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Minulost MS

s Referencni metody meéreni
nizkomolekularnich latek biologickych
« 73 0O
materialu

s GC-MS LC-MS
s Zaklad metrologicke navaznosti
s Pracovni nastroj referencnich laboratori



Rozve] MS a MS/MS v poslednich
letech

Uspésny v oblasti analyz nizkomolekularnich
latek

Toxikologie
Leky
Vrozené vady

Vitamin D
Albumin v moci
HbA1lc

MS/MS je zlaty standard vysetrovani pri
novorozeneckem skrininku vrozenych vyVOJovych vad

MS/MS v oblastech toxikologie a TDM mize byt
nastrojem metabolomiky



Co ocekavajl lekari v US od
MS(2009)

Endokrinologoveé a onkologove zvysenou
analytickou sensitivitu a lepsi
analytickou specifichost ve srovnani
s imunochemickymi metodami

Hodnota m/z je specificka pro analyt
Dosazeni meze detekce v radu pmol/|
Moznost multiplexnich meéereni



Nejcastejsi pojmy MS
s Separace - GC, LC, CE
s [onizace

EI, APCI (male molekuly)
ESI, MALDI,SELDI(velké mol.)

s Generovani m/z
TOF
Trojice kvadrupolu pfi MS/MS



LC-MS/MS- mody SRM a MR

Systém tfi kvadrupolu
(separace,fragmentace,selektivni detekce)

Klasicka LC-MS/MS - analyza jednoho
nizkomolekularniho analytu

= Mody SRM a MRM jsou zpusoby MS/MS,upravené pro
multiplexni provedeni

= Mod SRM (selected reaction monitoring) -profil
jednoho analytu a jeho variant -isoforem

= Mod MRM (multiple reaction monitoring) -
multiplexni analyza



Varianty Pl




MRM- vwkoennost a presnost

= 10-50 analytu pfi jednom méreni
s Presnost CVV%< 20
s Potrebna doba néekolika malo minut



Standardizace MS/MS

= \Vnitrni standardy eI|m|nu3| supresi ionizace, ktera
se vyskytuje u vzorku nékterych paC|entu a
adjustuji nastaveni mericiho systemu.

= Kvantifikace pomoci externiho kalibratoru se
stejnymi naroky jako u klasickych biochemickych
stanoveni

s Material NIST-SRM 972 zajistil pravdivost mereni
25-OH-vitaminu D



Proteomika, proteom

Proteom se sklada z cca 20.000 genomem
exprlmovanych proteinu a z dalsich nekollka
milionu posttranslaé¢né zménénych protelnu

Stanovuje se bézné jen cca 150 proteinu o
koncentracich = 0,06 mg/|

Proteomika je analyza proteomu
Souvislost s genomikou: genotyp/fenotyp

MS ma potenci stanovovat az femtomolove
(10-15) koncentrace proteinu (low abundant
proteins)



MALDI-SELDI TOE MS

Nakoncentrovani vzorku na &ipu,Casto na bazi
afinitni chromatografie(Cip IMAC-immobilized
metal affinity chromatoigraphy)

Trypticka digesce
Ionizace

TOF(m/z na bazi ¢asu pruletu z ionizaéni komory
na detektor)

Srovnani s knihovnou spekter

SELDI - navazani studovanych proteinu na ¢ip a
ionizace laserem primo z jeho povrchu



MALDI TOF MS — vyhodnoceni
profilu pregramem Mascott



Aplikace MALDI/SELDI TOE MS

s Proteinove profily
s Systematicky vyzkum proteomu HUPO

s Pokusy o nalezeni diagnostickych
biomarkert v podobé proteinovych
profilu(zejména v onkologické
diagnhostice)

» Rychla diagnosticka vysetreni v
mikrobiologii



2D ELFO a navaznost s MALDI
TOFE MS



Intensita hledani onkologickych
biomarkeru



Proc Je hledani proteomickych
biomarkeru malo Uspesne

- Obrovsky pocet posttranslacnich
protelnu

s Jejich zavislost na genetickych a
environmentalnich faktorech

s Problemy s preanalytlkou a databazemi
viologickych materidlu

s Problémy s kvantlflkaC| rozsah
koncentraci pres 10 radu




Problemy preanalytiky v
proteomice

s Obecné preanalyticke problemy

= Odberove nadobky, proteolyza,
antiproteolytika

= Spatny stav materidlt v biobankdch
= Rada nadéjnych profil& a biomarker(

nemohla byt verifikovana na jinych
pracovistich z divodd preanalytickych
chyb



Pokus o proteinovy. profil k
diagnostice PCa

= V roce 2008 ztroskotala na
preanalytickych problemech validace
tohoto profilu,provadéna sesti
spickovymi ustavy USA(John
Hopkins, San Antonio,Pittsburg...)

= Pouzivaly vzorku ze &étyF ruznych
bank biologickeho materialu



FDA clearance

Provedena_modelove ve spolupraci
proteomiku, pracovniku FDA a vyrobcu na
dvou hypotetickych systemech. Edukacni
pokus.

1.System MS/MS MRM,pracujici s 10 peptidy,
obohacenymi pomoci prislusnych
antipeptidovych protilatek

2.Proteinovy Cip se 120 jamkami a 10
analyty

Skutecnou clearanci FDA zatim zadny
system tandemove MS ani proteinovych
Cipll nema udeélenu



Dva metodicke pristupy MS v

proteomice

s Prvni metodicky pristup-profil casti
proteomu .Typickym nastrojem je

MALDI-

OF MS

» Druhy metodicky pristup-kvantifikace
cilovych proteinu (targeted

proteins). Typickym pristupem je SID
MRM (SID= Stable Isotope Dilution ke
kalibraci)



Kvantifikace cilovych(targeted)
proteinu

Cilovy protein stanoven vhodnymi peptidy po
jeho proteolytickeé digesci. Peptidy musi
odpovidat cilovému proteinu.Obsah peptidt
se obohati pomoci antipeptidovych protilatek
(immunoafinity enrlchment)

Mozno st vyberu ruznych (surrogate)
Btldu moznost multiplexnich stanoveni variant
o isoforem ciloveho proteinu

(pepsin/pepsinogen cTnI/IL £X)

Kvantifikace obohacenych Feptldu kalibraci MS/MS
MRM stabilni isotopovou diluci (SID)

SISCAPA-stable isotope standard capture with
antipeptide antibodies




Zjednoduseni proteinovych vzorku
U metod MS/MS.



Kvantitativnl proteomika cilovych
(targeted) proteinu

Analyza malych molekul metodou MS/MS je
dobre szadnuta vcetné multiplexnich
postupu (MRM).

Ke kvantifikaci cilovych proteinu se
nadéejne jevi SID MRM s imunoafinitnim
obohacenim peptidi( SISCAPA).

Moznost validovat dostatecne rychle,zda
cilovy protein |ze povazovat za biomarker

Moznost rychlych multiplexnich analyz
Mozna nahrada imunochemickych metod



SID MRM kvantifikace(PSA)



Validace potencialnich biomarkeru

Metoda LC-MS/MS v modu SID-MRM
s imunoafinitnim obohacenim
peptidu(SISCAPA),ekvivalentnich
hledanému proteinovemu
biomarkeru je velkou nadeji
proteomiky

s CV% (mezilehla precisnost)6-14%
= Recovery -15 az 5,9%



Vyhody MS

s Analyticka sensitivita(LOD v pmol a
fmol/l)

= MULTIPLEXNI ANALYTIKA

s Analyticka specificnost(m/z
charakterizuje analyt jednoznacnge)

= Malé provozni naklady



MS a investice do zdravotni pece

D.Callahan:Taming the Beloved Beast,
Princeton University Press 2010(kroceni
drahe bestie)

Financni narocnost novych technologii
muze znicit zdravotnictvi

Velmi casto je positivni efekt pro pacienty
maly,ale positivni efekt pro firmy obrovsky
I z tohoto hlediska je nutne omicke _
metody posuzovat a urcit regulovane
pocet zarizeni a pracovist podle potreb
pece o pacienty



