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Terminoloji
●Proteom; belli bir zamanda, belli bir 

hücrede, belli bir dokuda, belli bir 
organizmada bulunan gereken tüm 
biyokimyasal tepkimeleri yürüten 
proteinlerin tamamı

●Proteomik ise belli bir organizmada 
bulunan proteinlerin toplamını
incelemek için kullanılan yöntemlerin 
tümü
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Proteomik çalışmalarında 
kullanılan yöntemler

● ELISA

● 2D‐PAGE (İki yönlü jel elektroforez) 

● Mikroarray (Doku ve protein çip teknolojisi )

● Kütle spektrometresi 

– MALDI‐TOF MS (Matrix‐assisted laser 
desorption/ionization- time of flight Mass 
Spectrometry)

– SELDI‐TOF MS (Surface enhanced laser 
desorption/ionization time‐of‐flight Mass 
Spectrometry) 



MALDI-TOF MS

• Matriks ile desteklenmiş lazer 
desorpsiyon / iyonizasyon uçuş
zamanı kütle spektrometresi

• Alman ve Japon bir araştırma 
grubunun 1980’lerin sonunda 
geliştirdikleri proteinlerin

peptit kütle parmak izi analiz 
tekniği



2002 Kimya Nobel Ödülü
“Biyolojik makromoleküllerin yapısal analizi ve

tanımlanması yöntemlerinin geliştirilmesi"

“Biyolojik makromoleküllerin soft desorpsiyon

iyonizasyon yöntemiyle kütle spektrometrik analizi"





MALDI-TOF MS
● MALDI yeni bir iyonizasyon teknolojisi olarak 

1988 yılında Franz Hillenkamp ve Michael 
Karas (Munster Üniversitesi, Almanya).

● Çıkış noktası; alanin aminoasidi triptofanla 
karıştırıldığı zaman 266 nm lazer altında daha 
kolay iyonize olduğunu keşfedilmesi.

Burada karışım halinde iken triptofan lazer 
enerjisini absorbe ediyor ve saf olarak ışını
kolay absorbe edemeyen alaninin 
iyonizasyonunu kolaylaştırıyor.

Alanin

Triptofan



● Yöntem:

– Analitin organik bir matriks üzerine ko-kristalizasyonu 
esasına dayanır.

● Matriks

– Işığı özgül dalga boylarında absorbe edebilen küçük 
moleküllerden oluşur.

– Biyomolekülleri lazer ışınlarının doğrudan 
tahribatından korur.

– Buharlaştırma ve iyonizasyonun kolaylaştırılması
– Asidik ve organik karakterdedir.



MALDI Prensip
● MALDI kütle spektrometresinde kullanılan bir 
iyonizasyon tekniğğğği dir.

● Biyomoleküllerin (protein, peptid ve şeker 
gibi) büyük organik moleküllerin (polimer, 
dendrimer, makromolekül gibi) analizi

● İyonizasyon lazer atışıışıışıışı
● Matriks biyomolekülün amacı; direkt lazer 
atışının tahribinden korumak ve 
iyonizasyonu kolaylaştırmak



MALDI Matriks
● UV absorbe eden matriks (Tanaka; Japonya / 

Hillenkamp ve Karas; Almanya) 

● Matriks ve polimer moleküler düzeyde uygun bir 
çözücü (formik asit, trifloroasetik asit, asetik asit
vb.) içinde karıştırılır. 

● Çözücü polimerin agregasyonunu engeller. 

● Örnek/matriks karışımı örnek prop ucuna 
yerleştirilir. 

● Vakum koşullarıyla çözücü uzaklaştırılarak matriks 
molekülleri içinde homojen olarak yayılmış polimer 
moleküllerini bırakır. 



MALDI



●Enerjiyi göndermenin en iyi yolu lazer ışını
kullanmak

●Bu nedenle lazer dalga boyunu en iyi 
şekilde absorbe edecek bir madde matriks 
olarak seçilir

●Bu durumda en uygun matriks maddesi 
aromatik moleküllerdir.

MALDI



MALDI Matriksleri



Uçuş Zamanı (TOF)
● TOF'da reflekton, yığın halinde bir halkasal 

lens grubundan oluşur.

●Halkalara sürekli artan bir yüksek potansiyel 
uygulanır.

●Böylece iyonlar yüksek kinetik enerji ile 
ivmelendirilir.

● İyonlar tüp boyunca hız farklarına göre ayrılır.

●Detektöre çarpan iyonlar kuvvetlendirilerek 
sayılır.



●Hareket anında her peptit bir paket iyonla 
temsil edilir.

●Bu iyonlar dar bir aralıktaki kinetik enerjiye 
yani hıza sahip olarak hareket eder.

●Hızlı hareket eden iyonlar, sahip oldukları
yüksek kinetik enerji nedeniyle reflektona 
ilk önce ulaşır ve daha fazla hareket 
ederler. 

●Kinetik enerjileri sıfır oluncaya kadar bu 
hareket devam eder.

Uçuş Zamanına Göre Proteinlerin Hızı 1



● Bu arada diğer iyonlar da reflektona giriş yaparlar. Bu 
iyonlar yönleri değiştirilmeden önce reflekton içinde az 
hareket ederler. (Kinetik enerjileri daha az olduğu için 
daha çabuk sıfır noktasına ulaşırlar)

● Sonuç olarak yavaş hareket eden iyonlar iyon paketinin 
önündeyken hızlı hareket edenler gerisinde kalır.

Uçuş Zamanına Göre Proteinlerin Hızı 2



● Moleküller aynı yüke sahip olduklarında kütleleriyle 
orantılı bir hıza sahip olurlar.

● Peptitler kütlelerine göre uçuş tüpünün içinden 
geçerler ve farklı zaman aralıklarında detektöre 
çarparlar.

● Kütle spektrometrisi verileri kolayca m/z oranına
dönüştürür.

MALDI TOF MS



Biraz da fizik…

● Lazer vuruşları ile oluşan dijitalize veriler TOF kütle 
spektrumu oluşturacak şekilde toplanır. 

● TOF kütle spektrumu zamanın bir fonksiyonu olarak 
saptayıcı sinyalin bir kaydıdır.

● Kütlenin (m) bir molekülünün uçuş zamanı ve bu 
mesafeyi geçerken yüklendiği akım (z) (m/z)½' ye 

orantılıdır.

● Zaman ve (m/z)½ arasındaki ilişki iyonların kütlelerini
hesaplamada kullanılabilir.



MALDI-TOF Kütle spektrometre



MALDI TOF MS



MALDI-TOF MS Akış Şeması

Lazer ışını uygulanır
Hızlı enerji trasferiyle
plaka yüzeyinden
iyon fırlatılır ve
peptidleri gaz fazına
dönüştürür

MALDI plağına +20
ile +30 kV’larda
yüksek voltaj
uygulanır

Jel elektroforezinden
izole edilen proteinler
enzimlerle parçalanır,
tuzlarından arındırılır

Pozitif yüklü peptidler 
uçuş tüpünün ağzına
doğru hızlanırPeptidler ağız

kısmına (z/m)1/2

orantılı bir hızla
ulaşırlar

Peptidler ağız kısmını
geçtikleri anda hepsi
aynı kinetik enerjiye
sahiptir ancak farklı
kütleden dolayı aynı
hıza sahip değildir

Küçük kütleli iyonlar
önce detektöre
çarpar ve sinyal
kaydedilir

Veriler 
bilgisayar
ortamında
değerlendirilir

Kristalizasyon için
doymuş matriks
solusyonu içeren
MALDI plağına
aktarılır



Biyoinformatik Analiz

●BioTyper 
(Bruker Daltonics Inc., Bremen, Almanya)

●Saramis 
(Anagnos Tec GmbH, Potsdam-Golm, 

Almanya)



Kullanılan Cihazlar
● Applied Biosystems Voyager 
DE Pro MALDI-TOF

● Applied Biosystems Q-Star ESI-
Quadrupole-TOF

● Shimadzu LC MS IT-TOF mass 
spectrometer

● Sequenom Mass ARRAY Compact 
Analyser



Kullanılan Cihazlar





Protein Veritabanları

●Pep Sea ve MS-Fit

(http://prospector.ucsf.edu )

●MOWSE ve Mascot

(http://www.matrixscience.com/)

●Profound

(http://prowl.rockefeller.edu/)



Kütle Spektrometrik Verilerle Proteinlerin
Tanımlanmasında Kullanılabilecek Web

Adresleri



Mascot (Matrix Science) ile Peptit 
Kütle Parmak İzi Analizi

Oluşan pik listesi girişi



Mascot (Matrix Science) ile Peptit 
Kütle Parmak İzi Analizi

Olası tanılanmış tür



Makale sayıları?

“MALDI‐TOF” 9520 
“MALDI‐TOF” “bacteria” 1875
“MALDI‐TOF” “fungi” 1194
“MALDI‐TOF” “virus” 297
“MALDI‐TOF” “yeast” 283
“MALDI‐TOF” “food-borne pathogens” 6 

adet

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrezEkim 2012



• MALDI-TOF-MS mikroorganizma analizi için 
önemli bir tanı aracıdır

• MALDI-TOF-MS hastalık teşhis ve tanısında

• Klinik çalışmalar (kanın tarama testleri...) 

• Bakteri, maya, küf ve virüslerin doğru ve hızlı
tanımlanmasında

• Taksonomi ve epidemiyolojik çalışmalarda

MALDI-TOF MS ve 
Mikroorganizma Tanısı



MALDI-TOF MS spektrumun alınması
Tespit limiti:
•105 hücre (çelik grid üzerineki hedef/ örnek)
● Yaklaşık 0.5 µg biyolojik materyal
• 5 x 103 hücre (400) µm AnchorChipTM hedef)
● ~25 ng biyolojik materyal

Veri değerlendirme
Tanımlama ve 
sınıflandırma

ClinProt BioTyper ile mikroorganizma tanısı ve 
sınıflandırmasında genel iş akış şeması

Bilinmeyen saf 
kültürden 
“tek koloni”

Örnek hazırlama:
- Herhangi bir işlem yapılmadan 
direkt ince tabaka
- Hücre ekstraktının direks ölçümü
- Numuneye HCCA çözeltisi ilavesi



Yapılmış Çalışmalar: 
MALDI-MS ile Bakteri Tanısı

m/z oranı ile biyobelirleyici iyonların 
belirlenmesi

Isıtılan intakt bakteri hücreleri

Anhalt JP, Fenselau C. 1975. 
Identification of bacteria using 
mass spectrometry. Anal Chem., 
47: 219–25.



Tanıııı ve sıııınııııflandıııırmada hıııızlıııı, maliyet etkin 
ve uygulanabilir bir yöntem

MALDI-MS ile Bakteri Tanısı



Sularda 5x102 KOB/mL 
limitine kadar B. cereus, 
E. faecium, S, aureus 





Rapid Commun Mass Spectrom.1996;10 (10): 1227-32.

Rapid identification of intact whole bacteria based on spectral 
patterns using matrix- assisted laser desorption/ ionization with 
time‐‐‐‐of‐‐‐‐flight mass spectrometry.

HollandRD, WilkesJG, RafiiF, SutherlandJB, PersonsCC, VoorheesKJ, 
LayJO Jr.

Food and Drugs Administration, National Center for Toxicological
Research, Jefferson, AR 72079, USA



Bacillus anthracis

Brucella melitensis

Yersinia pestis

Francisella tularensis





● Gram‐pozitif koklar 

– Stafilokok, streptokoklar

● Enterobacteriaceae

– Escherichia coli

– Yersinia enterocolitica

– Erwinia türleri 

– Salmonella enterica

● Non fermenter bakteriler

● Campylobacter

Hangi Bakteriler Analiz 
Edilebilir?

● Helicobacter pylori

● Aeromonas

● Haemophilus influenzae

● Streptococcus pneumoniae

● Streptococcus agalactiae

● Bartonella henselae

● Neisseria, Listeria, mikobakteri

● Antibiyotik direncinin dakikalar 
içinde belirlenmesi





P. putida

B. atrophaeus, E. 
coli,
P. putida

E. 
coli

>%90 doğru tanımlama



1660 bakteri izolatının%95.4 doğğğğru tanımlanmış
1 izolatiçin 6 dakika

Maliyet, konvansiyonel fenotipik tanımlamanın %22‐‐‐‐32













MALDI‐MS ile Küf Tanısı

Filamentli funguslar
Penicillium
Aspergillus
Fusarium
Trychophyton rubrum
T. interdigitale, 
T. tonsurans
Arthroderma benhamiae 







MALDI‐MS ile Virus Tanısı

●Viral yapısal proteinlerin 
belirlenmesi

●Gen terapi için değiştirilen viral 
vektörlerin izlenmesi

●Terapötik gen ve ekspresyon 
ürününün belirlenmesi



Adenovirus yapı proteinleri

Yao X, Freas A, Ramirez J, Demirev PA, Fenselau C. 2001. ProteolyticO‐18 labelingfor comparative 
proteomics:model studies with two serotypes of adenovirus. Anal Chem 73:2836±2842.



SONUÇ

MALDI-TOF MS Yöntemi:

● Bakteri tanısında klasik biyokimyasal ve genetik esaslı yöntemlerin
dışında, doğruluk oranı ve tekrarlanabilirliği yüksek 

– Hızlı; dakikalar içinde sonuç alınabilen

– Maliyet etkin

– Antimikrobiyal direnç

– İlaç hedefleri

● Küfler çalışmalarında

● Viruslarla yapılan çalışmalarda da kullanılabilen 

bir tekniktir. 


