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Identyfikacja białek z wykorzystaniem 
techniki Peptide Mass Fingerprinting (PMF) 
Część I ‒ charakterystyka eksperymentu identyfikacji
The identification of proteins 
by Peptide Mass Fingerprinting (PMF)
Part I ‒ properties of the identification experiment 
Hanna Kamińska¹,², Halina Podbielska¹

Streszczenie
Wprowadzenie w spektrometrach jonizacji typu MALDI 
zrewolucjonizowało proces identyfikacji białek. Auto­
matyzacja procesu identyfikacji oraz bezpośrednie po­
łączenie analizy spektrometrem masowym z separacją bia­
łek dwuwymiarową elektroforezą żelową (2D-GE) pocią­
gnęły za sobą znaczny rozwój proteomiki. Późniejszy roz­
rost proteomicznych baz danych pozwolił na zwiększe­
nie dokładności identyfikacji, z wykorzystaniem pierwszej  
w  historii techniki wydajnej identyfikacji białek – peptide 
mass fingerprinting, w skrócie: PMF. Metoda peptide mass 
fingerprinting pozwala identyfikować białka z widm ma­
sowych uzyskanych w wyniku analizy próbki spektro­
metrem masowym. Przez wzgląd na powszechność stoso­
wania metody, jak i ciągle obserwowane jej ulepsze­
nia, autorzy postanowili podsumować obecny stan wiedzy  
w tym zakresie. Praca została podzielona na dwie części: 
w pierwszej znajduje się opis historii powstania metody PMF 
wraz z charakterystyką części eksperymentalnej i opisem naj­
popularniejszych baz danych stosowanych przy identyfika­
cji, natomiast druga część pracy jest poświęcona zagadnie­
niom algorytmicznym, związanym z wyszukiwaniem w bazie 
danych protein najlepiej odzwierciedlających białko analizo­
wane w próbce. Specyfikacja eksperymentu w pierwszej czę­
ści pracy uwzględnia zarówno opis metody separacji, trawie­
nia białek w próbce, jak i późniejszej ich analizy z wykorzy­
staniem spektrometru masowego. Eksperymentalne fazy me­
tody PMF są opisane z uwzględnieniem ich cech biochemicz­
nych, mających wpływ na dalsze etapy schematu identyfikacji. 

Słowa kluczowe: proteomika, identyfikacja protein, spektrome-
tria masowa, peptide mass fingerprinting, schematy scoringu

Abstract

The development of MALDI ionization method in mass spec-
trometers, had revolutionized the protein identification pro-
cedure. The automation of an identification procedure and 
the  mass spectrometry direct connection to the protein sepa-
ration with the two-dimensional gel electrophoresis (2D-GE) 
implicated the significant proteomics development. The later 
growth of the proteomics databases contributed to the enhance-
ment of the identification accuracy, by using the first method of 
effective protein identification in the history: the peptide mass 
fingerprinting (PMF). The peptide mass fingerprinting enabled 
the protein identification from the mass spectra acquired by 

the  mass spectrometry sample analysis. Due to the common 
use of method and its continuous improvements, the  authors 
decided to summarize the current state of  the knowledge in 
this field of science. The publication is divided into two parts. 
The first one is devoted to the origins of PMF scheme, the 
characteristics of its experimental part and a description of the 
most popular databases used in the identification procedure. 
The second part relates to the algorithmic issues of  searching 
the database protein, which reflects the sample content in the 
best way. The experiment specification in the first part takes 
into the consideration the description of separation and sample  
digestion methods, as well as the later protein sample analysis 
by the mass spectrometer. The experimental steps of the PMF 
method are described according to their biochemical proper-
ties, having an impact for the later stages of the identification 
procedure.   

Keywords: proteomics, identification of proteins, mass spec-
trometry, peptide mass fingerprinting, scoring schemes 

 Wstęp

Przez identyfikację białek rozumiemy eksperymental-
ny pomiar ich właściwości i odnalezienie sekwencji ami-
nokwasów o  identycznej lub zbliżonej charakterystyce po-
śród już udokumentowanych i opisanych białek. Do infor-
macji o zidentyfikowanych białkach i ich potwierdzonych 
właściwościach mamy dostęp poprzez otwarte bazy da-
nych. Dane o zgromadzonych tam opisach sekwencji ami-
nokwasów możemy przeszukiwać, z uwzględnieniem przy-
należności gatunkowej poszukiwanych białek, ich całkowi-
tej masy czy też znanych nam fragmentów sekwencji. Przy 
porównywaniu eksperymentalnych właściwości białka  
z właściwościami białek opisanymi w bazie danych, oblicza-
my prawdopodobieństwo określające, w jakim stopniu białko 
eksperymentalne może być utożsamiane z białkiem z bazy. 

Z analitycznego punktu widzenia białka mają wiele ważnych 
właściwości. Wszystkie właściwości białek determinowane są 
przez sekwencję ich aminokwasów, która również jednoznacz-
nie decyduje o ich rozróżnieniu. Niektóre białka pełnią podob-
ne funkcje, niejednokrotnie są homologiczne pod względem 
budowy, jednak sekwencja aminokwasów wchodzących w ich 
skład jednoznacznie określa typ białka. Ponieważ ustalenie peł-
nej sekwencji białka jest czasochłonne, niezbędne jest wykorzy-
stanie jego innego mierzalnego atrybutu, pozwalającego na ta-
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ką identyfikację, którą z bardzo dużym prawdopodobieństwem 
można by uznać za poprawną. Wybrany atrybut białka, aby 
nadawał się do wykorzystania w identyfikacji, powinien speł-
niać poniższe założenia [1]:
•	 Wartość atrybutu powinna być łatwa do zmierzenia. 
•	 Atrybut powinien mieć dużą czułość, tj. różne białka po-

winny mieć istotnie różną wartość atrybutu. 
•	 Wartość atrybutu powinna być niezmienna w czasie i jak 

najmniej zależna od czynników zewnętrznych. 
•	 Jeżeli sekwencja białka jest znana, to wartość wybranego 

atrybutu powinna być prosta do określenia. 

Nie istnieje atrybut białka, który idealnie spełniałby wszyst-
kie powyższe warunki, jednak są takie atrybuty, które spełnia-
ją część z powyższych założeń. Atrybutem białek, który może 
być w sposób efektywny zmierzony z dużą dokładnością, jest 
np. ich masa molekularna. Masa całkowita białka jako atrybut 
ma jednak słabą czułość, ponieważ bardzo wiele białek mo-
że mieć podobną całkowitą masę molekularną. Rozwiązaniem 
tego problemu miała być próba pomiaru mas molekularnych 
fragmentów białka, a nie całej jego sekwencji. Gdyby dało się 
podzielić łańcuch aminokwasów w pewien z góry określony 
sposób i zmierzyć masy peptydów go tworzących, to taki zbiór 
mas identyfikowałby białko w sposób znacznie bardziej czu-
ły niż masa całej molekuły. Zbiór mas peptydów wchodzących 
w skład białka tworzy jego unikalny identyfikator, masowy od-
cisk palca ( fingerprint), który może posłużyć do jego identyfika-
cji. Ta hipoteza stała się motywem powstania techniki identy-
fikacji białek znanej obecnie pod angielską nazwą peptide mass 
fingerprinting (PMF) [2]. 

W pracy, w sekcji 2 zostanie omówiona historia powsta-
nia techniki identyfikacji PMF, ze szczególnym uwzględnie-
niem rozwoju spektrometrii masowej, jako głównego czyn-
nika, który doprowadził do powstania metody. W sekcji 
3.  zostaną omówione główne założenia techniki PMF zwią-
zane z eksperymentem spektrometrii masowej: przygo-
towanie próbki do analizy (tj. separacja i trawienie białek) 
oraz techniczne aspekty spektrometrii (tj. analiza masy czą-
stek). Dodatkowo w sekcji 3. zostaną omówione podstawowe  
bazy danych, na podstawie których identyfikuje się białka. 
Bazy danych zostaną opisane pod kątem zawartości proteo-
micznej, związanej z biochemicznymi właściwościami ekspe- 
rymentu. 

Historia

Pierwsze próby identyfikacji białek
Pierwszą techniką identyfikacji białek w historii była metoda de-
gradacji Edmana, opracowana w 1950 r. przez szwedzkiego na-
ukowca Pehra Edmana [3]. W każdym kroku degradacji Edmana 
koniec aminowy łańcucha aminokwasów jest odrywany od 
białka bez uszkadzania reszty sekwencji aminokwasów, a  na-
stępnie określany jest typ oderwanego aminokwasu. Krok odse-
parowania N-końca łańcucha polipeptydowego nazywany jest 
pojedynczym cyklem degradacji Edmana. Cykle są powtarzane, 
aż do momentu odczytania całej sekwencji białka i dotarcia do 
C-końca łańcucha. Wadą metody jest niemożność kontynuowa-
nia sekwencjonowania w przypadku modyfikacji chemicznej 
końca aminowego analizowanego polipeptydu. Pomimo, iż w cią-
gu 60 lat istnienia metoda została zautomatyzowana i udoskona-
lona, to wciąż nie pozwala na analizę łańcucha składającego się  
z więcej niż 60 aminokwasów, a identyfikacja pojedynczego 
aminokwasu zajmuje około godziny [4]. Metoda jest wciąż po-
wszechnie stosowana, ponieważ umożliwia potwierdzanie se-
kwencji białek gromadzonych w bazach danych, jednak czaso-
chłonność i duży nakład pracy niezbędny przy sekwencjono-
waniu stanął u podstaw poszukiwań bardziej efektywnej me-
tody identyfikacji białek [5]. 

Pierwsze próby analizy mas białek i peptydów zostały pod-
jęte w latach 80. ubiegłego stulecia i były one wynikiem gwał-
townego rozwoju technologii spektrometrów masowych. W po-
równaniu z cyklem eksperymentu degradacji Edmana, pozy-
skanie spektrum mas komponentów obecnych w próbce trwa-
ło kilka sekund. Wprowadzenie w 1981 r. metody jonizacji czą-
stek w  spektrometrach za pomocą bombardowania atomami 
o dużej energii (Fast-Atom Bombardment ‒ FAB) [6], pozwoliło po 
raz pierwszy w historii na analizę mas tak dużych cząstek, ja-
kimi są białka. Wykorzystując FAB, prekursorami techniki iden-
tyfikacji PMF stali się Wiliam J. Henzel, Colin Watanabe i John 
T. Stults, którzy w 1989 r. jako pierwsi zastosowali pomiar mas 
peptydów tworzących białko do jego identyfikacji w bazie da-
nych, a swoje rezultaty potwierdzili eksperymentem degrada-
cji Edmana [7]. Byli także autorami pierwszego programu, ge-
nerującego na na podstawie sekwencji opisanych w bazie da-
nych, teoretyczne masy peptydów, które były następnie porów-
nywane z masami uzyskanymi w wyniku eksperymentu spek-
trometrem masowym typu FAB [2]. 

Pomimo, iż analiza białek spektrometrem FAB była moż-
liwa, nie została wykorzystana masowo w identyfikacji,  
ponieważ spektrometry do działania wymagały zbyt dużej 
ilości materiału badawczego (rzędu nanomoli) oraz nie były  
w stanie wyprodukować jonów cząsteczek większych niż  
20 kDa [2]. Dopiero pojawienie się dwóch nowych technik 
jonizacji: elektrorozpylania (Electrospray Ionization ‒ ESI)  [8] 
i desorpcji laserowej z udziałem matrycy (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionisation ‒ MALDI) [9] umożliwiło anali-
zę białek na szeroką skalę. Dzięki masowej produkcji tych 
urządzeń, ograniczenia związane z wielkością próbki, jak  
i zakres mas obserwowanych na podstawie spektrum (w przy-
padku ESI i MALDI zakres przekraczający 100 kDa) nie były  
już dłużej przeszkodą w identyfikacji. Z tego powodu w roku 
1993 spektrometria masowa MALDI została po raz pierwszy  
wykorzystana do identyfikacji złożonego zbioru białek  
z lizatu komórek E. coli, odseparowanych za pomocą dwu-
wymiarowej elektroforezy żelowej (2D-GE) [10]. Rok później, 
również w przypadku zbioru białek E. coli, przeprowadzono 
z sukcesem identyfikację za pomocą chromatografii cieczowej  
połączonej ze spektrometrem masowym wyposażonym  
w ESI [11]. 

Rozwój techniki PMF po roku 1993
Do roku 1993 technika identyfikacji białek za pomocą pomia-
ru mas peptydów zobrazowanych na spektrum nie miała swo-
jej oficjalnej nazwy. Masy peptydów, będące rezultatem eks-
perymentu spektrometrem masowym, były często określane 
mianem częściowej mapy peptydowej białka [12, 13]. Kilka 
grup naukowców na świecie prowadziło w tym samym 
czasie badania w zakresie identyfikacji białek za pomocą  
spektrometrii mas. Pierwszymi badaczami, którzy użyli poję-
cia peptide mass fingerprint, byli naukowcy z grupy badawczej 
Darryla Pappina, którzy określili tym pojęciem masy peptydów  
powstałych w wyniku trawienia białka [14]. Od tej pory nazwa 
peptide mass fingerprinting (PMF) na stałe przyjęła się jako defi-
nicja techniki identyfikacji białek na podstawie widm otrzyma-
nych z analizy spektrometrem masowym. Oczywiście metoda 
składa się z kilku złożonych etapów, które szczegółowo zosta-
ną przedstawione w sekcji 3. 

Potrzeba analizy i identyfikacji białek na szeroką skalę wy-
nikła z faktu pomyślnego sekwencjonowania pełnych ge-
nomów organizmów. Kolejny krok w zdobywaniu wiedzy 
na temat funkcjonowania organizmów wiązał się właśnie  
z identyfikacją i charakteryzacją licznych białek dekodowa-
nych przez poznane geny. Wtedy też jako uzupełnienie poję-
cia genomu, powstało pojęcie proteomu jako zbioru wszyst-
kich białek istniejących w badanej jednostce, w pewnym 
określonym momencie czasu i w pewnych warunkach bio-
logicznych [15]. Coraz bardziej zaawansowane rozwiąza-
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nia techniczne w spektrometrii, możliwość analizy tysięcy 
białek w bardzo krótkim czasie, uczyniły ją głównym na-
rzędziem identyfikacji i charakteryzacji, będącym w stanie 
sprostać ogromowi informacji niesionych przez proteom.  
Bardzo istotne dla poprawy efektywności identyfikacji  
było znaczące zwiększenie dokładności pomiaru masy przez 
spektrometry, jak i zastosowanie bardziej zaawansowanych  
analizatorów masy, np. analizatora cyklotronowego rezonansu  
jonów z fourierowską transformacją wyników (Fourier 
Transform Ion Cyclotron Resonance ‒ FT-ICR) [16, 17]. 
Niemniej jednak wciąż najczęściej wykorzystywanym  
w schemacie PMF spektrometrem jest spektrometr ze źródłem  
jonizacji typu MALDI [2]. Spektrometry typu MALDI są pro-
ste w obsłudze, pozwalają na automatyzację procesu iden-
tyfikacji oraz obecność w próbce detergentów, soli czy  
roztworów buforowych [4]. Dodatkowo, zastosowanie  
w MALDI po roku 1995 analizatora czasu przelotu (Time 
Of Flight ‒ TOF), a następnie analizatora czasu przelotu ze 
zwierciadłem elektrostatycznym, umożliwiło znaczne zwięk-
szenie zakresu obserwowanych mas oraz rozdzielczości  
i czułości tych spektrometrów [18, 19]. Obecnie spektro-
metry masowe typu MALDI mogą badać masy molekuł od  
ok. 100 Da do nawet do 500 kDa, z dokładnością maksymalnie 
kilku jednostek ppm, osiągając przy tym rozdzielczość rzędu 
5000 FWHM w liniowej konfiguracji i nawet 15000 FWHM 
w konfiguracji ze zwierciadłem elektrostatycznym. 

W ciągu ostatnich 10 lat naukowcy skupili się na udosko-
nalaniu każdego z etapów identyfikacji [20]: od separacji 
[21] i trawienia białek [22], przez jonizację [23, 24] i analizę 
ich masy [16, 25], po przeszukiwanie baz danych [2]. Postęp  
w dziedzinie komputerów i rozwój internetu umożliwił jesz-
cze bardziej efektywną identyfikację oraz zagwarantował ko-
rzystanie z ogólnodostępnego oprogramowania do identyfika-
cji białek za pomocą schematu PMF [26]. 

Metoda

W dzisiejszej protemice możemy wyróżnić dwa głów-
ne paradygmaty analizy i charakteryzacji białek: bottom-up  
i top-down [27]. Oba podejścia bazują na innych założe-
niach odnośnie do właściwości badanych białek, metody 
ich separacji oraz spektrometrów masowych wykorzystywa-
nych w  analizie. Głównym założeniem podejścia top-down 
jest analiza pełnych sekwencji białek, z użyciem spektrome-
trów masowych umożliwiających ich cykliczną fragmentację  
na peptydy, a nawet pojedyncze aminokwasy. W odróżnie-
niu od techniki top-down, podejście bottom-up, które jest 
wykorzystywane w technice PMF, zakłada trawienie białek,  
w celu otrzymania peptydów, których masy są następnie anali-
zowane za pomocą spektrometru masowego.

Wybór paradygmatu identyfikacji bottom-up deter-
minuje podział techniki PMF na określone kroki. Główne 
etapy metody zostały przedstawione na rys. 1. Pierwszym 
krokiem jest separacja białek, służąca głównie ich wyborowi  
z pewnego określonego przedziału masowego. Następnie prze-
prowadzane jest ich trawienie, w celu uzyskania podziału 
białka na peptydy. Próbka zawierająca peptydy trafia potem 
do spektrometru masowego. Zajerestrowane w spektrometrze 
widmo podlega złożonej obróbce, dając w efekcie masy pepty-
dów zaobserwowane w próbce. Kolejnym krokiem w schemacie 
PMF jest porównanie mas zaobserwowanych na widmie z ma-
sami peptydów powstałych w wyniku teoretycznego trawienia 
białek opisanych w bazie danych. 

W praktyce masy peptydów otrzymanych dzięki spektrum 
należą do molekuł, które tylko w 20-40% pokrywają sekwen-
cję całego białka [28]. Zatem technika PMF w swojej ostatecznej 
fazie, musi także umożliwiać za pomocą analizy statystycznej 
(głównie metod estymacji przedziałowej), określenie prawdo-

podobieństwa dopasowania zbioru mas eksperymentalnych do 
teoretycznych mas białka z bazy danych. Ten niezwykle istot-
ny dla otrzymania wiarygodnych wyników identyfikacji etap 
jest nazywany scoringiem, od angielskiego słowa score (wynik 
punktowy), ponieważ każdemu białku z bazy danych jest przy-
pisywany pewien score, świadczący o tym, w jakim stopniu 
może ono być utożsamiane z wynikiem eksperymentu. W ko-
lejnych sekcjach pracy bardziej szczegółowo przyjrzymy się po-
szczególnym etapom schematu PMF związanym z jego częścią 
eksperymentalną, natomiast opis drugiej, algorytmicznej czę-
ści schematu, w ujęciu bioinformatycznym, zostanie podany  
w kolejnej części publikacji. 

Separacja
Jak możemy zauważyć na rys. 1, pierwszym krokiem  
w technice PMF jest separacja białek. Etap separacji  
jest niezbędny, ponieważ PMF z dużą dokładnością identyfiku-
je tylko białka, które nie wchodzą w skład złożonych mieszanin. 
Idealnie, w efekcie separacji powinniśmy uzyskać próbkę za-
wierającą dostateczną ilość jednego rodzaju białka. Przez 
wzgląd na zbliżone masy molekularne różnych białek, ograni-
czenia techniczne oraz modyfikacje posttranslacyjne, uzyska-
nie tak czystej próbki jest niejednokrotnie niemożliwe. Niemniej 
jednak, gdy w próbce znajdują się maksymalnie trzy różne ro-
dzaje białek, identyfikacja PMF wciąż może być przeprowadzo-
na z dużą dokładnością [1]. 

Metodą, która jest najczęściej kojarzona z separacją białek 
w  schemacie PMF, jest dwuwymiarowa elektroforeza żelo-
wa (2D Gel Electrophoresis, 2D-GE) [28, 29]. Jednowymiarowa 
elektroforeza żelowa umożliwia separację białek tylko wzglę-
dem ich masy (Sodium Dodecyl Sulfate ‒ Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis ‒  SDS-PAGE) [30] lub punktu izoelektryczne-
go (Isoelectric Focusing ‒ IEF) [31]. Nie pozwala to najczęściej 
w wystarczającym stopniu na rozróżnienie analizowanych 
białek i  uzyskanie w próbce pobranej z żelu minimalnej ilo-
ści różnych protein. W dwuwymiarowej elektroforezie żelo-
wej białka w pierwszym wymiarze separuje się względem ich 

Rys. 1. Schemat identyfikacji białek w metodzie peptide mass finger-
printing

u
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punktu izoelektrycznego, a w następnym kroku analizowany 
jest ruch białek w  żelu zależny od ich masy (SDS-PAGE) [31]. 
Przemieszczenie się białek w żelu względem ich masy nastę-
puje w kierunku różniącym się o 90 stopni od poprzedniego. 
Masa i ładunek białka są właściwościami na tyle niezależny-
mi od siebie, że separacja białek jednocześnie względem ma-
sy i punktu izoelektrycznego (2D SDS-PAGE) pozwala na ich 
znacznie lepsze rozróżnienie, niż ma to miejsce w przypadku 
metod jednowymiarowych. Dodatkowo, estymacja masy i pI 
białka na bazie jego końcowego położenia w żelu jest dodatko-
wą informacją, niezwykle przydatną przy końcowej identyfi-
kacji. Dzięki znajomości pI i masy białka możemy się skupić na 
przeszukiwaniu bazy danych białek tylko pod kątem tych okre-
ślonych parametrów, co pozwala na zwiększenie prawdopodo-
bieństwa poprawności identyfikacji, oraz na znaczne przyspie-
szenie obliczeń.

Rozmieszczenie białek na żelu może być zaobserwowa-
ne dzięki przyłączaniu do nich barwników lub metali [32].  
W przypadku elektroforezy żelowej poprzedzającej analizę 
spektrometrem masowym najczęściej białka barwi się bar-
winkiem Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) [33] lub 
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) [34]. Przyłącza się 
on do podstawowych aminokwasów, a jego ilość jest propor-
cjonalna do dodatniego ładunku białka. Białka mogą być tak-
że barwione srebrem [21], które przyłącza się do ich grup cy-
steinowych. Badania wykazały, iż modyfikacje, jakich doko-
nuje srebro przy przyłączaniu się do grup cysteinowych białka, 
skutkują najsłabszym odzwierciedleniem jego sekwencji anali-
zowanej za pomocą spektrometru MALDI [35]. W przypadku 
analizy spektrometrem typu MALDI dowiedziono również, że 
w przypadku uwidocznienia białek, których zawartość w żelu 
jest znikoma, lepszą czułość ma barwnik CBB G-250, natomiast  
w przypadku białek, których jest dużo, lepiej sprawdza się CBB 
R-250 [35]. 

Niezwykle istotne jest, że w trakcie przygotowania żelu,  
a także w późniejszych fazach analizy należy zachować ostroż-
ność, aby próbka nie została zanieczyszczona keratyną [28]. 
Keratyna, jako składnik ludzkiego nabłonka, w łatwy sposób 
może się przedostać do próbki i pojawić się jako dodatkowa, 
niepożądana masa wykryta podczas analizy spektrometrem 
masowym. W gotowym żelu plamy reprezentujące poszcze-
gólne białka mogą być wycinane manualnie za pomocą skal-
pela lub z zastosowaniem robota wycinającego plamy (spot pic-
ker), który pozwala na automatyzację pracy [36]. Robot może być 
wyposażony w system umożliwiający trawienie białek poprze-
dzające naniesienie próbki na matrycę MALDI, a w przypadku 
trawienia białek następującego bezpośrednio w żelu [37], prób-
ki są od razu przenoszone na matrycę. 

Trawienie
Niezwykle istotnym krokiem w schemacie PMF jest trawie-
nie oddzielonych za pomocą separacji białek (patrz rys. 1), po-
nieważ to właśnie trawienie pozwala na wytworzenie unika-
towego identyfikatora masowego białka ( fingerprint). W  me-
todzie PMF takie trawienie będziemy określać mianem eks-
perymentalnego trawienia, ponieważ w odróżnieniu od tra-
wienia teoretycznego (białek z bazy danych) ma ono miej-
sce w próbce analizowanej w eksperymencie laboratoryjnym. 
Podstawowym enzymem, wykorzystywanym w trawieniu bia-
łek poprzedzającym analizę spektrometrem masowym, jest 
trypsyna [4]. Trypsyna trawi łańcuch aminokwasów za argini-
ną lub lizyną, o ile nie następuje po nich prolina. Przez wzgląd 
na swoje specyficzne właściwości trypsyna jest enzymem naj-
lepiej nadającym się do trawienia białek, które mają być następ-
nie analizowane spektrometrem masowym. Niżej wymienione 
właściwości czynią trypsynę enzymem preferowanym w me-
todzie PMF [1]:

1.	 Jest enzymem, który jest pozyskiwany w prosty i tani spo-
sób. 

2.	 Jest swoista, tzn. bardzo rzadko opuszcza w łańcuchu ami-
nokwasów miejsca, w których powinna go trawić, oraz 
praktycznie nigdy nie trawi łańcucha na nieoczekiwanych 
pozycjach. 

3.	 Arginina i lizyna występują w łańcuchu aminokwasów 
średnio co 11 pozycji, a prawdopodobieństwo wystąpienia 
po nich proliny jest niskie. Trawienie łańcucha aminokwa-
sów w takich odległościach pozwala na tworzenie pepty-
dów o przybliżonej masie najlepiej rozpoznawalnej przez 
spektrometry typu MALDI. 

4.	 Może być wykorzystana w większości procedur laborato-
ryjnych, bardzo dobrze sprawdza się w trawieniu białek 
zarówno w roztworach, jak i w żelach. 

5.	 W przypadku spektrometrii masowej wykorzystującej ła-
dunki dodatnie, masa peptydu może być odzwierciedlona 
na spektrum, tylko wtedy, gdy przyłączony jest do niego 
proton. Ponieważ arginina i lizyna mają odczyn zasadowy, 
trawienie za tymi aminokwasami gwarantuje peptydowi 
posiadanie miejsca do przyłączenia protonu.

Trypsyna nie jest jednak jedynym enzymem wykorzystywa-
nym w analizie MALDI. Białka zasadowe z dużym praw-
dopodobieństwem zawierają w swoich łańcuchach wie-
le argininy i lizyny, a trypsyna trawi takie białka na krót-
kie łańcuchy peptydowe. Proteiny o kwaśnym odczynie pH  
z dużym prawdopodobieństwem zawierają w swoich łań-
cuchach wiele kwasów asparaginowych i glutaminowych, 
a znacznie mniej argininy i lizyny. Dlatego też tego typu biał-
ka mogą być trawione przez trypsynę na kilka bardzo długich 
peptydów. W takich przypadkach bardzo często stosuje się al-
ternatywne enzymy trawienne [1, 38], tj.:
•	 Lys-C − rozcinająca wiązania peptydowe przed lizyną, 
•	 	Asp-N − rozcinająca wiązania peptydowe za kwasem aspa-

raginowym, 
•	 	Glu-C − rozcinająca wiązania peptydowe za kwasem aspa-

raginowym lub glutaminowym, o ile nie występuje po nich 
prolina. 

Powyższe protazy są najczęściej stosowane w przypadkach, 
gdy pH analizowanych białek jest znane i zależy nam na więk-
szym pokryciu sekwencji białka na podstawie mas peptydów 
analizowanych na spektrum. W przypadku, gdy pH analizowa-
nej próbki nie jest znane, można zastosować dodatkowe endopep-
tydazy w eksperymencie weryfikującym rezultat identyfikacji 
z próbki, która została wcześniej poddana działaniu trypsyny. 
Powtórzenie eksperymentu z wykorzystaniem innych enzymów 
pozwala na potwierdzenie identyfikacji uznanych za poprawne  
w pierwszym eksperymencie oraz uwidocznienie poprawnych 
identyfikacji, które w istocie są fałszywe [38]. Takie podejście 
pozwala znacznie zwiększyć dokładność identyfikacji, jednak 
przez wzgląd na dodatkowy czas, potrzebny do powtórzenia 
analizy oraz wykorzystanie znacznie droższych w produkcji 
proteaz jest znacznie rzadziej stosowane [28]. 

Analiza spektrometrem masowym
Jak zostało już powiedziane w sekcji 2., spektrometry ma-
sowe typu MALDI są podstawowymi instrumentami stoso-
wanymi w identyfikacji białek metodą PMF. Najpierw prób-
ka składająca się ze skoncentrowanego roztworu peptydów 
jest łączona z materiałem mającym silne własności absorp-
cji światła, czyli z  tak zwaną matrycą. Za matrycę służą naj-
częściej: kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy lub kwas 
gentyzynowy, czyli 2,5-dihydroksybenzoesowy [39]. Próbki 
są łączone z matrycą z wykorzystaniem różnych rodzajów 
rozpuszczalników, np. acetonu lub kwasu trifluorooctowe-
go. Odpowiedni dobór rozpuszczalnika pozwala zwiększyć 
dokładność analizy [23]. Po wysuszeniu i całkowitym połą-
czeniu z matrycą próbka jest umieszczana w źródle jonizacji 
spektrometru, skąd cykliczne impulsy lasera wybijają cząst-
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ki matrycy [4]. Energia wiązki laserowej jest dobrana w ta-
ki sposób, żeby nie doprowadzać do fragmentacji molekuł  
z matrycy. 

Praktycznie wszystkie jony wybijane z matrycy mają dodatni 
ładunek (jeden przyłączony proton), co w efekcie czyni spektra 
MALDI bardzo łatwymi do  interpretacji. Najczęściej jonizacja 
w MALDI następuje poprzez przyłączenie protonu. Badania 
wskazują jednak, że w pewnych przypadkach jonizacja ujemna, 
czyli przyłączanie do cząstek elektronu, pozwala poprawnie zi-
dentyfikować białka, których nie udało się określić w standar-
dowym trybie [24]. Czas lotu molekuł w tubie próżniowej 
świadczy o ich masie, ponieważ lżejsze cząsteczki szybciej do-
latują do detektora masy. W celu zwiększenia dokładności po-
miaru masy cząsteczek, do urządzenia MALDI-TOF dołączono 
tzw. zwierciadło elektrostatyczne, które, po pierwsze, miało na 
celu zwiększenie dystansu przelotu molekuł, a po drugie, wy-
równanie prędkości molekuł mających jednakową masę, jednak 
dolatujących do detektora w nieco innym czasie [1]. 

Efektem uderzania molekuł w detektor masy jest powstające 
widmo, na którym oś pozioma określa stosunek masy do ładun-
ku molekuły (m/z), natomiast oś pionowa natężenie sygnału po-
szczególnych cząstek. Widmo masowe składa się jednak nie tyl-
ko z sygnałów odpowiadających peptydom zaobserwowanym 
w próbce, ale również jest tworzone przez różnego rodzaju szu-
my. Szumy mogą być skutkiem elektronicznych zakłóceń wyni-
kających z zanieczyszczenia próbki niepożądanymi substancja-
mi chemicznymi. Dlatego też uzyskanie ostatecznego wyniku 
eksperymentu, czyli listy mas peptydów, wiąże się z przepro-
wadzeniem obróbki wstępnej danych ze spektrometru. 
Przetworzenie danych jest procesem złożonym i nie będziemy 
w szczegółach opisywać kolejnych etapów. Warto jednak nad-
mienić, że do podstawowych kroków, mających na celu pozy-
skanie ze spektrum interesujących nas informacji, należą [1]:
1.	 Korekcja linii bazowej. 
2.	 Wygładzanie i redukcja szumów. 
3.	 Detekcja pików. 
4.	 Normalizacja intensywności sygnału. 
5.	 Kalibracja. 
6.	 Redukcja obwiedni izotopowej. 
7.	 Usunięcie niepożądanych pików. 

Po przeprowadzeniu wyżej wymienionych operacji jako efekt 
końcowy otrzymujemy tak zwaną listę pików, składającą się je-
dynie z mas molekuł zaobserwowanych w próbce oraz odpo-
wiadającemu im natężeniu sygnału. Oczywiście końcowy re-
zultat identyfikacji w dużym stopniu zależy od dokładności al-
gorytmów zastosowanych w  wyżej wymienionych krokach. 
Usprawnień powyższych etapów często dokonuje się w odnie-
sieniu do techniki MALDI i samego PMF [40]. 

W większości przypadków natężenia sygnału peptydów 
nie mają wpływu na dalsze kroki metody PMF, ponieważ sa-
me masy peptydów, będące efektem obróbki wstępnej da-
nych, stanowią na tym etapie unikatowy, masowy identyfi-
kator białka obecnego w próbce, czyli tzw. peptide mass fin-
gerprint. Należy przy tym pamiętać, że zbiór mas otrzyma-
ny dla danego spektrum nie musi pochodzić od jednego 
białka, ale może być skutkiem trawienia dwóch lub trzech 
różnych białek [2]. Mieszanina peptydów pochodzących  
z więcej niż jednego białka komplikuje zadanie identyfi-
kacji, jednak nie staje się ono niewykonalne. Metoda iden-
tyfikacji w schemacie PMF, nakierowana na identyfika-
cję bardziej złożonego zestawu peptydów w próbce, została 
zaprezentowana w [41]. W sytuacji złożonej zawartości próbki, 
na zasadzie włączeń i wyłączeń, brane są pod uwagę możli-
wości takiego doboru mas w niej zawartych, aby odpowia-
dały one pewnemu istniejącemu białku. Pozostałe masy zaś 
są traktowane jak zanieczyszczenie i nie są brane pod uwa-
gę przy obliczaniu prawdopodobieństwa dopasowania mas  
eksperymentalnych do mas proteiny z bazy danych. 

Istotny jest również fakt, iż masy nie wszystkich peptydów 
będących efektem trawienia białka zostaną odzwierciedlo-
ne w  eksperymencie. Przeważnie nie udaje się pozyskać mas 
z  więcej niż 20-50% peptydów budujących sekwencję poszu-
kiwanego białka [4]. Przyczyną takiego stanu rzeczy są po czę-
ści możliwości spektrometru i jego zakres mas, uniemożliwia-
jący zaobserwowanie mas peptydów znajdujących się powyżej, 
jak i poniżej pewnego progu. Takich mas jest jednak relatyw-
nie mało, a główną przyczynę niepełnego pokrycia sekwencji 
białka stanowi fakt, iż niektóre peptydy nie ulegają jonizacji. 
Ponieważ na spektrum mogą zostać zobrazowane tylko masy 
peptydów, które przyjęły ładunek protonu, wszystkie pozosta-
łe peptydy, nawet jeżeli stanowią sporą część próbki, nie zosta-
ną wykryte. Badania pokazują, że zdolność do jonizacji w pep-
tydach jest warunkowana przez obecność wybranych amino-
kwasów w ich łańcuchach [1]. 

Przeszukiwanie baz danych
Podstawowe dane uzyskane po eksperymencie spektrome-
trem masowym to lista mas peptydów zaobserwowanych  
w próbce. Dodatkowo, wiedząc, z jakiego proteomu biał-
ka badano, można również określić przynależność gatunko-
wą białek. Jeżeli białka były separowane za pomocą elektro-
forezy żelowej, to możemy także znać ich przybliżoną ma-
sę molekularną i dodatkowo punkt izoelektryczny. Obszar 
poszukiwania białek w bazie danych pasujących do białka  
z próbki eksperymentalnej może zatem zostać ograniczony na 
podstawie wyżej wymienionych parametrów [42]. 

Istnieje wiele baz danych poświęconych proteomice: prze-
chowujących trójwymiarową strukturę białek, ich szlaki meta-
boliczne, gromadzące dane o enzymach, substancjach toksycz-
nych czy białkach związanych z chorobami. Bazy danych wy-
korzystywane w schemacie PMF to bazy przechowujące pod-
stawowe, niezmodyfikowane sekwencje białek prostych, czyli 
protein. Pojęcie identyfikacji białek możemy zatem zamiennie 
używać z pojęciem identyfikacji protein, ponieważ masy eks-
perymentalne dopasowujemy do sekwencji białek prostych opi-
sanych w bazie danych. Wpisy w bazach danych dotyczące pro-
tein możemy pobrać najczęściej jako zwykły tekst lub w popu-
larnych formatach: XML lub FASTA. Każdy wpis zawiera wie-
le podstawowych informacji dotyczących wybranego białka 
(np. 25 różnych kategorii informacji zawartych w pojedynczym 
wpisie bazy UniProt [43]). Z punktu widzenia identyfikacji pro-
tein najważniejsze w tym wpisie są:
•	 	Unikatowy numer dostępowy proteiny, na podstawie któ-

rego można się odwoływać do wpisów pomiędzy różnymi 
bazami danych. 

•	 	Sekwencja aminokwasów proteiny. 
•	 	Masa molekularna proteiny. 
•	 	Punkt izoelektryczny proteiny. 
•	 Przynależność gatunkowa proteiny. 
•	 	Możliwe modyfikacje posttranslacyjne. 

Prawdopodobnie najbardziej znane źródło informacji  
o proteinach i ich funkcjach stanowi baza danych UniProt 
(Universal Protein Resource) [44]. Utworzenie bazy danych 
było efektem współpracy trzech instytucji: Europejskiego 
Instytutu Bioinformatyki (European Bioinformatics Institute, 
EBI) [45], Szwajcarskiego Instytutu Bioinformatyki (Swiss 
Institute of Bioinformatics, SIB) [46] oraz instytucji Protein 
Information Resource (PIR) [47, 48]. Uni-Prot składa się  
z dwóch głównych baz danych: Swiss-Prot i TrEMBL. 

Pierwsza z nich (Swiss-Prot) jest uzupełniana i weryfiko-
wana manualnie, w ramach rygorystycznych zasad zapew-
niających jasność, poprawność i autentyczność wpisów doda-
wanych do bazy. Swiss-Prot jest zatem najmniej redundant-
ną ze wszystkich baz, składającą się tylko wpisów podlega-
jących złożonemu procesowi weryfikacji. Przez wzgląd na 
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czasochłonną weryfikację jest również bazą danych, składa-
jącą się z najmniejszej ilości wpisów, co jest jednak w peł-
ni rekompensowane przez ich jakość i wiarygodność [49].   
5 kwietnia 2011 r. baza składała się z 526 969 wpisów dotyczą-
cych sekwencji protein [50].

Druga z baz wchodzących w skład Uni-Prot to TrEMBL. 
W  odróżnieniu od Swiss-Prota nie podlega ona manualnej 
korekcie, a wszystkie jej wpisy są dodawane automatycznie. 
W  konsekwencji TrEMBL zawiera wiele redundantnych infor-
macji o proteinach, co jest jednak uzupełnione przez ich bardzo 
bogatą charakteryzację oraz uwzględnienie w spisie protein 
dopiero co odkrytych. Baza danych TrEMBL zawiera zarówno 
dane, które po weryfikacji zostaną przeniesione do bazy Swiss-
Prot, jak i np. informacje o sekwencjach, co do których ekspery-
mentalnie potwierdzono, iż nie kodują one żadnych białek [49]. 
Na 5 kwietnia 20011 r. baza składała się z 14 555 721 wpisów do-
tyczących sekwencji protein [51].

Inną, bardzo bogatą bazę stanowi baza danych protein two-
rzona przez Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej 
(National Center for Biotechnology Information, NCBI) [52, 53]. 
Zrzesza ona w sobie dane proteomiczne z baz tj.: PIR, Swiss-
Prot, Protein Research Foundation (PRF) [54], Protein Data Bank 
(PDB) [55], a także uwzględnia transkrypcje z sekwencji kodu-
jących opisanych w GenBank [56], RefSeq [57] oraz Third Party 
Annotation (TPA) Sequence [58], Europejskiego Laboratorium 
Biologii Molekularnej (European Molecular Biology Laboratory, 
EMBL) [59] oraz Banku Danych DNA Japonii (DNA Data Bank 
of Japan, DDBJ) [60]. Baza gwarantuje odrębność wszystkich 
wpisów na poziome sekwencji białek. Przeszukiwanie bazy 
jest możliwe dzięki specjalnie zaprogramowanemu interfejso-
wi Entrez [61] do przeszukiwania połączonych zasobów odręb-
nych baz danych. 

Trzecią, bardzo znaną bazą danych jest International Protein 
Index (IPI) [62]. IPI opisuje proteomy organizmów eukariotycz-
nych wyższego rzędu przy wykorzystaniu zasobów takich baz, 
jak: Swiss-Prot, TrEMBL, RefSeq, Ensembl [63], The Arabidopsis 
Information Resource (TAIR) [64], H- Invitational Database 
(H-InvDB) [65] oraz The Vertebrate Genome Annotation (VEGA) 

[66]. Baza IPI jest nakierowania na dostarczanie maksymal-
nie kompletnych zbiorów protein dla kluczowych organizmów, 
przy zapewnieniu minimalnej redundancji wpisów [67]. 

Dobór odpowiedniej bazy danych zależy przede wszyst-
kim od informacji, jaką chcemy na temat danej zidentyfikowa-
nej proteiny uzyskać, oraz od tego, jak bardzo wiarygodnych 
informacji poszukujemy [68]. Jeżeli żadne z białek zawartych  
w próbce nie zostało zidentyfikowane z dostatecznym praw-
dopodobieństwem przy wykorzystaniu najmniej redundant-
nej bazy danych, to warto rozszerzyć zakres poszukiwań na 
bazy danych zawierające redundantne, ale najnowsze informa-
cje. Jeżeli nawet na podstawie adnotacji o ostatnio opisanych  
białkach wiarygodność identyfikacji pozostawia wiele do ży-
czenia, to może się okazać, iż badane białko nie zostało jeszcze  
w żadnej bazie opisane. Ponieważ schemat identyfikacji PMF 
pozwala identyfikować tylko białka o opisanych sekwen-
cjach, w takim wypadku należy zastosować inną metodę, która  
pozwoli na poznanie sekwencji takiego białka od podstaw. 
Można do takiego celu zastosować degradację Edmana lub 
przeprowadzić eksperyment identyfikacji sekwencji białka 
spektrometrem tandemowym z wykorzystaniem algorytmu 
de novo [69].

Podsumowanie

W dzisiejszych czasach wprowadzane są coraz nowsze i bar-
dziej dokładne metody identyfikacji, wykorzystujące spektro-
metry tandemowe i skomplikowane algorytmy budowania se-
kwencji aminokwasów. Chociaż widma masowe tandemowych 
spektrometrów są niezwykle dokładne i dają informację bez-
pośrednio o fragmentach sekwencji identyfikowanego biał-

ka, to wciąż powszechnie wykorzystuje się identyfikację meto-
dą PMF. Spektrometry tandemowe przez wzgląd na swoją cenę 
oraz koszta przeprowadzania pojedynczej analizy nie wypar-
ły z rynku wciąż powszechnie używanych spektrometrów ty-
pu MALDI. Przeprowadzenie analizy MALDI, na której opiera 
się protokół PMF, wymaga znacznie mniejszego nakładu pra-
cy, kosztów i czasu niż przeprowadzenie analizy spektrome-
trem tandemowym. Identyfikacja opiera się zatem najczęściej 
na ponawianiu eksperymentu z wykorzystaniem bardziej do-
kładnych metod (spektrometry tandemowe i sekwencjonowa-
nie) głównie wtedy, gdy metoda PMF dała wątpliwy rezultat 
o małej istotności lub gdy chcemy ten rezultat potwierdzić [70]. 

Znajomość właściwości kolejnych etapów schematu PMF 
oraz wprowadzenie weń pewnych prostych modyfikacji, 
umożliwia w łatwy sposób nakierowanie techniki na iden-
tyfikację tylko wybranych typów protein. Przykładem mo-
gą być fosfoproteidy, proteiny będące efektem alternatyw-
nego splicingu [71] czy też mające dużą masę molekularną 
[28]. Metoda PMF jest używana nie tylko do identyfikowa-
nia kilku wybranych białek, ale za pomocą rozbudowane-
go oprogramowania można wykorzystać ją do identyfikacji 
pełnych kompleksów białek separowanych za pomocą żeli  
i chromatografii cieczowej [72, 73]. 

Przez wzgląd na powszechność identyfikacji metodą 
PMF w przyszłości możemy spodziewać się dalszych ulep-
szeń techniki, zarówno na etapach przygotowania próbki, jak 
i  rozwijania metod matematycznych, związanych z poszu-
kiwaniem białka z bazy danych odpowiadającemu wyniko-
wi eksperymentu. Technika PMF sama w sobie może także  
z powodzeniem stanowić wsparcie czy też ulepszenie bardziej 
zaawansowanych metod identyfikacji. n
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