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Využití hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF 
nejen v proteomice

1. Historie a princip MALDI-TOF MS

2. Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS

3. MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
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Princip MALDI-TOF MS

- MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization –
- Time of Flight Mass Spectrometry

Hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací 
s průletovým analyzátorem
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Princip MALDI-TOF MS
- MALDI-TOF hmotnostní spektrum proteinu
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Historie MALDI-TOF MS
- Nobelova cena za chemii 2002
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Převzato z www.promega.com

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- peptidové mapování
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Přesnost stanovení MW< 0,001 %

Detekční limit ~ fmol

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- MALDI-TOF hmotnostní spektrum 
směsi peptidů po proteolýze proteinu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- databázové prohledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- výsledek databázového prohledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS ion search
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- výběr prekurzorového iontu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- výběr prekurzorového iontu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- MS/MS data
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- databázové prohledávání na základě
MS/MS dat
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- identifikace peptidu na základě MS/MS dat
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- identifikace peptidu na základě MS/MS dat

peptid DAFLGSFLYEYSR
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- separace směsi proteinů před MS analýzou

první rozměr

IEF

IEF proužek na SDS gel
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2D GE – dvoudimenzionální gelová elektroforéza

1) IEF – izoelektrická fokuzace

2) SDS-PAGE – denaturující elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
- separace směsi proteinů před MS analýzou
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Bouchal P., Struhárová I., Budinská E., Vyhlídalová T., Zdráhal Z., van Spanning R., Kučera I. 

Biochim Biophys. Acta 6 (2010) 1350.



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
- úskalí při zavádění proteinových markerů
do klinické diagnostiky

- nižší produkce markerů u asymptomatických malých nádorů

- stejné proteiny produkují i zdravé tkáně

- ovlivnění hladiny markeru jinými onemocněními

- ekonomická/diagnostická výhodnost oproti současným postupům

- stabilizace vzorků po odběru (inhibice proteáz, rozpad krvinek)

- vhodnost metody analýzy a interpretace výsledků

- preanalytická fáze (vliv věku, rasy, pohlaví, stravy, režimu, léků…)
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
- identifikace bakterií
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I. MALDI-TOF hmotnostní spektrometr

II. Databáze referenčních spekter

III. Software pro vyhodnocení dat

6000 8000 10000 m/z

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

a.i.

6000 8000 10000 m/z

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

a.i.

4491

4368

4363

4356

4354

2807

1909

1769

667

658

655

MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
Identifikace bakterií
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Lactobacillus plantarum CCM 7039T
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- srovnání získaných dat 
s databází referenčních 

MALDI-TOF hmotnostních 
spekter známých 
mikroorganismů

Lactobacillus plantarum DSM 1055
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38 Bruker Biotyper bioMérieux VITEK MS

MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
- identifikace bakterií



Výhody:

- doba analýzy ~ minuty

- identifikace na úrovni druhu, případně i detailnější

- minimální náklady na analýzu

- identifikace vzorků s abnormálním fenotypem

Nevýhody:

- vysoká pořizovací cena

- problémy s rozlišením blízce příbuzných druhů

- identifikace ze směsných vzorků není možná
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
- identifikace bakterií
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