrometrech 
na bázi trojitého kvadrupólu (QqQ). Hlavní výhodou me-
todiky je možnost cílené kvantifikace řady zvolených pro-
teinů v jediné analýze s vysokou citlivostí a selektivitou. 
Její nejvýznamnější aplikace nyní spočívají ve stanovení 
vybraných proteinů v souborech biologických vzorků 
(tkáňové lyzáty, krevní plazma, další biologické tekutiny), 

kde se metodika mimo jiné využívá pro kvantifikaci zvole-
ných proteinů na velkých souborech pacientů. Úspěšné 
validované proteiny pak mohou sloužit jako biomarkery 
různých onemocnění. Metodika je základem nového směru 
označovaného jako cílená proteomika („targeted proteo-
mics“). Někdy je SRM analýza ne zcela správně označová-
na také jako „multiple reaction monitoring“ (MRM)6. Toto 
označení není podporováno Mezinárodní unií pro čistou 
a užitou chemii (IUPAC). 

Cílem tohoto článku je vysvětlit principy metodiky, 
popsat nejdůležitější současné aplikace a nastínit další 
možné směry jejího využití. 

 
2. Princip metody 
 
2.1. Příprava vzorku 

 
Důležitým krokem celé analýzy je získat proteiny 

v roztoku, který je vhodný pro všechny následné kroky. 
Pufry, které se k tomuto účelu používají, nesmí obsahovat 
složky interferující v dalších fázích přípravy vzorku 
(inhibitory trypsinu, látky reagující se značícími činidly) 
a při samotné analýze (např. vysoké koncentrace dodecyl-
sulfátu sodného). V některých případech lze koncentraci 
interferujících látek snížit precipitací nebo jinými postupy. 
Obecně však platí, že nejlepší je se těmto látkám vyvaro-
vat. Proteiny ve vzorku je vhodné zbavit S-S můstků 
a volné –SH skupiny derivatizovat (provádí se redukce 
a alkylace). Proteiny jsou následně podrobeny enzymatic-
kému štěpení proteasou za vzniku peptidů. K tomuto účelu 
se nejčastěji používá trypsin štěpící na C-straně lysinu 
a argininu, pokud tyto na C-straně nesousedí s prolinem. 

V případě kvantifikace proteinů přítomných ve velmi 
nízké koncentraci ve vzorcích s velkým rozsahem koncen-
trací různých proteinů je možné použít další přístupy 
usnadňující jejich detekci. Prvním přístupem je imunoche-
mická redukce komplexity vzorku odstraněním jednoho 
nebo více vysoce koncentrovaných proteinů (např. albumi-
nu z krevního séra). Principiálně opačným přístupem je 
tzv. imunoobohacení (immunoenrichment) vzorku pomocí 
protilátky proti proteinu resp. peptidu našeho zájmu (např. 
metoda označovaná zkratkou SISCAPA7). Třetím přístu-
pem redukce komplexity vzorku je jeho frakcionace vhod-
nou separační metodou. Součástí přípravy vzorků jsou 
i kroky vedoucí k relativní nebo absolutní kvantifikaci. To 
znamená značení peptidů nebo přídavek isotopově označe-
ných peptidů. 

 

2.2. Kapalinová chromatografie a ionizace  
nanosprejem 
 
Před hmotnostní analyzátor, který používá jako ioni-

zační proces elektrosprej, se obvykle předřazuje separace 
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peptidů kapalinovou chromatografií. Nejčastěji se použí-
vají kolony na principu reverzně fázové chromatografie 
s vnitřním průměrem 50–200 m umožňující účinnou se-
paraci v  průtocích kolem 200 nl min1. Přes sprejovací 
kapiláru, která je umístěna v elektrickém poli (vkládá se 
napětí v rozsahu 2000–3000 V), je separovaný vzorek 
ionizován a transportován přímo do hmotnostního spektro-
metru. Toto uspořádání se nazývá nanosprej. Ve srovnání 
s ionizací klasickým elektrosprejem je tento proces citli-
vější, je ovšem o něco méně robustní. Separační účinnost 
lze ovlivnit například nastavením délky chromatografické 
separace. Existuje ovšem optimum délky separace při za-
chování citlivosti analýzy.   

 
2.3. Princip kvantifikace pomocí přechodů  

v trojitém kvadrupólu 
 
SRM analýzy se obecně provádí v hmotnostním spek-

trometru typu trojitý kvadrupól. Jedná se přitom o jednu 
z nejcitlivějších a nejselektivnějších metod ke kvantitativ-
nímu stanovení zvolených analytů. Vysoké selektivity je 
dosaženo monitorováním jak prekurzorového iontu 
(v našem případě peptidu), tak zároveň produktových ion-
tů (peptidových fragmentů) (obr. 1). Každý kvadrupól je 
složen ze 4 tyčí s kruhovým nebo hyperbolickým průře-
zem, které jsou dokonale paralelní a rovné. Jejich úkolem 
je především separace (filtrování) iontů dle poměru hmot-
nosti a náboje (m/z) na základě stability jejich trajektorií 
v oscilujících elektrických polích, která jsou na tyče vklá-
dána. Při SRM analýze slouží kvadrupóly Q1 a Q3 jako 
hmotnostní filtry, které propouští pouze ionty o vybraném 
poměru m/z. Q2 představuje kolizní celu napuštěnou inert-
ním plynem (N2, Ar, He), v níž dochází ke kolizí indukova-
né disociaci (fragmentaci) prekurzorového iontu vybrané-
ho v Q1 za vzniku produktových iontů. Ty jsou v SRM 
módu dále filtrovány v Q3 a následně dopadají na detek-
tor. 

Pro SRM kvantifikaci je klíčový pojem „iontový pře-
chod“ (transition), který je definován jako pár hodnoty m/z 
prekurzorového iontu vybraného v Q1 a hodnoty m/z jeho 
produktového iontu vybraného v Q3. Právě vhodnými 
kombinacemi prekurzorových a produktových iontů se 
dosahuje vysoké selektivity metody. Pro kvantifikaci jed-
noho proteinu se využívají nejméně 2 prekurzorové pepti-
dy, každý v jednom či více nábojových stavech. Pro spo-

lehlivou SRM kvantifikaci je následně třeba detegovat 
alespoň 2 produktové ionty každého peptidu. Z toho vy-
plývá, že každá kvantifikace proteinu je spojena 
s minimálně 4 přechody. Obr. 2 znázorňuje modelovou 
kvantifikaci kvasinkové beta-galaktosidasy v SRM na 
základě sedmi peptidů, přičemž každý byl monitorován 
dvěma přechody. Při kvantifikaci jednotek až desítek pro-
teinů ve vzorku je tedy nutné měřit desítky až stovky pře-
chodů. V současnosti jsou dostupné in silico algoritmy 
optimalizující proces návrhu přechodů, které jsou založeny 
na kombinaci teoretických pravidel a empirických zkuše-
ností. Pokud byl už protein kvantifikován v SRM a nachá-
zí se ve veřejně přístupné databázi (např. MRMAtlas8, 
Peptide Atlas9), je návrh přechodů dále usnadněn.  

Počet přechodů, které mohou být s vysokou přesností 
a citlivostí kvantifikovány v průběhu jedné LC-MS analý-
zy, je omezen a je závislý především na době cyklu (tzv. 
„duty cycle“) neboli době, za kterou přístroj jedenkrát 
kvantifikuje všechny požadované přechody. Doba, po kte-
rou se měří jednotlivý ion, se nazývá čas prodlevy („dwell 
time“). Například analýza 10 peptidů, každý s 5 přechody 
a časem prodlevy 20 ms trvá přibližně 1 s (10  5  20 
ms), každou sekundu je tedy zaznamenána intenzita každé-
ho z přechodů. K dosažení vysoké citlivosti musí být čas 
prodlevy dostatečně dlouhý, aby byl zaznamenán dostateč-
ně kvalitní signál. Se zvyšujícím se počtem měřených pře-
chodů se však prodlužuje doba cyklu. Příliš dlouhá doba 
cyklu pak může vést k nedostatečnému počtu měření 
v průběhu eluce daného peptidu, a tím ke zhoršení přes-
nosti analýzy. Je tedy třeba nalézt kompromis mezi časem 
prodlevy a celkovým počtem přechodů měřených 
v jednom experimentu tak, aby byl každý přechod měřen 
alespoň osmkrát v průběhu jeho eluce z kolony.  

Průběh analýzy je dále možné optimalizovat zařaze-
ním měření přechodů pouze v době experimentálně zjiště-
né eluce příslušných peptidů (tzv. „scheduled SRM“). 
Další možností je použití tzv. inteligentního SRM (iSRM)
(cit.10). Tento postup využívá sběru dat závislého na dete-
govaném signálu. V okamžiku, kde je zachycen signál 
vybraného přechodu, je možné identitu peptidu potvrdit 
tím, že se v tomto okamžiku spustí monitorování dalších 
specifických přechodů pro tento peptid.  

Kvantifikace proteinu se vypočte na základě kvantifi-
kace dvou a více peptidů jednoznačně příslušných 
k danému proteinu.  

Obr. 1. Schéma hmotnostního spektrometru typu trojitý kvadrupól (QqQ) pracujícího v režimu monitorování vybraných reakcí 
(SRM). První kvadrupól (Q1) slouží pro výběr prekurzorového peptidu, v kolizní cele (Q2) dochází k fragmentaci pomocí kolizí induko-
vané disociace a třetí kvadrupól (Q3) pracuje jako filtr umožňující výběr peptidových fragmentů před dopadem na detektor  
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Metoda SRM umožňuje kvantifikovat jak relativně, 
tak absolutně. Při relativní kvantifikaci zjišťujeme relativní 
poměr hladin proteinů ve dvou a více skupinách vzorků. 
Příkladem může být kvantifikace proteinů ve skupinách 
zdravých a nemocných pacientů, stanovení hladin proteinů 
v odpovědi na změnu vnějších podmínek, stres, aktivaci 
signální dráhy apod. Při SRM analýze se pro tento účel 
často používá značení značkami vážícími se na aminosku-
piny peptidů (viz příprava vzorku). Jedná se např. o znač-
ky mTRAQ™, které umožňují měření dvou nebo tří vzor-
ků v jedné analýze, přičemž jeden ze vzorků je vždy tzv. 
globální interní standard, vzniklý smícháním alikvotů 
všech vzorků v experimentu. Značky mají stejný sumární 
vzorec, při syntéze se však používají různé stabilní izotopy 
uhlíku, dusíku a kyslíku tak, aby rozdíl molekulových 
hmotností značek byl právě 4 Da (Δ0, Δ4, Δ8). Díky těmto 
rozdílům mohou být pro peptidy označené různými znač-
kami navrženy SRM přechody sestávající z různých pre-

kurzorových, ale stejných produktových iontů, čímž je 
umožněno nezávislé, avšak plně srovnatelné měření různě 
označených peptidů. Relativní kvantifikace je pak založe-
na na srovnání intenzit signálů produktových iontů vznik-
lých fragmentací různě značených peptidů. 

Absolutní kvantifikace se provádí tehdy, pokud je 
třeba stanovit koncentraci resp. látkové množství peptidu 
(proteinu) ve vzorku. V tom případě se používají izotopo-
vě značené syntetické analogy stanovovaných peptidů 
o známé koncentraci, které se přidávají ke vzorkům jako 
interní standard. Značené a neznačené peptidy mají iden-
tické vlastnosti při LC separaci, rozdílu v hmotnostech 
peptidů se podobně jako u relativní kvantifikace využije 
při výběru různých forem peptidů v Q1 pro následnou 
fragmentaci. Porovnáním intenzit odpovídajících produk-
tových iontů a přepočtem s použitím koncentrace interního 
standardu se určí přesná koncentrace daného peptidu. Ten-
to přístup je označován jako AQUA (cit.11) a kromě kvan-
tifikace absolutní umožňuje pochopitelně i kvantifikaci 
relativní. 

 
2.4. Možnosti hybridního analyzátoru typu trojitý 

kvadrupól-lineární iontová past 
 
Zkratka QqQLIT označuje hybridní hmotnostní spek-

trometr na bázi trojitého kvadrupólu, kdy třetí kvadrupól je 
konfigurován tak, že může pracovat v režimu lineární ion-
tové pasti. Hlavními přínosy QqQLIT pro SRM jsou oproti 
trojitému kvadrupólu tyto: (i) možnost získat plná frag-
mentační (MS/MS) spektra peptidů a (ii) možnost tzv. 
MRM3 (viz níže). V případě prvně jmenovaného uspořádá-
ní, které vede k získání plného MS/MS spektra, jsou 
všechny produktové ionty vybraného prekurzoru zachytá-
vány v Q3, přičemž je využito akumulační schopnosti 
lineární iontové pasti (obr. 3). Tento proces vede ke zvýše-
ní citlivosti oproti měření plného MS/MS spektra 
v kvadrupólovém nastavení, protože na rozdíl od situace, 
kdy třetí kvadrupól funguje jako hmotnostní filtr, nedochá-
zí k odklonu iontů. Tato možnost je výhodná při návrzích 
přechodů, kdy je možné skenovat na přítomnost všech 
iontů vzniklých fragmentací a následně vybrat nejvhodněj-
ší kandidátní ionty pro zařazení do přechodů. Druhou vý-
hodou QqQLIT je možnost provádět MRM3  neboli „MRM 
cubed“. Tato technika je založená na dvou postupných 

Obr. 2. SRM záznam modelového proteinu (-galaktosidasa) 
monitorovaného na sedm peptidů, každý peptid sledován 
dvěma přechody. Peptidy jsou separované v čase na koloně 
naplněné reverzní fází a následně zaznamenány na hybridním 
přístroji typu trojitý kvadrupól-lineární iontová past (QqQLIT) 
v uspořádání SRM 

Obr. 3. Schéma hmotnostního spektrometru typu trojitý kvadrupól-lineární iontová past (QqQLIT) pracujícího v režimu plného 
MS/MS skenu. První kvadrupól (Q1) slouží pro výběr prekurzorového peptidu, v kolizní cele (Q2) dochází k fragmentaci pomocí kolizí 
indukované disociace. Všechny vzniklé fragmenty jsou zachyceny v Q3 nastaveném jako lineární iontová past, odkud jsou postupně smě-
řovány na detektor 
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fragmentacích, kdy po fragmentaci v Q2 dochází k další 
fragmentaci v Q3 lineární iontové pasti (obr. 4). Ukázalo 
se přitom, že přidání třetího stupně MS významně zvyšuje 
selektivitu a eliminuje vysoké pozadí. Výsledkem je nižší 
dolní limit kvantifikace. Zvýšené selektivity lze však do-
sáhnout i zvýšením rozlišení prvního kvadrupólu. 
V případě správného vyladění dojde k efektivnější separaci 
pouze žádaného prekurzorového iontu od iontů o podob-
ném m/z bez redukce citlivosti. Této možnosti mohou vyu-
žívat přístroje, které umožňují nastavení zvýšeného rozli-
šení, a to nezávisle na tom, zda se jedná o přístroje hybrid-
ního typu nebo standardní trojité kvadrupóly. 

 
 

3. Vybrané aplikace při kvantifikaci proteinů 
 
Jak už bylo uvedeno výše, výhoda metody SRM spo-

čívá ve vysoké selektivitě a schopnosti detegovat proteiny 
obsažené v nízkých koncentracích, které mohou sloužit 
jako biomarkery různých biologických stavů. Byly již 
publikovány práce zabývající se kvantifikací řady proteinů 
krevní plazmy1216, biomarkerů pro artritidu17, akutní po-
škození jater18 a kardiovaskulární onemocnění13. Metoda 
byla využita i při kvantifikaci nádorových biomarkerů, 
jako např. prostata-specifického antigenu (PSA)19, napsinu-A 
a proteinu AGR-2 (cit.20). Při kvantifikaci PSA s použitím 
imunodeplece albuminu a jednoduché frakcionace extrakcí 
pevnou fází se podařilo za využití metody MRM3 kvantifi-
kovat PSA v reálných vzorcích jak zdravých pacientů, tak 
s karcinomem prostaty. Naměřený rozsah koncentrací PSA 
v klinických vzorcích se pohyboval v rozmezí 430 ng ml1 
(cit.19). 

Klíčová práce Picotti a spol.21 provedená na buněč-
ných lyzátech kvasinek (Sacharomyces cerevisiae) popisu-
je kvantifikaci proteinů přítomných v širokém koncentrač-
ním rozsahu pomocí SRM. Bylo vybráno 100 proteinů 
a pro každý protein bylo zvoleno 5 proteotypických pepti-
dů. Výsledky ukázaly, že v jediném SRM experimentu je 
možno detegovat proteiny v širokém koncentračním rozsa-
hu od 45 až po milióny kopií na buňku. Experiment doká-
zal, že metoda SRM umožňuje zaznamenat i takové protei-
ny, které jsou pod limitem detekce imunochemických me-
tod („western blot“, „enzyme linked immunosorbent 

assay“  ELISA). Podařilo se nalézt i dříve nedetegované 
proteiny21. Součástí práce je i kvantitativní analýza protei-
nů vybraných biochemických cest v průběhu hladovění, 
díky níž lze sledovat koncentrační změny jednotlivých 
sledovaných proteinů v reakci na změny koncentrace ži-
vin. Výhodou je možnost sledovat změny koncentrace 
všech vybraných proteinů najednou a to velmi přesně. 

Metodu SRM lze také využít ke sledování post-
translačních modifikací, což poskytuje další úhel pohledu 
na biochemické děje v komplexních biologických systé-
mech. Za využití SRM byla monitorována fosforylace 
transkripčního faktoru MEF2A, který je zodpovědný za 
vývoj buněk kosterních svalů a srdečního svalu22,23. Dále 
byla studována fosforylace dvou míst ERK1 (cit.24) protei-
nu a fosforylace proteinu FAK (cit.25). Zatímco signální 
dráha proteinu ERK reguluje buněčný cyklus, proliferaci 
a diferenciaci, fosforylace proteinu FAK ovlivňuje adhezi 
buněk a vývoj cévního epitelu. Metody SRM bylo využito 
i ke studiu dalších forem posttranslačních modifikací  
acetylace22,26 i glykosylace27. 

 
 

4. Závěr 
 
Příklady uvedené v tomto článku poukazují na citli-

vost a selektivitu metody SRM, která umožňuje kvantifi-
kaci diagnosticky významných proteinů z biologických 
vzorků na peptidové úrovni. Vyvinout SRM experiment 
pro kvantifikaci několika proteinů je v porovnání 
s metodami založenými na použití protilátek (ELISA, 
„western blot“) méně finančně i časově náročné, přičemž 
kvantifikace metodou SRM je přesnější a selektivnější. 
Toto jsou pádné argumenty pro další rozvoj a rozšíření 
metody. Mezi její největší limitace pak patří rozlišení 
a rozsah nyní používaných hmotnostních spektrometrů, 
který se běžně pohybuje v rozsahu 1000–3000 m/z. 
Z hlediska citlivosti je dosahováno výborných výsledků 
(jednotky amol12,28) u purifikovaných proteinů, u komplex-
ních směsí se však citlivost snižuje. Pomoci mohou zmiňo-
vané kroky přípravy vzorku jako imunodeplece, imunoafi-
nitní obohacení a frakcionace. Zlepšení rozlišení a citlivos-
ti jsou tak nyní hlavními úkoly pro konstruktéry hmotnost-
ních spektrometrů pro SRM. 

Obr. 4. Schéma hmotnostního spektrometru typu trojitý kvadrupól-lineární iontová past (QqQLIT) pracujícího v režimu MRM3. 
První kvadrupól (Q1) slouží pro výběr prekurzorového peptidu, v kolizní cele (Q2) dochází k fragmentaci pomocí kolizí indukované 
disociace. Ionty fragmentů jsou pak zachyceny v Q3 nastaveném jako lineární iontová past, kde následuje ionizace zvoleného iontu a jeho 
aktivace za účelem druhé fragmentace. Akumulované produktové ionty druhé generace jsou poté během skenu postupně propouštěny na 
detektor 
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V současnosti má SRM význam zejména 
v biomedicínském výzkumu, kde umožňuje přesnou kvan-
tifikaci zvolených proteinů ve velkých souborech vzorků. 
Ve střednědobém časovém horizontu má pak proteinové 
SRM potenciál proniknout na pole klinické diagnostiky 
v oblasti rutinní kvantifikace biomarkerů. 
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Mass-Spectrometry Quantification of Protein Bio-
markers by Selected Reaction Monitoring        

 
Selected reaction monitoring (SRM) is a quantitative 

MS-based method which recently expanded to analysis of 
proteins by determination of peptides. The instrumentation 
consists of a nanoflow liquid chromatograph coupled with 
nanoelectrospray ionization and a triple-quadrupole mass 
spectrometer. In principle, the first quadrupole works as 
a mass filter, transmitting only a selected peptide, which is 
fragmented in a second quadupole via collision-induced 
dissociation. The third quadrupole transmits the selected 
peptide fragments, which are then directed to the detector. 
This approach enables targeted quantification of tens of 
proteins in a single analysis with very good sensitivity and 
selectivity. The SRM becomes a key method in a new 
targeted-proteomics toolbox. The most important field of 
its applications lies in the life sciences research where 
SRM enables fast, accurate and cost-effective determina-
tion of proteins in large sets of samples. 


