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Minulost MSMinulost MS

�� ReferenReferenččnníí metody mmetody měřěřeneníí
nníízkomolekulzkomolekuláárnrníích lch láátek biologických tek biologických 
materimateriáállůů

�� GCGC--MS   LCMS   LC--MSMS
�� ZZááklad klad metrologickmetrologickéé nnáávaznostivaznosti
�� PracovnPracovníí nnáástroj referenstroj referenččnníích laboratoch laboratořříí



Rozvoj MS a MS/MS v  poslednRozvoj MS a MS/MS v  posledníích ch 
letech letech 

�� ÚÚspspěěššný v oblasti analýz nný v oblasti analýz níízkomolekulzkomolekuláárnrnííchch
lláátektek

�� ToxikologieToxikologie
�� LLéékyky
�� VrozenVrozenéé vadyvady

�� Vitamin DVitamin D
�� Albumin v moAlbumin v moččii
�� HbA1cHbA1c

�� MS/MS je zlatý standard vyMS/MS je zlatý standard vyššetetřřovováánníí ppřři i 
novorozenecknovorozeneckéém m skrskrííninkuninku vrozených vývojových vadvrozených vývojových vad

�� MS/MS v oblastech toxikologie a TDM mMS/MS v oblastech toxikologie a TDM můžůže být e být 
nnáástrojem strojem metabolomikymetabolomiky



Co oCo oččekekáávajvajíí lléékakařři v US od i v US od 
MS(2009)MS(2009)

�� EndokrinologovEndokrinologovéé a onkologova onkologovéé zvýzvýššenou enou 
analytickou sensitivitu a lepanalytickou sensitivitu a lepšíší
analytickou specifianalytickou specifiččnostnost ve srovnve srovnáánníí
s s imunochemickýmiimunochemickými metodamimetodami

�� Hodnota m/z je specifickHodnota m/z je specifickáá pro pro analytanalyt
�� DosaDosažženeníí meze detekce v meze detekce v řřáádu du pmolpmol/l /l 
�� MoMožžnost nost multiplexnmultiplexnííchch mměřěřeneníí



NejNejččastastěějjšíší pojmy MSpojmy MS

�� Separace Separace -- GC, LC, CEGC, LC, CE

�� IonizaceIonizace
EI, APCI (malEI, APCI (maléé molekuly)            molekuly)            
ESI, MALDI,SELDI(velkESI, MALDI,SELDI(velkéé mol.)mol.)

�� GenerovGenerováánníí m/zm/z
TOFTOF
Trojice Trojice kvadrupolkvadrupolůů ppřři MS/MSi MS/MS



LCLC--MS/MSMS/MS-- mmóódy SRM a MRMdy SRM a MRM

SystSystéém tm třři i kvadrupolkvadrupolůů
(separace,fragmentace,selektivn(separace,fragmentace,selektivníí detekce)detekce)

KlasickKlasickáá LCLC--MS/MS MS/MS –– analýza jednoho analýza jednoho 
nníízkomolekulzkomolekuláárnrníího ho analytuanalytu

�� MMóódy SRM a MRM jsou zpdy SRM a MRM jsou způůsoby MS/MS,upravensoby MS/MS,upravenéé pro pro 
multiplexnmultiplexníí provedenprovedeníí

�� MMóód SRM (d SRM (selectedselected reactionreaction monitoring) monitoring) --profil profil 
jednoho jednoho analytuanalytu a jeho variant a jeho variant --isoforemisoforem

�� MMóód MRM (d MRM (multiplemultiple reactionreaction monitoring) monitoring) --
multiplexnmultiplexníí analýza analýza 



Varianty PTHVarianty PTH



MRMMRM-- výkonnost a pvýkonnost a přřesnostesnost

�� 1010--50 50 analytanalytůů ppřři jednom mi jednom měřěřeneníí
�� PPřřesnost CV%esnost CV%<< 2020
�� PotPotřřebnebnáá doba ndoba něěkolika mkolika máálo minutlo minut



Standardizace MS/MSStandardizace MS/MS

�� VnitVnitřřnníí standardy eliminujstandardy eliminujíí supresisupresi ionizace, kterionizace, kteráá
se vyskytuje u vzorkse vyskytuje u vzorkůů nněěkterých pacientkterých pacientůů a a 
adjustujadjustujíí nastavennastaveníí mměřěřííccíího systho systéému.mu.

�� Kvantifikace pomocKvantifikace pomocíí externexterníího ho kalibrkalibráátorutoru se se 
stejnými nstejnými náároky jako u klasických biochemických roky jako u klasických biochemických 
stanovenstanoveníí

�� MateriMateriáál NISTl NIST--SRM 972 zajistil pravdivost mSRM 972 zajistil pravdivost měřěřeneníí
2525--OHOH--vitaminu Dvitaminu D



ProteomikaProteomika, , proteomproteom

�� ProteomProteom se sklse sklááddáá z cca 20.000 z cca 20.000 genomemgenomem
exprimovanýchexprimovaných proteinproteinůů a z dala z dalšíších nch něěkolika kolika 
milionmilionůů posttranslaposttranslaččnněě zmzměěnněěných proteinných proteinůů

�� Stanovuje se bStanovuje se běžěžnněě jen cca 150 proteinjen cca 150 proteinůů o o 
koncentrackoncentracíích ch ≥≥ 0,06 mg/l0,06 mg/l

�� ProteomikaProteomika je analýza je analýza proteomuproteomu
�� Souvislost s Souvislost s genomikougenomikou: genotyp/: genotyp/fenotypfenotyp
�� MS  mMS  máá potenci stanovovat apotenci stanovovat ažž femtomolovfemtomolovéé
(10(10--1515) koncentrace protein) koncentrace proteinůů ((lowlow abundantabundant
proteinsproteins))



MALDIMALDI--SELDI TOF MSSELDI TOF MS

�� NakoncentrovNakoncentrováánníí vzorku  na vzorku  na ččipu,ipu,ČČastoasto na bna báázi zi 
afinitnafinitníí chromatografie(chromatografie(ččip IMACip IMAC--immobilizedimmobilized
metal metal affinityaffinity chromatoigraphychromatoigraphy))

�� TryptickTryptickáá digescedigesce
�� IonizaceIonizace
�� TOF(m/z na bTOF(m/z na báázi zi ččasu prasu průůletletůů z ionizaz ionizaččnníí komory komory 
na detektor)na detektor)

�� SrovnSrovnáánníí s knihovnou spekters knihovnou spekter

�� SELDI SELDI –– navnaváázzáánníí studovaných proteinstudovaných proteinůů na na ččip a ip a 
ionizace laserem pionizace laserem přříímo z jeho povrchumo z jeho povrchu



MALDI TOF MS MALDI TOF MS –– vyhodnocenvyhodnoceníí
profilu programem profilu programem MascottMascott



Aplikace MALDI/SELDI TOF MSAplikace MALDI/SELDI TOF MS

�� ProteinovProteinovéé profilyprofily
�� Systematický výzkum Systematický výzkum proteomuproteomu HUPO HUPO 
�� Pokusy o nalezenPokusy o nalezeníí diagnostických diagnostických 
biomarkerbiomarkerůů v podobv podoběě proteinových proteinových 
profilprofilůů(zejm(zejmééna v onkologickna v onkologickéé
diagnostice)diagnostice)

�� RychlRychláá diagnostickdiagnostickáá vyvyššetetřřeneníí v v 
mikrobiologiimikrobiologii



2D ELFO a n2D ELFO a náávaznost s MALDI vaznost s MALDI 
TOF MS TOF MS 



Intensita hledIntensita hledáánníí onkologických onkologických 
biomarkerbiomarkerůů



ProPročč je hledje hledáánníí proteomickýchproteomických
biomarkerbiomarkerůů mmáálo lo úúspspěěššnnéé

�� Obrovský poObrovský poččet et posttranslaposttranslaččnnííchch
proteinproteinůů

�� Jejich zJejich záávislost na genetických a vislost na genetických a 
environmentenvironmentáálnlnííchch faktorechfaktorech

�� ProblProbléémy s my s preanalytikoupreanalytikou a databa databáázemi zemi 
biologických materibiologických materiáállůů

�� ProblProbléémy s kvantifikacmy s kvantifikacíí--rozsah rozsah 
koncentrackoncentracíí ppřřes 10 es 10 řřááddůů



ProblProbléémy my preanalytikypreanalytiky v v 
proteomiceproteomice

�� ObecnObecnéé preanalytickpreanalytickéé problprobléémymy
�� OdbOdběěrovrovéé nnáádobky, proteolýza, dobky, proteolýza, 
antiproteolytikaantiproteolytika

�� ŠŠpatný stav materipatný stav materiáállůů v v biobankbiobankááchch
�� ŘŘada nadada naděějných profiljných profilůů a a biomarkerbiomarkerůů
nemohla být verifikovnemohla být verifikováána na jiných na na jiných 
pracovipracoviššttíích z dch z důůvodvodůů preanalytickýchpreanalytických
chybchyb



Pokus o proteinový profil k Pokus o proteinový profil k 
diagnostice diagnostice PCaPCa

�� V roce 2008 ztroskotala na V roce 2008 ztroskotala na 
preanalytickýchpreanalytických problprobléémech validace mech validace 
tohoto profilu,provtohoto profilu,prováádděěnnáá ššesti esti 
ššpipiččkovými kovými úústavy USA(John stavy USA(John 
HopkinsHopkins, , SanSan Antonio,Antonio,PittsburgPittsburg...)...)

�� PouPoužžíívaly vzorkvaly vzorkůů ze ze ččtytyřř rrůůzných zných 
bank biologickbank biologickéého materiho materiáálu lu 



FDA FDA clearanceclearance

�� Provedena modelovProvedena modelověě ve spoluprve spoluprááci ci 
proteomikproteomikůů, pracovn, pracovnííkkůů FDA a výrobcFDA a výrobcůů na na 
dvou hypotetických systdvou hypotetických systéémech. Edukamech. Edukaččnníí
pokus.pokus.

�� 1.Syst1.Systéém MS/MS MRM,pracujm MS/MS MRM,pracujííccíí s 10 peptidy, s 10 peptidy, 
obohacenými pomocobohacenými pomocíí ppřřííslusluššných ných 
antipeptidovýchantipeptidových protilprotiláátektek

�� 2.Proteinový 2.Proteinový ččip se 120 jamkami a 10 ip se 120 jamkami a 10 
analytyanalyty

�� SkuteSkuteččnou nou clearanciclearanci FDA zatFDA zatíím m žžáádný dný 
systsystéém tandemovm tandemovéé MS ani proteinových MS ani proteinových 
ččipipůů nemnemáá ududěělenulenu



Dva metodickDva metodickéé ppřříístupy MS v stupy MS v 
proteomiceproteomice

�� PrvnPrvníí metodický pmetodický přříístupstup--profil profil ččáásti sti 
proteomuproteomu .Typickým n.Typickým náástrojem je strojem je 
MALDIMALDI--TOF MSTOF MS

�� Druhý metodický pDruhý metodický přříístupstup--kvantifikace kvantifikace 
ccíílových proteinlových proteinůů ((targetedtargeted
proteinsproteins).Typickým p).Typickým přříístupem je SID stupem je SID 
MRM (SID= MRM (SID= StableStable Isotope Isotope DilutionDilution ke ke 
kalibraci)kalibraci)



Kvantifikace cKvantifikace cíílových(lových(targetedtargeted) ) 
proteinproteinůů

�� CCíílový protein stanoven vhodnými peptidy po lový protein stanoven vhodnými peptidy po 
jeho proteolytickjeho proteolytickéé digesci. Peptidy musdigesci. Peptidy musíí
odpovodpovíídat cdat cíílovlovéému proteinu.Obsah peptidmu proteinu.Obsah peptidůů
se obohatse obohatíí pomocpomocíí antipeptidovýchantipeptidových protilprotiláátek   tek   
((immunoafinityimmunoafinity enrichmentenrichment))

�� MoMožžnost výbnost výběěru rru růůzných (zných (surrogatesurrogate) ) 
peptidpeptidůů=mo=možžnost nost multiplexnmultiplexnííchch stanovenstanoveníí variant variant 
nebo nebo isoforemisoforem ccíílovlovéého proteinuho proteinu

(pepsin/(pepsin/pepsinogenpepsinogen cTnIcTnI/IL 33) /IL 33) 
�� Kvantifikace obohacených peptidKvantifikace obohacených peptidůů kalibrackalibracíí MS/MS MS/MS 
MRM stabilnMRM stabilníí isotopovou isotopovou dilucdilucíí (SID) (SID) 

�� SISCAPASISCAPA--stablestable isotope standard isotope standard capturecapture withwith
antipeptideantipeptide antibodiesantibodies



ZjednoduZjednoduššeneníí proteinových vzorkproteinových vzorkůů
u metod MS/MS.u metod MS/MS.



KvantitativnKvantitativníí proteomikaproteomika ccíílových lových 
((targetedtargeted) protein) proteinůů

�� Analýza malých molekul metodou MS/MS je Analýza malých molekul metodou MS/MS je 
dobdobřře zvle zvláádnutdnutáá vvččetnetněě multiplexnmultiplexnííchch
postuppostupůů (MRM). (MRM). 

�� Ke kvantifikaci cKe kvantifikaci cíílových proteinlových proteinůů se se 
nadnaděějnjněě jevjevíí SID MRM s SID MRM s imunoafinitnimunoafinitníímm
obohacenobohaceníím peptidm peptidůů( SISCAPA).( SISCAPA).

�� MoMožžnost  nost  validovatvalidovat dostatedostateččnněě rychle,zda rychle,zda 
ccíílový protein lze povalový protein lze považžovat za ovat za biomarkerbiomarker

�� MoMožžnost rychlých nost rychlých multiplexnmultiplexnííchch analýzanalýz
�� MoMožžnnáá nnááhrada hrada imunochemickýchimunochemických metodmetod



SID MRM kvantifikace(PSA)SID MRM kvantifikace(PSA)



Validace potenciValidace potenciáálnlníích ch biomarkerbiomarkerůů

Metoda LCMetoda LC--MS/MS v mMS/MS v móódu SIDdu SID--MRM MRM 
s s imunoafinitnimunoafinitníímm obohacenobohaceníím m 
peptidpeptidůů(SISCAPA),ekvivalentn(SISCAPA),ekvivalentníích ch 
hledanhledanéému proteinovmu proteinovéému mu 
biomarkerubiomarkeru je velkou nadje velkou naděějjíí
proteomikyproteomiky

�� CV%(mezilehlCV%(mezilehláá precisnost)6precisnost)6--14%14%

�� RecoveryRecovery --15 a15 ažž 5,9%5,9%



Výhody MSVýhody MS

�� AnalytickAnalytickáá sensitivita(LOD v sensitivita(LOD v pmolpmol a a 
fmolfmol/l)/l)

�� MULTIPLEXNMULTIPLEXNÍÍ ANALYTIKAANALYTIKA
�� AnalytickAnalytickáá specifispecifiččnost(m/z nost(m/z 
charakterizuje charakterizuje analytanalyt jednoznajednoznaččnněě))

�� MalMaléé provoznprovozníí nnááklady klady 



MS a investice do zdravotnMS a investice do zdravotníí ppééččee

�� D.D.CallahanCallahan::TamingTaming thethe BelovedBeloved BeastBeast, , 
PrincetonPrinceton University University PressPress 2010(krocen2010(kroceníí
drahdrahéé bestie)bestie)

�� FinanFinanččnníí nnáároroččnost nových technologinost nových technologiíí
mmůžůže znie zniččit zdravotnictvit zdravotnictvíí

�� Velmi Velmi ččasto je positivnasto je positivníí efekt pro pacienty efekt pro pacienty 
malý,ale positivnmalý,ale positivníí efekt pro firmy obrovskýefekt pro firmy obrovský

�� I z tohoto hlediska je nutnI z tohoto hlediska je nutnéé omickomickéé
metody posuzovat a urmetody posuzovat a urččit regulovanit regulovaněě
popoččet zaet zařříízenzeníí a pracovia pracoviššťť podle potpodle potřřeb eb 
ppééčče o pacientye o pacienty


