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Identifikace a charakterizace metalothioneinu 

v nádorových buňkách pomocí MALDI-TOF 

hmotnostní spektrometrie 

MALDI-TOF/TOF byla použita v různých studiích pro určení rozdílných 

markerů a mechanismů rozvoje rakoviny. 

1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

MALDI-TOF  

Matrix-assisted laser desorption/ionization - Time of Flight 

Laserová desorpce/ionizace za účasti matrice - průletový hmotnostní analyzátor 

Měkká ionizační technika v 

hmotnostní spektrometrii. 



Identifikace a charakterizace metalothioneinu 

v nádorových buňkách pomocí MALDI-TOF 

hmotnostní spektrometrie 

1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina gastrointestinálního traktu 

MALDI-TOF může usnadnit objevení nového a kvantitativního 

prognostického biomarkeru pro rakovinu trávicího traktu zahrnující i 

lymfatické uzliny. 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina gastrointestinálního traktu 

Vysoká citlivost a specifita, která byla dosažena na úrovni sérového degAla-

FPA (fibrinopeptid-A), ukazuje, že MALDI-TOF může usnadnit objevení 

nového a kvantitativního prognostického biomarkeru pro rakovinu trávicího 

traktu i s lymfatickými uzlinami. 

                                                                                   (Zhang et al., 2013)  

V dalších studiích bylo popsáno určení 

biomarkerů metastáz rakoviny trávicího 

traktu použitím kvantitativní proteomiky a 

následné identifikace pomocí MALDI-TOF. 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina gastrointestinálního traktu 

(2013) 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

(Qian Hou et al., 2013) 

Rakovina gastrointestinálního traktu 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina dýchacího systému 

V nedávných studiích byl MALDI-TOF hmotnostní spektrometr ověřen jako 

inovativní nástroj pro stanovení a identifikaci biomolekul, které se vyskytují v 

různých typech a fázích rakoviny plic. 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Pastor et all., 2013 (Seville, Andalucía, Španělsko) popsal celkem 16 

regulačních proteinů oxidačního stresu které byly rozdílně exprimovány u 

pacientů s rakovinou plic a/nebo s chronickou obstrukční plicní nemocí ve 

srovnání s kontrolní skupinou. 
(International Journal of Molecular Sciences) 

Rakovina dýchacího systému 

Tato zjištění zdůrazňují roli proteinů 

reagujících na oxidační stres v 

patogenních dráhách obou nemocí a 

poskytují nové kandidáty na 

biomarkery a predikční nástroje pro 

diagnózu rakoviny plic. Například 

prohibitin je důležitým biomarkerem 

pro sledování vývoje a pro prognózu 

karcinomu nosohltanu. 
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Rakovina dýchacího systému 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina dýchacího systému 

Odborné články 

 

Porovnání vzorků plasmy od zdravých nekuřáků, kuřáků a od pacientů s 

rakovinou plic: Model založený na odlišení nízkomolekulárních proteinů a 

peptidů pomocí technologie magnetických „kuliček“ a MALDI-TOF MS. 

(Musharraf, S.G., et al., 2012) 



Identifikace a charakterizace metalothioneinu 

v nádorových buňkách pomocí MALDI-TOF 

hmotnostní spektrometrie 

1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina ledvin a močového měchýře Rakovina prostaty 

V moči je možné identifikovat pomocí 

MALDI-TOF nové biomarkery pro 

rakovinu močového měchýře. 

Existuje mnoho studií popisujících použití 

MALDI-TOF pro determinaci markerů 

rakoviny prostaty a pokroky v této oblasti. 

Gianazza et al., 2012 

Bryan et al., 2013 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Rakovina vaječníků Rakovina prsu 

Methylace vimentinu predikuje 

špatné celkové přežití nezávislé na 

rase, podtypu, fázi, stavu uzlin, nebo 

metastatické onemocnění a je 

příslibem jako nový prognostický 

biomarker pro pacienty s rakovinou 

prsu.  
(Ulirsch et al., 2013) 

Hlavní část výzkumu věnujícího se 

profilování proteomu ve vaječnících 

je soustředěna na podmínky 

nemocí jako jsou syndrom 

polycystických ovarií, rakovina 

vaječníků, apod. 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Leukémie 

Dao Wang et al., popsal patnáct 

různých exprimovaných proteinů u 

dětské akutní lymfoblastické 

leukémie, které byly získány 

pomocí štěpení in situ, a poté byly 

analyzovány pomocí MALDI-TOF 

MS. 

Abnormální zvýšení nezralých bílých 

krvinek. 
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1. Studium nádorových biomarkerů pomocí MALDI-TOF 

Další typy rakoviny 

Rakovina mozku Rakovina varlat  Nitrooční melanom 

Rakovina (melanom) kůže Rakovina slinivky břišní 
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2. Metalothioneiny a patologie nemoci 



Metalothioneiny patří ke skupině 

vnitrobuněčných a nízkomolekulárních 

proteinů (Mr 6000-7000 Da). 

Tyto proteiny jsou lokalizovány v 

cytoplazmě a některých organelách, 

převážně v mitochondriích. 

Metalothioneiny určené MT1 až MT4 se liší malými rozdíly v sekvenci a 

náboji.                                    

                                

                                            (Andrews 2000; Skutkova, Babula et al. 2012) 

2. Metalothioneiny a patologie nemoci 
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2. Metalothioneiny a patologie nemoci 

Metalothioneiny mohou být použity jako markery znečistění životního 

prostředí a jako nádorovými diagnostickými markery. Potenciálně mohou být 

použity taky jako markery vývoje rakoviny. 
(Ryvolova M. et al., 2011) 
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2. Metalothioneiny a patologie nemoci 

• Řada studií demonstrovala přítomnost nebo zvýšenou syntézu 

metalothioneinů v rychle se množících normálních buňkách, 

regeneračních buňkách a rakovinových buňkách. Bylo dokázáno, že 

metalothioneiny chrání buňky před cytotoxickými efekty elektrofilních 

protinádorových léčiv. 

• Metalothioneiny se účastní i vývoje resistence k protinádorovému léčivu 

cisplatině, jednomu z nejvíce používaných chemoterapeutik na bázi 

kovu (Pt). 

(Markus Knipp, 2009)  

• Bylo zamýšleno, že zvýšení buněčného obsahu 

metalothioneinů může sloužit jako možný biomarker 

resistence k léčbě cisplatinou. 
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2. Metalothioneiny a patologie nemoci 

• MT-I A, E, X a MT-2A isoformy byly přítomny v rakovině prostaty. Bylo 

napsáno, že MT-1 a MT-2 isoformy se můžou týkat proliferační aktivity 

prsu, rakoviny tlustého střeva a rakoviny prostaty (a dalších). 
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Materiál a metody: 

Matrice: 

α-kyano-4-hydroxyskořicová kyselina (CHCA) 

2,5-dihydroxybenzoová kyselina (2,5-DHB)   

Vzorky metalothioneinů byly připraveny v 

30% ACN s 0.1% TFA (TA30). 

Schéma pro rychlou identifikaci metalothioneinů v 

nádorových buňkách pomocí MALDI-TOF MS 

Bruker ultrafleXtreme (Bruker Daltonik 

GmbH, Germany) vybavený laserem 

operujícím na vlnové délce 355 nm při 

akceleračním napětí 25 kV, chlazený 

dusíkem a s maximální energií 43.2 µJ v 

reflektorovém pozitivním módu. 
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MALDI-TOF MS spektra MT2-B z králičích jater s použitím 

HCCA matrice (A). Fotka ko-krystalů matrice s 

metalothioneinem na MALDI destičce s použitím 2,5-DHB (B) a 

HCCA matrice (C). 

MT z králičích jater 

Výsledky 
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m/z 

dimer_MT1 

12523.89 Da 

12329.89 Da 

dimer_MT2 

Spektra metalothioneinu z lidských jater.  Modrá: spektra MT1 

a červená: spektra MT2.  

Metalothionein z lidských jater  

Výsledky 

Poland girls et al., 2013 
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Závěr: 

MALDI-TOF/TOF hmotnostní spektrometrie se prokázala jako efektivní 

nástroj nejen pro determinaci metalothioneinů v biologických vzorcích, 

ale i pro identifikaci jejich isoforem v různých typech vzorků. 

Budoucí práce 

• Provedení trypsinového štěpení 

 

• Fragmentace metalothioneinů pomocí MALDI-TOF a identifikace 

pomocí MASCOTu (software). 
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