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Základní pojmy

Bílkoviny = Proteiny

R

Aminokyselina:
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Peptidová vazba:

= dipeptid

Základní pojmy

= oligopeptid
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Funkce proteinů:

Stavební (kolagen, keratin)

Transportní (hemoglobin)

Katalytické, řídící a regulační (enzymy)

Ochranné a obranné (imunoglobuliny)

Zajišťující pohyb (aktin, myosin)

Základní pojmy

= bílkovina/protein
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Základní pojmy

separace

Hmotnostní spektrometrie (MS – Mass Spectrometry):

6

ionizace detekce
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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
Analýza intaktních molekul
Hmotnostní spektrum
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Koiči TanakaMichael Karas, Franz Hillenkamp

Karas M., Bachmann D., Bahr U., Hillenkamp F., Int. J. Mass. Spectrom. Ion Proc. 78 (1987) 53.

Tanaka K., Waki H. Ido Y., Akita S. Yoshida Y. Yoshida T.,  Rapid Commun. Mass Spectrom. 2 (1988) 2.

nano-kobalt, glycerol

Koiči Tanaka
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Princip MALDI-TOF MS
Objevitelé

MALDI

matrice:
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Stanovení počtu modifikací proteinu: 
albumin

Přesnost určení MW < 0,1 %

Detekční limit ~ pmol
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Chronická lymfatická leukémie

veda.cz

wikipedia.org

healthpic.tk

Převzato z:Entinostat, valporová kyselina

13 spolupráce: IHOK, MU

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Stanovení počtu modifikací proteinu: 
Působení inhibitorů deacetyláz na histony 
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Stanovení počtu modifikací proteinu: 
Působení inhibitorů deacetyláz na histony 

N-teminální část histonu H4

nádorové buňky
vs.
nádorové buňky + Entinostat

Činčárová L., Lochmanová G., Nováková K., Šultésová P., Konečná H., Fajkusová L., Fajkus J. 

Zdráhal Z., Mol BioSys 8 (2012) 2937.



Převzato z www.promega.com

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Peptidové mapování
Proteolýza pomocí enzymů
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Detekční limit ~ fmol

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Peptidové mapování
Detekce peptidů pomocí MALDI-TOF MS
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proteáza
databáze

modifikace

molekulová 

hmotnost 

peptidů

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Peptidové mapování
Databázové vyhledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Peptidové mapování
Databázové vyhledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS = tandemová hmotnostní spektrometrie 
Výběr prekurzorového iontu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS 
Izolace prekurzorového iontu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS 
Izolace prekurzorového iontu
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS
Analýza MS/MS, hmotnostní spektrum fragmentů
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS
Databázové vyhledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS
Databázové vyhledávání
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
MS/MS
Databázové vyhledávání

peptid DAFLGSFLYEYSR

25



Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Aplikace

Převzato z:

microbewiki.kenyon.edu

Paracoccus denitrificans

spolupráce: Ústav biochemie, PřF MU26



Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Spojení se separačními technikami

první rozměr

IEF

IEF proužek na SDS gel

druhý rozměr

SDS-GE
k
le

s
a

jí
c
í 
M

W

rostoucí pI

vzorek

-+

+

-

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
Spojení se separačními technikami
Kvantifikace na základě změny denzity spotů

28

Bouchal P., Struhárová I., Budinská E., Vyhlídalová T., Zdráhal Z., van Spanning R., Kučera I. 

Biochim Biophys. Acta 6 (2010) 1350.



Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Aplikace

Bodlín bezocasý – Tenrec ecaudatus

29 spolupráce: Katedra Zoologie, PřF UK 



Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Aplikace

Dvoudimenzionální gelová elektroforéza
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Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Sekvenace de novo

Sekvenace de novo



homolog: tear lipocalin Sus scrofa
nalezené sekvence

MMRALLLAIGLGLVAALQAQEFPAVGQPLQDLLGRWYLKAMTSDPEIPGKKPESVTPLIL

QEDLSGTWYLK

KALEGGDLEAQITFLIDGQCQDVTLVLKKTNQPFTFTAYDGKRVVYILPSKVKDHYILYC

KTDLPGQFTAYEGKR        VKDHYILYC

EGELDGQEVRMAKLVGRDPENNPEALEEFKEVARAKGLNPDIVRPQQSETCSPGGN

EGELEGQQVRMAGLVD DTGSHPEALEDFK

Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS
Protein BLAST
Basic Local Alignment Search Tool

32

Stopková R., Zdráhal Z., Ryba T., Šedo O., Šandera M., Stopka P. BMC Genomics 11 (2010) 45.
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Proteomické markery onemocnění

MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

34



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

- nižší produkce markerů u asymptomatických malých nádorů

- stejné proteiny produkují i zdravé tkáně (detekce modifikací)

- 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…)

35



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

převrstvení 

bakteriálních buněk 

na vzorkovací desce 

MALDI matricí



2D GE

MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS v klinické diagnostice:
Detekce části bakteriálního proteomu

37
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice:
Rozlišení rodů
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
Rozlišení druhů
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I. MALDI-TOF hmotnostní spektrometr

II. Databáze referenčních spekter

III. Software pro vyhodnocení dat
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Výhody:

- doba analýzy ~ minuty

- identifikace na úrovni druhu (90 % klinických vzorků), 

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
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- identifikace kvasinek, plísní a dalších mikroorganismů



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
Identifikace bakterií bez kultivace

- pokud ve vzorku převažuje jeden kmen,                                                         

i přímá analýza (bez kultivace) může vést k 

úspěšné identifikaci
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- hemokultury - diferenciální centrifugace 
- krevní buňky jsou  odstraněny při 500 rpm, 
bakterie získány při 14000 rpm a poté přímo analyzovány

- bioterorismus – přímá MALDI-TOF MS analýza „podezřelého prášku“



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice
Identifikace bakterií
Antibiotická rezistence

By Dr Graham Beards at en.wikipedia, CC BY-SA 4.0, 

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2520609747



- rezistence proti některým antibiotikům je spojena s 

přítomností specifických signálů v MALDI MS profilech (přímou 

detekcí příslušných enzymů, proteinů exprimovaných z příslušných 

genů, nebo nepřímo na základě vyhodnocení celého spektra)

- detekce MRSA na základě signálu peptidu PSM-mec (Josten et 

al., Int J Med Microbiol 304 (2014) 1018-1023)
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MALDI-MS detekce metabolitu imipenemu

- rezistenci spojenou se změnou MW 

antibiotika lze rovněž sledovat 

pomocí MALDI MS

- detekce v oblasti odpovídajících m/z, 

jiné MALDI matrice (Hrabák et al., J 

Clin Microbiol 49 (2011) 3222-3227)

- inkubaci s antibiotikem lze provádět 

i přímo v kapce na vzorkovací desce 

spektrometru
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- inhibici růstu je možné detekovat v proteinových profilech po kultivaci 

na izotopově obohacených médiích (Sparbier et al., J Clin Microbiol 51 

(2013) 3741-3748.

Detekce růstu v médiu obsahujícím izotopově značený lysin
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VYUŽITÍ HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE MALDI-TOF NEJEN 
PRO VÝZKUMNÉ ÚČELY

2. Historie a princip MALDI-TOF MS

3. Identifikace proteinů pomocí MALDI-TOF MS

4. MALDI-TOF MS profilování v klinické diagnostice

5. Vývoj nové aplikace MALDI-TOF MS profilování

1. Základní pojmy

5. Vývoj nové aplikace MALDI-TOF MS profilování
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Cesta hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF 
z vědeckých laboratoří do klinické diagnostiky



Výběr modelového vzorku

- materiál podobný/shodný s analyzovaným 

systémem

- materiál levný a stabilní 

- materiál dostupný kdykoli 

a v neomezujícím množství
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Volba podmínek analýzy

- volba extrakčního postupu 

- volba MALDI matrice, včetně rozpouštědla a nanášecí metody 

na vzorkovací desku

- volba režimu detekce: pozitivní/negativní mód; 

lineární/reflektronový mód
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Optimalizace metody

- metoda umožňující detekci většího počtu relevantních signálů

- metoda poskytující opakovatelné/reprodukovatelné výsledky

- metoda rychlá, levná, jednoduchá, snadno dostupná
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Cesta hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF 
z vědeckých laboratoří do klinické diagnostiky

- kombinace separačních technik s MS analýzou peptidů (po 

proteolýze proteinů) umožňuje identifikovat a kvantifikovat v 

biologických materiálech tisíce proteinů 

- na základě přímé MALDI-TOF MS analýzy proteinů jsou v klinické 

diagnostice rutinně identifikovány bakterie a další typy patogenů 

- během vývoje analytické metody je nutné od začátku zvažovat 

praktické aspekty jejího využití


