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ÚVODEM
Vážení přátelé,

vítáme Vás ve třetím čísle již 30. ročníku našeho Bio- 
prospectu, které dostáváte trochu opožděně. Důvodem 
jsou komplikace zaviněné koronavirovou aférou, kte-
rá se zdála být skoro za námi, ale virus zaútočil znovu  
ve druhé vlně silnější intensitou. Přes všechna opatře-
ní, která směřují k omezení šíření viru, označovaného  
COVID-19, se zdá, že průlom v zastavení viru může zá-
sadně ovlivnit pouze efektivní vakcinace.

Pozitivním jevem je, že farmaceutický průmysl má 
rozsáhlé zkušenosti s přípravou různých typů vakcín. 
Z nich asi 80 % připadá na lidské vakcíny a zbývajících 
20 % jsou vakcíny veterinární. Z lidských vakcín zhru-
ba 90 % tvoří vakcíny profylaktické (různé typy „očko-
vání“) a jen asi 10 % připadá na vakcíny terapeutické. 
RNA a DNA vakcíny lze realizovat s menšími provoz- 
ními náklady než vakcíny, jejichž příprava je založena  
na mikrobiální či buněčné kultivaci, a tudíž jsou i ceno-
vě výhodnější.

Pandemie COVID-19 iniciovala velký zájem o vývoj 
vakcín. Podle Světové zdravotnické organizace (WHO – 
– World Health Organization) existuje v současnosti1 
více jak 125 projektů přípravy vakcíny, přičemž 15 z nich 
je již v klinických zkouškách ve fázi 1 a 2 a dokonce ně-
které již vstoupily do klinické fáze 3. Zdá se být reálné, 
že začátkem příštího roku by mohly být některé klinicky 
ověřené, vakcíny k disposici v širším měřítku.

Koronaviry jsou jednovláknové RNA viry s pozitivní 
polaritou. Jejich název je odvozen od charakteristic- 
kého uspořádání povrchových struktur lipidového oba-
lu ve tvaru sluneční koróny. Dosahují velikosti kolem 
120 nanometrů. Jejich genom obsahuje 30 tisíc bází, 
což je nejvíce mezi známými RNA viry s nesegmentova-
ným genomem.

První koronavirus byl prokázán u kuřat v roce 1930. 
Později byly coronaviry prokázány u netopýrů, velblou-
dů, koček, ptáků a jiných zvířat. Tento jev se označu-
je jako „cross -species transmission“ nebo „spillover“.  

Viry, které infikují jeden druh, mutují a získávají schop-
nost infikovat jiný druh. První infikování člověka koro- 
navirem bylo zřetelně prokázáno v r. 1960. Uvádí se, 
že asi 10 – 15 % běžných zimních nachlazení způsobují 
koronaviry 229E, OC43, NL63 a HKU1. První viry proká-
zané při běžných nachlazeních byly právě 229E a 0C43. 
První koronavirus, který způsoboval vážné onemocnění, 
byl SARS -CoV (severe acute respiratory syndrom ko-
ronavirus). SARS -CoV byl detekován v listopadu 2002. 
Jeho genom byl identifikován Canada’s National Micro-
biology Laboratory. SARS v mnoha směrech vykazuje 
podobnost s COVID-19. V období 2002 – 2014 zemřelo 
774 lidí. Po 10 letech, tedy v r. 2012, byl identifikován 
coronavirus MERS -CoV, jehož název (MERS) je odvozen 
od místa prvého výskytu v Saudské Arabii (Middle East 
respiratory syndrom). MERS se dále rozšířil v Jižní Koreji 
(2015) a opět v Saudské Arabii (2018). Nabízí se otázka 
proč SARS -CoV nebo MERS -CoV nevyvolaly pandemii. 
Šíření nemoci bylo závislé na přímém kontaktu a mnozí 
lidé nevykazovali vůbec žádné symptony.

Nový coronavirus SARS -CoV-2 byl objeven u nemoc-
ných pneumonií ve Wu -chanu v Čínské lidové republice 
a má blízký vztah k SARS -CoV. Geneticky patří k rodu 
Betacoronavirus, podrodu Sarbecovirus. WHO ozna-
čilo šíření COVIDu-19 jako pandemii 11. března 2020 
vzhledem k překotnému růstu případů onemocnění 
v Itálii, Iránu, Jižní Koreji a Japonsku. Vývoj pandemie 
lze sledovat na webu WHO. K 6. 10. 2020 bylo potvr-
zeno 35 347 404 onemocnění a 1 039 406 zemřelých2. 
Věřme, že pandemii se podaří pomocí vhodných opat-
ření a spolupráce všech občanů při jejich dodržování 
zvládnout.

Přejeme Vám, aby se Vám onemocnění vyhnulo a pro-
žili jste klidné dny. Doufáme, že se potěšíte přečtením 
článků, které jsme pro Vás v tomto čísle připravili.

Se srdečnými pozdravy
Vaši

Jan Káš a Petra Lipovová

Literatura:
1.  International Biopharm, Vo. 33, No. 8, p. 16 (www.biopharminternational.com)
2.  https://covid19.who.int/?gclid= 

=CjwKCAjwzvX7BRAeEiwAsXExoyeIi1PqdcYRwg36hEW3j5Cs0jLeQcmxEktla4jm7u_PjvSnyMFjrxoChC0QAvD_BwE
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Úvod
Alzheimerova demence (AD) je chronické degene-

rativní mozkové onemocnění, které lze definovat jako 
poruchu kognitivních funkcí1-3 s dobře definovanými 
patofyziologickými mechanismy postihující střední 
temporální lalok a asociativní neokortikální struktury3.

Existuje familiární a sporadická forma tohoto one-
mocnění. Klinicky tyto dvě formy nejsou odlišitelné, 
ale na rozdíl od sporadické, familiární AD je autoso-
málně dominantní dědičné onemocnění, které tvoří 
asi 5 % všech případů AD. Jedná se o mutace v genech 
APP, PSEN1 a PSEN2, jež způsobují zvýšenou produkci 
toxického amyloidu beta Aβ42 a/nebo změnu poměru 
Aβ42 k Aβ40 s následnou tvorbou amyloidních plaků4. 
Forma Aβ40 je dobře rozpustná ve vodě a představuje 
za normálních podmínek přibližně 90 % veškerého Aβ 
produkovaného buňkou. Hydrofobní Aβ42 tvoří pouze 
asi 10 % vylučovaného peptidu, ovšem u pacientů s AD 
představuje dominantní formu tvořící amyloidové pla-
ky. Přítomnost plaků vede k aktivaci mikroglií a astrocy-
tů, uvolnění cytokinů a vyvolání lokální zánětlivé odpo-
vědi5, 6. Tyto události pak mají za následek vznik oxidač-
ního stresu či narušení iontové homeostázy (například 
Ca2+)7. Narušením kinázové a fosfatázové aktivity ná-
sledně dochází k hyperfosforylaci proteinu tau, který se 
formuje do nerozpustných párových helikálních vláken 
a vytváří neurofibrilární klubka, jež jsou významným pa-
tologickým znakem AD8.

Příznaky onemocnění
V dnešní době v rozvinutých zemích přibližně 1 z 10 

osob nad 60 let trpí jednou z forem demence včet-
ně AD, přičemž třetina z nich je ve věku nad 80 let9. 
Vzhledem k věkové kategorii většiny postižených se 
některé příznaky AD mohou plést s typickými věkový-
mi kognitivními změnami2. Nicméně existují případy 
s asymptomatickým průběhem v počátečním stadiu 
onemocnění. Nejběžnějším časným příznakem AD je 
obtížné zapamatování si nově naučených informací, 
protože vyvolané změny obvykle začínají v části mozku 
zvané hippocampus, která ovlivňuje schopnost učení10. 
Jak AD postupuje mozkem, vede ke stále závažnějším 
příznakům včetně dezorientace, změn nálady a chová-
ní, prohlubování zmatku o událostech, čase a místě, 
nepodložených podezření týkajících se rodiny a přátel, 
vážnější ztráty paměti a změn chování, potíží s mluve-
ním, polykáním a chůzí. Na základě výskytu typických 
symptomů lze průběh AD rozdělit do tří fází: časné fáze 
(mild stage), mírné fáze (moderate stage) a pozdní 
fáze (late stage)11. Z neuropatologického hlediska má 
AD buď typický, nebo atypický průběh, což je způso-
beno rozmístěním neurofibrilárních klubek a senilních 
plaků v mozku. Při typickém průběhu AD je postupná 
atrofie hipokampu způsobena hromaděním neurofibri-
lárních klubek a plaků12. Stupeň atrofie hipokampu je 
považován za biomarker progrese AD pro předpověď 
kognitivních poruch13. Existují však tzv. atypické případy 
onemocnění. Mezi takové patří hipokampus šetřící AD 
(Hippocampal Sparing, HpSp) a limbický predominant-
ní AD (Limbic Predominant, LP)12. HpSp je charakteri-

zován disproporcionací kortikálních amyloidních plaků 
a vůči zátěži amyloidními plaky relativně chráněným 
hipokampem. LP typ je charakterizován disproporcio-
nací amyloidních plaků v hipokampu14 a nepřítomností 
nebo malým počtem kortikálních plaků15.

Diagnostika
Kognitivní testy

Kognitivní testy jsou určeny k odhalení počátečního 
stádia demence a jsou široce využívány v klinické me-
dicíně. Ideální kognitivní test by měl být krátký, jedno-
duchý ve vyhodnocení, psychometricky robustní a po-
krývající široké spektrum kognitivních domén. Jedním 
z nejvíce uznávaných a široce využívaných kognitiv-
ních testů je krátký test kognitivních schopností (Mini-
-Mental State Examination, MMSE). MMSE trvá zhruba 
10 minut a je rozdělen do několika částí. Každá část 
testu je formulována tak, aby zapojila různé kognitivní 
schopnosti pacienta. V testu se pacientovi kladou růz-
né otázky, například na dnešní datum, čas a místo, kde 
se pacient v tento okamžik nachází atd. Součástí testu 
jsou také různorodá zadání, jako je například napsat 
smysluplnou větu nebo splnit nějaký jednoduchý úkol 
napsaný na papíru16.

Přestože MMSE je nejvíc užívaným kognitivním tes-
tem, jeho efektivita je řadu let diskutována v mno-
ha studiích. Mitchell ve své metaanalýze z roku 2009 
(ref.17) předpokládá, že MMSE má velmi limitovanou 
schopnost rozlišit pacienty s mírnou kognitivní poru-
chou (MCI) od zdravých jedinců. Nedávná metaanalý-
za z roku 2019, zabývající se hledáním vhodných krát-
kých a dlouhých testů pro nejefektivnější odhalení MCI 
a AD, ohodnotila psychometrické schopnosti souboru 
z 38 testů, zmíněných v předešlých studiích. Tato práce 
ukázala, že mezi nejvhodnější krátké (doba trvání tes-
tu do 5 minut) kognitivní testy patří rychlý test mírné 
kognitivní poruchy (Quick Mild Cognitive Impairment 
screen, Qmci) a fototest pro pacienty s MCI, a Alzhei-
merův rychlý test (Alzheimer’s Quick Test, AQT), test  
na zapamatování obrázků (Scenery Picture Memory 
Test, SPMT) a test kognitivních poruch (Memory Impair-
ment Screen, MIS) pro pacienty s AD. Mezi dlouhé testy 
(doba trvání testu od 6 do 20 minut) patří MES test 
(Memory and Executive Screening, MES) pro pacien-
ty s MCI a AD, a Montrealský kognitivní test (Montreal 
Cognitive Assessment, MoCA) pro pacienty s AD18.

Dalším testem kognitivních schopností je test hodin. 
Během tohoto testu musí pacient pomocí tužky a pa-
píru nakreslit hodiny ukazující určitý čas. Pacientovi je 
také zadán příklad hodin, které musí nakreslit. Tento 
test zahrnuje široké spektrum kognitivních schopností, 
například koncentraci, paměť, abstraktní myšlení a plá-
nování19.

V tuto chvíli se neustále připravují, zkouší a hodno-
tí nové kognitivní testy a vylepšené verze již existují-
cích kognitivních testů, jejichž úkolem zůstává rychlé  
a jednoduché rozlišení osob, trpících MCI a demen-
cí od zdravých jedinců s pokrytím co největší oblasti  
kognitivních funkcí.

ODBORNÉ ČLÁNKY

METODY DIAGNOSTIKY ALZHEIMEROVY CHOROBY
Anton Viskin, Tatiana Smirnova
Ústav biochemie a mikrobiologie, Fakulta potravinářské a biochemické technologie, Vysoká škola chemicko
technologická v Praze; smirnovt@vscht.cz
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Neurozobrazovací techniky
Po provedení kognitivních testů je klíčovým krokem 

pro stanovení diagnózy AD včasná diagnostika neuro-
zobrazovacími metodami, zejména pomocí magnetic-
ké rezonance (MR), výpočetní tomografie (CT), a po- 
zitronové emisní tomografie (PET)20. Metoda MR je 
jedna z nejrozšířenějších neurozobrazovacích technik 
a umožňuje detekovat lokální mozkovou atrofii, léze 
bílé mozkové hmoty, mozkový infarkt nebo nádo-
ry21. U pacientů s AD je pozorováno zmenšení celého  
mozku a především vnitřních struktur spánkového la-
loku7, 22.

Další hojně používanou neurozobrazovací metodou 
je CT. CT (dříve známá jako počítačová axiální tomo-
grafie nebo CAT) je lékařský zobrazovací postup, který 
využívá počítačově zpracované kombinace mnoha rent-
genových snímků pořízených z různých úhlů k vytvoře-
ní obrázku průřezu konkrétních oblastí skenovaného 
objektu. Před lety bylo CT použito k pozorování atro-
fie mediálního temporálního regionu, ale není snadné  
najít nedávné studie o CT jako zdroji diagnózy AD.  
Varghese a kol.23 potvrzují, že CT se nepoužívá jako 
standardní technika pro včasnou diagnostiku AD. Může 
to být proto, že jiné metody prokázaly větší přesnost, 
lepší manipulovatelnost s přístrojem, a také proto, že 
CT je schopna prokázat pouze pozdní změny u AD24.

Za nejpokročilejší neurozobrazovací metodu se pova-
žuje PET. Tato metoda je založena na využití radionukli-
dem značené molekuly podávané pacientovi a násled-
ném sledování její biodistribuce. U lidí postížených AD 
je sledován mozkový hypometabolismus glukosy s vyu-
žitím 18 F značené fluordeoxyglukosy25. Tento glukoso-
vý deficit se postupně zvýrazňuje s průběhem nemoci. 
Navíc oblasti mozku, ve kterých je pozorován hypome-
tabolismus, jsou anatomicky a funkčně propojené s ob-
lastmi, kde se u nemocných ukládá Aβ, což umožnuje 
využití PET k zobrazení amyloidu. K označení amyloidů 
byly vyvinuty dvě radionuklidově značené molekuly – 11C 
značený PIB (N -methyl-[11C]2-(4’-metylaminofenyl)-6-
-hydroxybenzothiazol) a 18 F značený FDDNP ([18 F] 
1,1-dikyano-2-[6-(dimetylamino)-2-naftalenyl]propen). 
Bylo prokázáno, že u lidí s AD dochází k retenci těchto 
molekul v oblastech mozku, o kterých je známo, že ob-
sahují velké množství amyloidu20,26.

Biomarkery
Tradiční studie změřené na odhalení a vysvětlení pa-

tologických mechanismů různých neurodegenerativ-
ních chorob, včetně AD, využívají cílený přístup, kdy cíle 
jsou často určeny na bázi nějaké hypotézy vzniku stu-
dovaného onemocnění. Podobný přístup už dávno pro-
kázal svoji prospěšnost skrze objevení klíčových faktorů 
patologických mechanismů. Biomarkery z tělesných 
tekutin mají rozhodující roli pro diagnostiku AD27. V pří-
padě mozkových poruch je nejrozšířenějším zdrojem 
pro analýzu biomarkerů mozkomíšní mok (CSF), kde 
mezi nejznámější indikátory onemocnění patří amy-
loid beta (hrající hlavní roli v tvorbě mozkových plaků), 
protein tau (vyskytující se v neurofibrilárních klubkách), 
apoE jako nejdůležitější genetický rizikový faktor AD 
a další. CSF je výhodným zdrojem informací díky své-
mu těsnému spojení s parenchymem, kde jsou mozko-
vé proteiny vylučovány z extracelulárního prostoru pří-
mo do moku. Nicméně odběr vzorků CSF je invaziv-
nější a dražší metodou, proto v současné době mnoho  
vědeckých studií využívá dostupnějších a levnějších 
materiálů pro jednodušší diagnostické vyhodnocení  
pacientů s kognitivními poruchami, například krevní 

plasmu nebo sérum27. Cirkulující krev, a tedy i plazma, 
je však od mozku oddělena hematoencefalickou ba-
riérou (BBB), která omezuje difúzi mikroskopických 
patogenů (např. bakterií) a velkých nebo hydrofilních 
molekul do mozkomíšního moku. Pouze malé lipofil-
ní molekuly mohou snadněji přecházet do krve spolu 
s aktivně transportovanými specifickými molekulami. 
To znamená, že nejrelevantnější markery (tj. ty, které 
odrážejí to, co se děje v mozku), budou v plazmě mini-
málně, alespoň u zdravých osob1, 28.

Existuje také výzkum, který naznačuje, že vaskulární 
dysregulace včetně dysfunkce BBB může být jedním 
z prvních markerů patologie, které nakonec vedou 
k diagnóze AD. Například Iturria Medina a kol.29 se sna-
žili charakterizovat časové uspořádání faktorů souvise-
jících s případným vznikem AD, včetně depozice Aβ, 
metabolismu glukosy, průtoku krve mozkem, aktivity 
neuronů v klidovém stavu pomocí MR, vlastností tká-
ně (strukturní MR), výkon neuropsychologických testů 
a hladiny periferních proteinů (v CSF a plazmě). Tito 
badatelé zjistili, že vaskulární dysregulace v mozku byla 
nejčasnějším markerem patologických příhod, následo-
vaná špatným výkonem paměťového testu vedoucího 
k AD, což naznačuje, že dysfunkce hematoencefalické 
bariéry může být důležitým faktorem počínající neu-
rodegenerace5.

Proteomické studie
Proteomické studie na různých modelech AD posky-

tují cenné poznatky o molekulárním základu této po-
ruchy. Z proteomického hlediska má progrese tohoto 
onemocnění dopad na řadu buněčných procesů, jako 
je výroba energie, buněčná struktura, signální trans- 
dukce, synaptická funkce, mitochondriální funkce  
a další. Každá z těchto buněčných funkcí přispívá k udr-
žení buněčné homeostaze a dysregulace jedné nebo 
více z nich by mohla přispět k patologii a klinickému 
projevu AD30, 31.

Většina výzkumů zkoumajících mozkovou tkáň je za-
měřena na určení proteomických změn mezi skupinou 
nemocných AD a kontrolní skupinou zdravých jedinců 
(bez kognitivních poruch) v rámci jedné věkové kate-
gorie30. Studie z univerzity v Emory v USA, zabývající se 
hlubokou proteomickou analýzou vzorků mozkové tká-
ně získaných od nemocných AD a asymptomatického 
(také preklinického) AD, se pokusila zjistit, jak se pro-
teinové složení v mozku těchto dvou skupin pacientů 
liší. Pomocí isobarické tandemové hmotnostní značky 
a prefrakcionaci se ve zmíněné studii podařilo odhalit 
350 proteinů, jejichž množství se liší u skupiny lidí s AD 
a asymptomatickým AD, přičemž rozdíly v koncentra-
cích nalezených proteinů není závislé na změně popu-
lace konkrétních typů buněk v mozku, což by mohlo 
zobrazovat biochemické změny způsobující kognitivní 
poruchy. Navíc se v této studii podařilo odhalit alter-
nace v procesu splicingu RNA a identifikovat některé 
alternativní isoformy proteinů, které mohou mít vliv  
na rozvoj kognitivní dysfunkce u lidí s preklinickým 
AD32. Jiná proteomická studie se zaměřila na specifický 
protein – ApoE – a rozdíly v jeho koncentracích v moz-
ku u pacientů s AD. Ve výsledku se podařilo odhalit 
skupinu proteinů, které se spolu s ApoE podílejí na pro-
cesech ovlivňujících mozkový metabolismus, zánětlivé 
procesy a cerebrální vaskulitidu30, 32. Stojí za zmínku,  
že při porovnání různých proteomických studií je dů-
ležité si uvědomit, že každá studie využívá určitý způ-
sob lýze proteinů ze vzorku mozkové tkáně. Následkem 
srovnání studií s různými metodikami proteinové lýze 
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může být nehomogenita dat, protože při využití od-
lišných metod dostaneme lišící se populace proteinů.  
Nicméně využití různorodých metod nám dává mož-
nost zvětšení rozsahu znalostí o molekulárních změ-
nách při AD30.

Proteomické výzkumy, využívající tělní tekutiny jako 
analyzovaný materiál, jsou často zaměřeny na hledání 
potenciálních biomarkerů schopných poskytovat vyčer-
pávající informace pro diagnostiku a sledování vývoje 
neurodegenerativních onemocnění. Jako odběrový ma-
teriál pro analýzu se ve velkém množství výzkumů vyu-
žívá mozkomíšní mok. Mezi již známé biomarkery AD 
v mozkomíšním moku patří s mikrotubuly asociovaný 
protein tau (MAPT) a astroprotein33. Ve studie Sierra -Rio 
a kol.34 byla úroveň MAPT v mozkomíšním moku 2,4x 
zvýšená u lidí s AD v porovnání s kognitivně zdravými je-
dinci. Zvýšená produkce astroproteinu jako známka as-
trocytosy je detekována při řadě neurodegenerativních 
chorob – AD, demence s Lewiho tělísky a frontotempo-
rální demence33. Proteomická studie z roku 2019 identi-
fikovala několik proteinů s podstatně sníženou produkcí 
včetně MAPT a astroproteinu, které jsou součástí proce-
su mozkové degenerace. Mezi odhalené proteiny patří 
β-2-mikroglobulin (B2M), astrocytový neurotrofický fak-
tor (MANF) a γ -řetězec HLA antigenu, také známý jako 
CD7435. Dalším potenciálním biomarkerem AD je den-
dritický protein neurogranin, který je součástí procesu 
dlouhodobé potenciace. Podle studií Kvartsbergu z roku 
2015 tento protein byl u lidí s MCI ve vyšší koncentra-
ci v porovnání se skupinou zdravých jedinců36. Neuro-
granin má potenciál specifického biomarkeru pro AD, 
protože jeho zvýšená produkce nebyla zatím nalezena 
u žádných jiných neurodegenerativních chorob37.

Změny v plazmatických bílkovinách, metabolitech 
nebo dokonce v miRNA mohou odrážet buď již známé 
mechanismy patologie AD, včetně smrti neuronových 
buněk, zánětu (produkce a sekrece cytokinů a che-
mokinů), oxidačních mechanismů a aktivace kaskád 
komplementu nebo by mohla poskytnout užitečné 
poznatky o nových cestách podílejících se na etiologii 
onemocnění. Mezi nadějné kandidáty na roli krevního 
biomarkeru AD patří lehký neurofilament (NfL)38. Kon-

centrace NfL v séru a krevní plazmě má pevnou korela-
ci s koncentrací této látky v mozkomíšním moku a má 
vyšší koncentraci u lidí jak se sporadickou, tak i fami- 
liární formou AD. Nicméně podobnou tendenci má 
koncentrace NfL i u několika dalších neurodegenerativ-
ních chorob38, 39.

Hmotnostní spektrometrie
Pro hledání biomarkerů jsou široce využívány tech-

niky hmotnostní spektrometrie (MS). MS je zavedený 
nástroj pro měření různých analytů v biologických teku-
tinách pro hledání potencionálních biomarkerů. Napří-
klad Li a kol.40 pozorovali rozdíly v plazmatické hladině 
tryptofanu, dihydrosfingosinu, fytosfingosinu a hexade-
kasfinganinu, ve srovnání s kontrolami. Tyto výsledky 
naznačily poruchy metabolismu lecitinu, metabolismu 
aminokyselin a metabolismu fosfolipidů u onemocně-
ní AD, které mohou být důležité pro klinickou diagnos-
tiku a léčbu. Studie ukazuje, že k diagnostice AD lze 
použít metabonomiku založenou na UPLC/MS a mož-
ná jednoduchým a ekonomickým způsobem sledovat 
onemocnění a terapeutický postup.

MS je velmi často spojena s plynovou nebo kapali-
novou chromatografií, aby provedla další separaci mo-
lekul před analýzou41. Jeho hlavní výhodou je vysoká 
selektivita, a proto je také preferována jako referenční 
metoda pro imunotesty42.

Závěr
Důležitým krokem k léčbě, nebo alespoň ke zpo-

malení průběhu onemocnění, je včasná a přesná dia-
gnostika raných stádií AD. V posledních letech výzkum  
demence u starších lidí značně pokročil, avšak stále 
je příliš omezený. Další výzkum, který by byl schopný 
zlepšit diagnostická kritéria pro tuto kohortu je velmi 
potřebný, a to nejen k zjištění přesné diagnózy, ale také 
pro zlepšení kvality života postižených osob.
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Souhrn
Viskin A., Smirnova T.: Metody diagnostiky alzheimerovy choroby
Alzheimerova choroba je chronické neurodegenerativní onemocnění a je nejčastější příčinou demence ve světě. Rizikovou skupinou 
tohoto onemocnění jsou lidé ve věku nad 60 let, přičemž ne vždy má počáteční stadium onemocnění jasně zřetelné příznaky. Z tohoto 
důvodu je stále důležitým krokem k léčbě, nebo alespoň k zpomalení průběhu onemocnění, včasná a přesná diagnostika.
Klíčová slova: Alzheimerova choroba, diagnostické metody, mozkomíšní mok, krevní plasma, krevní sérum proteomika

Summary
Viskin A., Smirnova T.: Diagnostics methods of alzheimer disease
Alzheimer’s disease is a chronic neurodegenerative disease and is the most common cause of dementia in the world. People at the age 
of 60 are a risk group for this disease, and the initial stage of the disease does not always have clear symptoms. For this reason, early 
and accurate diagnosis is still an important step to treat, or at least slow down the course of the disease.
Keywords: Alzheimer’s disease, diagnostic methods, cerebrospinal fluid, blood plasma, blood serum, proteomics
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Úvod
Jedním z největších celosvětových problémů je falšo-

vání potravin, které se může projevit buď sníženou kva-
litou potraviny nebo v horším případě ohrožení zdraví 
spotřebitelů. Právě maso a masné výrobky jsou nejvíce 
falšované potraviny. Celosvětově je nejčastěji konzumo-
vané rybí maso, které má spotřebu kolem 20 kilogramů 
na osobu ročně. V České republice je to 5,5 kilogramu, 
ale spotřeba rybího masa má u nás vzrůstající tendenci.

Falšování masa je zjišťováno různými analytickými 
metodami. Jednou skupinou jsou elektroforetické me-
tody, například polyakrylamidová gelová elektroforéza 
za přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS -PAGE) 
nebo isoelektrická fokusace (IEF). Dalšími metoda-
mi jsou metody imunologické, konkrétně se používá  
ELISA a dále je možné využít i chromatografické me- 
tody (HPLC) a metody hmotnostní spektrometrie.

Chemické složení rybího masa
Obecně je maso složeno především z vody, protei-

nů a lipidů. Právě tyto složky představují velké rozdíly  
ve vlastnostech masa1(Mlček, 2010 #1). Kromě těchto složek 
rybí maso obsahuje i minoritní složky, především sa-
charidy a minerály.

V rybím mase se pohybuje obsah vody mezi  
70 – 80 %. Obsah vody úzce souvisí s obsahem tuku. 
Ryby s nízkým obsahem tuku mají vysoké zastoupení 
vody v mase (až 80 %), naopak ryby, které si do sva-
lů ukládají větší množství tuku, obsahují nižší procen- 
tuální zastoupení vody (cca 70 %)2. Na obsah vody 
v mase má vliv více faktorů, například zvýšení obsahu 
vody může způsobit vyčerpání živin během pohlavního 
zrání či hladovění. U chovaných ryb můžeme pozorovat 
nižší obsah vody ve svalech než u volně žijících jedin-
ců a zdá se, že právě nižší obsah vody zlepšuje jejich 
nutriční hodnotu3.
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Obvyklé rozmezí obsahu lipidů se pohybuje mezi  
1 – 10 %4. Rozdíly v procentuálním zastoupení lipidů 
u jednotlivých jedinců jsou velmi velké, u vyhladově-
lých ryb může být pouze 0,5 % lipidů oproti až 20 % 
u některých velmi dobře krmených ryb2. Zastoupení 
lipidů u ryb může být velmi odlišné i u jednoho je-
dince v průběhu roku. Například obsah tuku u makrely  
se obsahuje od 4 % na jaře až do 20 % na podzim.  
Lipidový profil rybího masa je charakteristický přítom-
ností triacylglycerolů, ostatními neutrálními lipidy (stero-
ly a vosky) a polárními fosfolipidy. Ryby, které mají nízký 
obsah tuku, obsahují především fosfolipidy, kdežto tri-
acylglyceroly jsou u ryb s vyšším obsahem tuku. Vliv na 
obsah lipidů v rybím mase má i výživa, vlastnosti vody 
(salinita, teplota), pohlaví, biologický věk či cyklus tření3.

Ryby s nízkým obsahem tuku (obsahující méně než 
2 %) s vysokým procentem fosfolipidů mají i vyšší  
obsah nenasycených mastných kyselin (MK) oproti 
kyselinám nasyceným. Naopak ve svalu, kde je větší 
množství neutrálních lipidů, je nižší množství polyne-
nasycených mastných kyselin5. Různé druhy ryb se liší 
také svou schopností syntetizovat MK a mohou mít tedy  
odlišné nároky na příjem esenciálních MK. Oproti tu-
kům rostlinného původu, které jsou bohaté na kyseliny 
linolovou a linolenovou, nebo tukům živočišného pů-
vodu, které mají vysoké zastoupení kyselin palmitové, 
stearové a olejové, jsou ryby a další vodní organismy 
bohaté na omega-3 eikosapentaenové (EPA) a doko-
sapentaenové kyseliny (DPA)3. Na složení MK v rybím 
tuku má vliv i teplota vody, čím je voda chladnější,  
tím je zastoupení nenasycených MK vyšší.

Obvyklý obsah proteinů v rybím mase je 16 – 22 %, 
výjimečně může být menší než 6 % nebo větší než 
26 %3. Svalové proteiny jsou rozděleny do tří skupin 
podle rozpustnosti ve vodě na rozpustné sarkoplasma-
tické proteiny, nerozpustné myofibrilární proteiny a ne-
rozpustné stromatické proteiny. Rybí maso obsahuje 
velké množství myofibriálních proteinů (70 – 90 %), 
které jsou nerozpustné ve vodě a rozpustné v roztocích 
solí, a naopak malé množství stromatických proteinů  
(3 – 10 %) oproti suchozemským živočichům. Chrupav-
čité ryby (např. jeseter) mají větší procentuální zastou-
pení stromatických proteinů než ryby kostnaté, což je 
většina současně žijících ryb3.

Mezi sarkoplasmatické proteiny patří zejména en-
zymy, ale patří sem i hemové proteiny (myoglobin 
a hemoglobin), které jsou zodpovědné za barvu masa. 
Tyto proteiny jsou ve vodě rozpustné a jejich zastoupe-
ní se pohybuje mezi 10 – 25 %.

Nejvíce zastoupenou skupinou proteinů jsou myofib-
rilární proteiny, jejíž nejvýznamnější zástupci jsou aktin 
a myosin tvořící myofibrilu a umožňující svalovou kon-
trakci. U ryb je jejich dominantní zastoupení výraznější 
než u ostatních živočichů. Tato skupina je významná 
z hlediska kvality potravin, jejich funkční vlastnosti mo-
hou ovlivnit jednak kvalitu produktů z mořských plodů, 
tak i schopnost masa podstoupit určitý proces. Změny 
textury, které se stanou během zamrazování produktů 
z mořských plodů v důsledku denaturace těchto protei-
nů, vedou ke snížení kvality produktů6.

Poslední skupinou jsou stromatické proteiny, mezi 
které patří zejména kolagen, ale i retikulin a elastin. 
Kolagen je extracelulární protein, který je základní sta-
vební jednotkou pojivových tkání. Množství pojivových 
tkání má souvislost s křehkostí masa, například u ryb, 
na rozdíl od jiných živočichů, se díky malému množství 

pojiv neobjevuje téměř tvrdnutí masa. Ryby obsahují 
oproti savcům velmi malé množství kolagenu, jehož 
aminokyselinové složení je pro danou skupinu živo-
čichů charakteristické. Složení rybího kolagenu se liší 
od savčího v tom, že obsahuje nižší množství prolinu 
a hydroxyprolinu, tedy aminokyselin, které jsou pro sa-
včí kolagen typické. Důsledkem je poté například jeho 
nižší teplota denaturace než u savců4.

V mase se mohou vyskytovat i volné aminokyseliny, 
které ovlivňují chuť masa. Obsah aminokyselin je u ryb 
obvykle větší než u suchozemských zvířat, bývá v roz-
mezí 0,5 – 2 % váhy svalu3. Vyhladovělé ryby obsahují 
méně volného histidinu, ale obsahují více dipeptidu 
anserinu7. Nejzastoupenější volnou aminokyselinou 
u lososa i cejna je derivát cysteinu – taurin8. Další volné 
aminokyseliny přítomné v rybím mase jsou hlavně ly-
sin, glycin, alanin, histidin a glutamát, hojně se vyskytují 
i dipeptidy anserin a karnosin.

Analýza proteinů v mase
Obsah proteinů v potravinách může být zjišťován růz-

nými metodami založenými na odlišných analytických 
principech.

Jednak může být obsah proteinů stanovován nepří-
mo prostřednictvím určení množství celkového dusíku 
a následné převedení na množství proteinů pomocí 
konverzního faktoru. Jako nepřímá metoda stanovení 
bílkovin je používána především univerzální Kjeldahlo-
va metoda. V Kjeldahlově metodě se organický dusík 
nejprve za přítomnosti kyseliny sírové a síranu měďna-
tého jako katalyzátoru přeměňuje na síran amonný, 
který následně reaguje s hydroxidem sodným za vzniku 
amoniaku, jehož koncentrace se stanovuje titrací. Alter-
nativou k této metodě je metoda Dumasova, ve které je 
dusík uvolňován v plynné formě a je stanoven tepelně 
vodivostním detektorem po odstranění oxidu uhličité-
ho a vodných aerosolů9.

Obsah proteinů může být stanovován také přímo 
analýzou aminokyselin. Peptidové vazby lze hydrolyzo-
vat a uvolněné zbytky aminokyselin jsou poté určeny 
chromatograficky. Součet aminokyselin pak představuje 
obsah proteinů v analyzované vzorku.

Běžně používanou analytickou metodou pro analýzu 
proteinů je spektrofotometrie, jejíž principem je ab-
sorpce elektromagnetického záření v ultrafialové nebo 
viditelné části spektra (200 – 800 nm). Mezi spektro-
fotometrické metody používané k analýze proteinů 
patří například Bradfordova metoda, která je založena  
na reakci barviva Coomassie Blue s ionizovatelnými 
skupinami na proteinu.

Metody určování živočišného  
původu masa

Identifikace živočišného druhu masa v masných vý-
robcích si zaslouží zvýšenou pozornost. Kromě eko-
nomických a právních důsledků je určení živočišného 
druhu důležité kvůli různým zdravotním požadavkům, 
specifickým potravinovým alergiím a také náboženství. 
Identifikace pravosti masa může odhalit podvodné na-
hrazení druhů masa s vyšší obchodní hodnotou nižšími 
a levnějšími alternativami10. Analytické metody k určení 
živočišného druhu jsou založeny buď na analýze protei-
nů nebo DNA.

Metody využívající DNA jsou různé techniky založené 
na polymerázové řetězové reakci – PCR. Na tomto prin-
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cipu byly vytvořeny i ultrarychlé metody, které se dnes 
využívají11.

Metody založené na proteinech zahrnují elektrofo-
retické, imunologické, chromatografické, spektrosko-
pické a hmotnostně -spektrometrické techniky12. Mezi 
elektroforetické metody používané pro identifikaci  
živočišného původu masa patří SDS -PAGE) IEF a dvou-
rozměrná elektroforéza (2-DE). SDS -PAGE metoda byla 
použita pro identifikaci druhů ryb v syrových i vařených 
vzorcích. Pro tuto metodu byly použity roztoky obsahu-
jící SDS a močovinu jako extrakční činidla. Extrakce roz-
toky s SDS byla méně ovlivněna stavem vzorku (syrový/ 
/vařený) než u vzorků s močovinou13. IEF s využitím mo-
čoviny byla schopna rozlišit jednotlivé druhy s minimál-
ním vlivem tepelného zpracování14. Tepelně zpracované 
maso bylo zkoumáno S. A. Sarah v roce 2016 s identi-
fikací kandidátních peptidů charakteristických pro vep-
řové maso15. Martinez a Friis použili 2-DE k identifikaci 
blízce příbuzných druhů ryb a dokázali tak identifikovat 
sarkoplasmatické i myofibrilární proteiny16.

Hlavní imunologická metoda pro analýzu proteinů 
je ELISA (enzyme -linked immunosorbent assay), kte-
rá využívá interakci protilátky a antigenu a jejíž výhody 
jsou jednoduchost, vysoká citlivost a přesnost. Byly vy-
tvořeny specifické polyklonální protilátky proti svalo-
vým proteinům tak, aby byly schopny rozlišit druhy ryb 
jako je platýs, treska, úhoř, sardinka a další17. Speciálně 
pro ryby byla vytvořena také polyklonální antiséra proti  
36 kDa termostabilnímu proteinu ze směsi různých  
rybích druhů k detekci přítomnosti rybího svalu (bez 
určení konkrétního druhu) v potravinářských výrob-
cích18. I když jsou již vyvinuté imunotesty snadno pou-
žitelné a mají vysokou citlivost, jejich použití je omeze-
no z řady důvodů. Zaprvé potřebují k ověření analýzu  
referenčních vzorků pro vyloučení zkřížené reaktivity 
s jinými nebo podobnými druhy. Zadruhé nejsou vhod-
né pro forenzní účely zpracovaných potravinářských 
výrobků vzhledem k tomu, že zpracování může změnit 
trojrozměrnou strukturu bílkovin, čímž dojde ke ztrátě 
či úpravě cíleného místa pro protilátku19.

Spektroskopie je založena na absorpci elektromag-
netického záření určitých vlnových délek molekulami 
vzorků. Pro identifikaci druhového zastoupení v mase 
byly použity infračervená spektroskopie a UV -VIS spekt-
roskopie20. Právě infračervená spektroskopie patří k me-
todám používaným pro detekci falšování potravin21.

Poslední zmíněné hmotnostně -spektrometrické me-
tody se zakládají na ionizaci analyzovaných molekul 
a následné separaci podle poměru hmotnosti a ná-
boje. V roce 2015 S. Wen s kolegy zkoumali rozdílnou 
digesci čtyř druhů masa (hovězího, vepřového, kuřecí-
ho a rybího) pomocí metod hmotnostní spektrometrie 
spojující ionizaci pomocí matrice a analyzátor doby letu 
(MALDI -TOF) a LC -MS/MS. In vivo byl zkoumán žalu-
deční a jejunální obsah krys, které byly krmeny těmi-
to druhy masa, a in vitro bylo maso štěpeno nejprve 
pepsinem a následně trypsinem. Po štěpení pepsinem 
bylo peptidové složení hovězího a vepřového masa více 
podobné než vzorky kuřat a ryb, ale stravitelnost in vivo 
byla největší u vepřového masa a nejmenší u hově- 
zího masa. Jejich výsledky by mohly interpretovat roz-
díly ve fyziologických funkcích po požití různého druhu 
masa22. Jiný výzkum proběhl v roce 2015, kdy s, M.A. 
Sentandreu snažil detekovat kuřecí maso v masných 
směsích pomocí LC -MS. Vyvinuli metodu, pomocí kte-
ré je možné detekovat i například 0,5% obsah kuřecí-

ho masa kontaminující vepřové maso a tato metoda 
je použitelná i pro vysoce zpracované potraviny, které 
nelze analyzovat například pomocí ELISA23. Jednou 
z metod hmotnostní spektrometrie je právě MALDI -TOF, 
která byla použita v naší práci pro rozlišení šesti druhů  
rybího masa24. Jednalo se o mražené nebo chlazené sy-
rové maso tří sladkovodních a tří mořských druhů ryb, 
jmenovitě Cyprinus carpio (kapr obecný), Esox lucius 
(štika obecná), Oncorhynchus mykkis (pstruh duhový),  
Salmo salar (losos obecný), Scomber scombrus (mak-
rela obecná) a Theragra chalcogramma (treska pest-
rá). Před analýzou hmotnostní spektrometrií MALDI-
-TOF byly vzorky štěpeny trypsinem a výsledky byly 
vyhodnoceny metodou analýzy hlavních komponent 
(PCA). Výsledkem byl trojrozměrný graf, ve kterém se 
oddělovaly téměř všechny druhy ryb s výjimkou štiky 
a kapra (Obr. 1). Pokud ale takto byly vyhodnoceny jen 
vzorky sladkovodních ryb, podařilo se rozlišit všechny 
druhy (Obr. 2). Výhodou této metody je její rychlost, 
ale podobně jako ostatní dosud používané techniky, její 
použití zatím není rutinního charakteru a do budoucna 
je potřeba ji lépe rozvinout a zjistit limity jejího použití 
v praxi.

Obr. 1: Lineární kombinace hlavních komponent syro-
vého masa v trojrozměrném prostoru. Vzorky masa jsou 
označeny následovně: 1 – treska, 2 – štika, 3 – kapr, 4 – 
pstruh, 5 – makrela, 6 – losos.

Obr. 2: Analýza hlavních komponent syrového masa 
sladkovodních ryb. 1 – kapr, 2 – štika, 3 – pstruh.
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Závěr
Zjišťování pravosti rybího masa je dnes stále ještě 

nedořešeným problémem, vzhledem k množství pro-
dávaného masa, počtu různým rybích druhů a také li-
mitům používaných bioanalytických metod. V tomto 
článku jsme se zaměřili na autentizaci syrového rybího 
masa vybraných druhů mořských a sladkovodních ryb, 

vždy se však jednalo jen o vzorky z jednoho druhu ryb. 
Pokud by se jednalo o analýzu masných směsí, většina 
z představených metod analyzujících proteiny by nevy-
kázala jednoznačné či průkazné výsledky. Je proto po-
třeba stále hledat metody, které by dokázaly jednoznač-
ně určit původ rybího masa, ať již v syrové nebo tepelně 
opracované formě, či ve směsích s jinými druhy mas.
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Souhrn
Zubová A., Novotný O., Souček F: Proteomické rozlišení různých druhů rybího masa
Rybí maso je významným zdrojem bílkovin a omega-3 mastných kyselin, které tvoří nedílnou součást zdravé výživy. Tato práce se zabývá 
proteinovým složením rybího masa. Rybí maso obsahuje zhruba 16 – 22 % bílkovin, které se dají rozdělit do tří skupin – sarkoplasma- 
tické, myofibrilární a stromatické. Hlavní bílkovinnou složkou jsou myofibrilární proteiny, mezi které patří zejména aktin a myosin.  
Metody, kterými lze analyzovat proteiny v mase, jsou založeny na různých principech – elektroforetické, imunologické, chromatografické, 
spektroskopické a metody hmotnostní spektrometrie. V naší studii byla použita konkrétně MALDI -TOF MS pro rozlišení syrového rybího 
masa vybraných druhů ryb.
Klíčová slova: Druhy ryb, proteinové složení rybího masa, analytické metody pro určení proteinů v mase, hmotnostní spektrometrie, 
MALDI -TOF, PCA

Summary
Zubová A., Novotný O., Souček F: Proteomic differentiation of varied species of fish meat
Fish meat is an important source of proteins and omega-3 fatty acids, which comprise the integral part of healthy diet. This work is about 
protein composition of fish meat. Fish meat contents about 16 – 22 % of proteins, which could distinguish three groups of proteins – sar-
coplasmatic, myofibrillar and stromal. The main protein components are myofibrillar proteins, between which especially belong to actin 
and myosin. Methods, by which it can be analyzed proteins in meat, were based on different principles – electrophoretic, immunological, 
chromatographic, spectroscopic and mass spectrometry methods. In our work, it was used especially MALDI -TOF for the differentiation 
of raw meat of selected fish species.
Keywords: Fish species, fish meat proteins, analytical methods for determination of meat proteins, mass spectrometry, MALDI -TOF, PCA

Seznam zkratek
2-DE – 2-dimensional electrophoresis
DHB – 2,5-dihydroxybenzoic acid
DPA – Docosapentaenoic acid
ELISA – Enzyme -Linked ImmunoSorbent Assay
EPA – Eicosapentaenoic acid
HPLC – High -performance liquid chromatography
IEF – Isoelectrical focusation
LC -ESI -Q-TOF  –  Liquid chromatography – electron 

spray  
ionization – quadrupole – time of flight

MALDI -TOF –  Matrix assisted laser desorption/ioniza- 
tion – time of flight

MK – Mastné kyseliny
MS – Mass spectrometry
PCA – Principal component analysis
PCR – Polymerase chain reaction
SDS – Sodium dodecyl sulfate
SDS -PAGE –  Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide 

gel electrophoresis
TFA – Trifluoroacetic acid
UV -VIS – Ultraviolet–visible
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Úvod
Metodika umožňující rozlišení zvířecího původu kostí 

a jejich fragmentů pocházejících z různých živočišných 
druhů má mnoho uplatnění, a to jak v oblasti archeo-
logie a paleontologie, tak i v oblasti bezpečnosti potra-
vin, forenzního zkoumání, anebo kontroly dodržování 
obchodních norem. V případě archeologie kosterní po-
zůstatky obratlovců (včetně malých savců, ptáků, plazů, 
obojživelníků a ryb) nebo jejich fragmenty představují 
nejhojnější organické zbytky na archeologických lokali-
tách. Určení zvířecího druhu, jemuž patří nalezený kost-
ní vzorek, je důležité například pro pochopení postupů 
chovu v daném místě, odhalení klimatických podmínek 
v minulosti nebo pro zjištění dopadu člověka na životní 
prostředí v historických dobách.

Chemické složení kostí
Anorganické minerální látky se vyskytují v kosti ve 

formě tyčinkovitých krystalů, které jsou uspořádány pa-
ralelně s osami kolagenových svazků1. Vápník a fosfát 
jsou hlavní minerály kostní tkáně, vyskytující se jako fos-
forečnan a uhličitan vápenatý v přibližném poměru 8:1. 
Tyto látky tvoří krystaly hydroxyapatitu Ca10(PO4)6(OH)2 
a fosforečnanu vápenatého Ca3(PO4)2. Dále se v kos-
tech vyskytuje fluorid vápenatý, fosforečnan hořečnatý, 
síran strontnatý, chlorid sodný a ionty radia1,2. Minerální 
složky jsou zodpovědné za tvrdost, tuhost a odolnost 
kostí vůči tlaku1. Při nedostatku minerálů kost ztratí 
svou pevnost a stává se více flexibilní. Na druhou stranu 
při zvýšení množství anorganických látek lze pozorovat 
její větší křehkost1.

Hlavními organickými složkami kostní tkáně jsou ko-
lagen a amorfní glykoproteiny, které obsahují kyselinu 
chondroitinsírovou B. Amorfní glykoproteiny jsou při-
tom dispergované uvnitř a kolem svazků kolagenových 
vláken. Organický materiál tvoří přibližně 50 % objemu 
a 30 % suché hmotnosti mezibuněčné hmoty1,2.

Kost obsahuje několik specifických glykoproteinů, 
jako sialoprotein nebo osteokalcin, které jsou odvoze-
ny od kyseliny γ -karboxyglutamové. Tyto látky mají za 
úkol vázat vápník, z čehož vyplývá, že jejich přítomnost 
je jedním z nejdůležitějších faktorů pro kalcifikaci kost-
ní tkáně3. V kostech se také nacházejí glykosaminogly-
kany (mukopolysacharidy) skládající z aminosacharidů 
a uronových kyselin4. Mezi ně patří například kyselina 
hyaluronová, heparinsulfát a chondroitinsulfát. Jejich 
hlavní úlohou je vázat velké množství vody a tím zaují-
mat značný prostor, díky čemuž vyplňují kost4. Sachari-
dové jednotky se spojují s kolagenem O -glykosidovou 
vazbou přes hydroxylysin4. Vlákna kolagenu v kostech 
mají vysokou elasticitu, malou pevnost v tlaku a znač-
nou vnitřní pevnost v tahu2. Při poklesu množství orga-
nických látek se kost stává křehkou, ale ta bude i nadá-
le zachovávat svůj tvar3.

Kolagen
Kolagen je vláknitá bílkovina nacházející se skoro  

ve všech živých organismech (výjimkou jsou jednobu-
něčné mikroorganismy). Jedná se o nejhojněji zastou-
pený protein v živočišných tělech, který představuje 25 –  
– 35 % celkového množství bílkovin. Kolagen tvo-
ří hlavní složku kostí, kůže, pojivových tkání, cévních 

stěn a zubů, a umožňuje jejich správnou funkci, hlavně 
v souvislosti s jejich mechanickými vlastnostmi4,5.

Kolagen lze zařadit do skupiny extracelulárních fib-
rilárních bílkovin neboli skleroproteinů. Jeho charakte- 
ristickou vlastností je vysoký obsah glycinu (Gly), pro-
linu (Pro) a hydroxyprolinu (HyPro). Poslední amino-
kyselina je typickou složkou tohoto proteinu a vzniká 
modifikací prolinu za přítomnosti kyseliny askorbové5.

Primární struktura kolagenu je tvořena pravidelným 
opakováním motivu -Gly -Pro -HyPro- (obr. 1)4. V pro- 
teinu lze rozlišit polární a apolární oblasti. První obsa-
hují velký počet vysokomolekulárních polárních amino-
kyselin (Asp, Glu, Lys, Arg). Tyto aminokyseliny nemají 
v řetězci přesnou orientaci, díky čemuž polární oblasti 
jsou považovány za reaktivní části kolagenové moleku-
ly. Apolární části poskládané z již zmíněného motivu  
Gly -Pro -HyPro jsou naopak vysoce orientované, což má 
za následek sníženou reaktivitu5. Mezi důležité vlast- 
nosti kolagenních vláken patří jejich vysoká pevnost 
v tahu, která je dána unikátní trojřetězcovou šroubo-
vicovou strukturou5. Samotná trojitá šroubovice a tři 
polypeptidy (obr. 1) ji tvořící, jsou stočeny v opačných 
směrech5.

Tropokolagen je hlavní strukturní jednotkou, která se 
skládá ze třech vláken (α -řetězců) obsahujících kolem 
1000 zbytků aminokyselin. Prolin spolu s hydroxypro-
linem ovlivňuje helikální uspořádání kolagenu. Jed-
notlivá vlákna díky těmto dvěma aminokyselinám jsou 
stočená do levotočivé šroubovice. Zbytky glycinu jsou 
uvnitř trojité struktury a umožňují těsné uspořádání  
tří vláken u sebe, což vede ke vzniku superhelixu. Tro- 
pokolagen má tvar pravotočivé šroubovice (superheli-
xu) s délkou kolem 300 nm a průměrem 1,5 nm. Stabi-

Obr. 1: Struktura kolagenu od primární sekvence až po vlák-
no. Každý jednotlivý polypeptidový řetězec je zkroucen do 
levotočivé spirály se třemi zbytky Gly -X-Y (kolem 100 ami-
nokyselin v pozici X je prolin a stejné množství aminokyselin 
v pozici Y je hydroxyprolin) na otáčku a všechny tyto řetězce 
jsou pak navinuty do pravotočivého superhelixu4,7,8.
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lizaci superhelixu zajišťují vodíkové vazby mezi jednot-
livými polypeptidovými řetězci. Tyto strukturní jednotky 
se řadí lineárně s posunem přibližně o ¼ délky, a tak 
vznikají kolagenová vlákna. Uvnitř a mezi tropokaloge-
novými jednotkami se nacházejí zpevňující kovalentní 
vazby. Za jejich tvorbu jsou odpovědny postranní řetěz-
ce lysinu4,5. Jak již bylo zmíněno výše na jednotlivé hyd-
roxylysinové zbytky jsou vázány sacharidové jednotky 
(galaktosa a glukosylgalaktosa). Množství těchto mono- 
a disacharidů se liší u různých druhů kolagenů6.

Kolagen nelze rozpustit ani ve vodě, ani ve zředěných 
roztocích solí. Jeho nerozpustnost roste během stárnu-
tí, což vede k tomu, že kolagenová vlákna je možné roz-
pustit jen v silně hydrolytickém prostředí. Tento jev je 
následkem vzniku intermolekulárních a intramolekulár-
ních příčných vazeb mezi molekulami tropokolagenu. 
Při tom se vytvoří kontinuální polymerní síť. Aminoky-
selinové zbytky lysinu a hydroxylysinu jsou zodpovědné 
za tvorbu příčných vazeb. Tyto aminokyseliny se čás-
tečně oxidují pomocí enzymu lysyloxidasy (protein -L- 
-lysin:kyslík-6-oxidoreduktasa, EC 1.4.3.13) při kataly-
tickém působení stopových množství měďnatých iontů, 
kdy vytvářejí aldehydické skupiny6.

Metody zjišťování živočišného původu kostí
Jedna z nejznámějších metod sloužících pro identi-

fikaci živočišného druhu je přístup založený na iden-
tifikaci DNA. Tímto přístupem se nejprve pomocí PCR 
s využitím druhově specifických primerů amplifikuje 
mitochondriální DNA ze vzorku. Vzniklé DNA produkty 
se vizualizují v agarosovém gelu po elektroforetickému 
rozdělení a porovnávají se s markerem, což je směs 
genů vybraných zvířecích druhů9. Metoda má vysokou 
taxonomickou specifičnost pro identifikaci zvířecího 
druhu, proto např. rozdíly v sekvencích DNA poskytují 
jednoznačnou metodu pro určení kozích kostí10,11. Avšak 
metody založené na DNA mají svá omezení, protože 
tyto molekuly jsou poměrně nestabilní a mohou být 
degradovány vlivem různých faktorů (např. vysokou 
teplotou, chemickými látkami) a vlivem času12,13. Záro-
veň může dojít ke kontaminaci vzorků z alternativních 
zdrojů domácí zvířecí DNA včetně živočišného odpadu14 
a laboratorními činidly15.

Proteiny představují slibný prostředek pro identifi-
kaci živočišného původu kostí nebo jejich fragmentů. 
Kolageny (zejména kolagen typu I) jsou dominantními 
proteiny v kostře obratlovců, které přetrvávají s mimo-
řádnou dlouhověkostí v kostní tkáni. Jejich vlákna za-
chovávají svou strukturu a vlastnosti i pod vlivem vyso-
ké teploty, vlhkosti, času a dalších vnějších podmínek. 
Detekce kolagenu ve vzorcích a jeho rozlišení od jiných 
typů bílkovin může být provedeno například na základě 
vysokého obsahu glycinu a 4-hydroxyprolinu pomocí 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC), ply-
nové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
(GC -MS)16 nebo elektroforeticky po kyselé hydrolýze17. 
Tyto metody jsou však nevhodné pro identifikaci živo-
čišného zdroje kolagenu kvůli ztrátě specifičnosti dru-
hů, která je uložena v aminokyselinové sekvenci.

Některé studie uvádějí přístup založený na imunolo-
gické reaktivitě pomocí metody ELISA (Enzyme -Linked 
Immunosorbent Assay)18,19. Metoda je založena na in-
terakci protilátek značených enzymy (nejčastěji se po-
užívá sekundární protilátka značená alkalickou fosfata-
sou) s antigeny, které jsou zakotveny na pevném nosi-
či. ELISA je selektivní a citlivá metoda detekce19, avšak 
poměrně často nastává křížová reakce protilátek, a to 

z důvodu vysoké podobnosti aminokyselinových sek-
vencí kolagenů zejména u savců.

V poslední době častěji se využívá pro identifikaci 
živočišného původu kolagenu hmotnostní spektro-
metrie20-23, která umožňuje změřit hmotnost pepti-
dových molekul a identifikovat přítomné aminoky-
seliny. Na základě technik hmotnostní spektromet-
rie byla vytvořena metoda peptidového mapování  
tzv. Peptid Mass Fingerprint (obr. 2), která se skládá  
z následných kroků:

1) specifické štěpení proteinu pomocí enzymu,
2) separace vzniklých peptidů,
3) jejich detekce.
Během této metody vznikají pro daný protein spe-

cifické peptidové fragmenty, které se následně porov-
návají s databází, ze které lze zjistit, o který protein se 
jedná. Na základě získaných informací lze vytvořit pep-
tidovou mapu (tzv. otisk prstu), která je charakteristická 
pro daný protein24.

V případě určování zvířecího původu kosti se ten-
to přístup nazývá ZooMS (Zooarchaeology by Mass 
Spectrometry), kdy se využívají peptidy (markery) z do-
minantního proteinu kosti kolagenu typu I, který je zná-
mý svou dlouhou životností21,25. Metoda vyžaduje malá 
množství vzorku (4 – 10 mg kosti) a umožňuje identi-

Obr. 2: Princip metody Peptid Mass Fingerprint. Zvířecí druhy 
mohou být rozlišeny na základě rozdílu v hmotnosti peptidu 
způsobeného substitucí aminokyselin.25

Obr. 3: Analýza hlavních komponent hmotnostních spekter 
z MALDI -TOF MS ukazuje dobré rozlišení mezi savci, přestože 
kolagen typu I je relativně velmi konzervativním proteinem25.
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fikaci živočišných druhů z fragmentů kostí, tavené ma-
sové a kostní moučky nebo archeologických kostních 
vzorků. Zjistit druhový původ těchto materiálů jinou 
metodou je obtížně až téměř nemožné, protože již ne-
existují jasné morfologické znaky kostí a mnohdy není 
zachována ani DNA.

Na začátku analýzy jsou vzorky štěpeny trypsinem 
a peptidy se frakcionují pomocí reverzní fáze C18.  
Pak následuje měření pomocí hmotnostní spektromet-
rie MALDI -TOF (Matrix -Assisted Laser Desorption/Ioni-
zation -Time of Flight). Takto byl identifikován kolagen 
z 32 různých druhů savců (obr. 3) a bylo zjištěno cel-
kem 92 peptidových markerů, které byly použity k urče-
ní zvířecích kostí pocházejících z neolitu21.

Mechanismus přežití kolagenu v archeologických 
kostech je neobvyklý a pozoruhodný. Kolagenové fibrily 
chrání před degradací minerální „plášť“, který je umís-
těný na jejich povrchu26. To vede k tomu, že protein je 
odolný jak vůči vysokým teplotám, tak i vůči dlouho-
dobému působení času. Je předpokládáno, že u star-

ších kosterních pozůstatků lze snadněji získat kolage-
nový otisk prstu, protože v průběhu času se degradují 
další proteiny (například hemoglobin a osteokalcin) 
rychleji25. Díky tomu byly kolageny nalezeny ve vzor-
cích kostní tkáně dinosaurů, např. u Tyrannosaurus rex, 
Brachylophosaurus canadensis a dalších již neexistu-
jících druhů27,28. Paleoproteomika má nejen významný 
příslib pro objasnění evolučních vztahů mezi vyhynulý-
mi a existujícími organismy, ale je potenciálně užitečná 
pro zlepšení našeho chápání funkce bílkovin u součas-
ně žijících zvířat28.

Technika hmotnostní spektrometrie MALDI -TOF 
umožňuje určit původ kostí a kostních fragmentů, 
i když vzorky mohou být příliš staré nebo degradova-
né. Dominantní proteiny kosti – kolageny – jsou odol-
né vůči drastickým okolním podmínkám a vlivu času. 
To děla tyto bílkoviny klíčem k nalezení odpovědi,  
jaké zvíře zanechalo nalezený archeologický kostní  
materiál.
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Souhrn
Meledina A., Smirnova T.: Určení zvířecího původu archeologických kostí
Určení živočišného původu kostního vzorku je důležitá pro pochopení postupů v chovu např. hospodářských zvířat v určité lokalitě, pro 
objasnění evolučních vztahů nebo pro zjištění lidské činnosti v dané historické době. V současné době se k tomu velmi úspěšně používá 
proteomický přístup založeny na hmotnostní spektrometrii. Jeho základem je analýza kolagenu, který je nejrozšířenějším kostním protei-
nem. Tato bílkovina je známa svou významnou odolnosti vůči nepříznivým vlivům prostředí a degradaci, díky čemuž lze ji najít i ve velmi 
starých kosterních pozůstatcích. Tento přístup má potenciálně uplatnění nejen v oblasti archeologie a paleontologie, ale také i v oblasti 
bezpečnosti potravin, forenzního zkoumání, anebo kontroly dodržování obchodních norem.
Klíčová slova: archeologické kosti, kolageny, proteomická analýza

Summary
Meledina A., Smirnova T.: Determination of animal origin of archaeological bones
Determination of the animal origin of a bone sample is important for understanding breeding practices in a particular area, for clarifying 
evolutionary relationships, or for identifying human activity at a given historical time. At present, a proteomic approach based on mass 
spectrometry has been used very successfully. It is based on the analysis of collagen, which is the most common bone protein. This 
protein is known for its significant resistance to environmental influences and degradation, thanks to which it can be found even in very 
old skeletal remains. This approach has potential application in the field of archaeology and palaeontology, but also in the field of food 
safety, forensic research, or control of compliance with industry standards.
Keywords: archaeological bones, collagens, proteomic analysis
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