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Stratégiavaltas a tomegspektrometriaban: biokémiai és orvosi
kutatasi iranyzatok
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1. Bevezetés

A tomegspektrometria mind a szerkezetkutatds, mind
pedig az analitika egyik legszélesebb korben alkalmazott
moddszere. Ennek sematikus vazlatat az 1. abra mutatja:

— termeékel,
ragmentacio spektrum

101mzacid

1. Abra. A tomegspektrometria sematikus vézlata

A mintabdl ionokat allitunk eld, majd meghatarozzuk az
ionok pontos tomegét és intenzitasat. Az ionizacid soran az
ionokat gerjesztjiik, mely bomlasukhoz (fragmentacidhoz)
vezet. Ennek jelentdsége, hogy a molekulardl kiillonbozo
atomcsoportok hasadnak le, mely az adott molekula
szerkezetének fliggvénye. Ez teszi lehetévé, hogy a
tomegspektrometriat a molekulaszerkezet meghatarozasara
hasznaljuk. A tomegspektrométerben észlelt jel intenzitasa
a vizsgalt anyagmennyiséggel aranyos, ami az analitikai
alkalmazasok alapja. Az igy nyert tomegspektrum az egyes
ionok intenzitaseloszlasat (eléforduldsuk gyakorisagat)
jelenti. A mddszer rendkiviil érzékeny, akar pmol, fmol
mennyiségli anyag vizsgalatara is alkalmas.

A tomegspektrometria alapvetd valtozasokon ment keresztiil
az utobbi években, évtizedekben. Az 1Uj mintabeviteli
moédszerek (HPLC, kapillaris elektroforézis) és az 1j
ionizéacids technikak nagymértékben megkonnyitették ¢&s
hatékonnya tették anyagkeverékek, nyomszennyezések
ill. biologiai matrixban 1évé anyagok vizsgalatat. El6ny6s
tulajdonsagai miatt a tomegspektrometriat a kémia szamos
tertileten hasznaljak, ezek koziil is kiemelkedd jelentdségii a
biokémia, a gydgyszeripar és a kornyezetvédelem.

2. Stratégiavaltas — vij kutatasi koncepcio

Az utdbbi években a tomegspektrometria alkalmazasa
a biokémiai és orvosi kutatasok irdnyaba tolodott el. A
tudomanytol elvart, hogy tarsadalmi igényeket elégitsen
ki, az egyik legfontosabb ilyen igény az ¢letmindség
javitasa. Ennek egyik latvanyos jele az orvosi kémiai,
orvosi  analitikai  kutatas-fejlesztés  eldretorése. A

" F6szerzd. Tel.: 438-4141; fax: 438-1157 ; e-mail: vekey@chemres.hu

tomegspektrometria ilyen iranyu alkalmazasat az (j
ionizacids modszerek (az ugynevezett elektroporlasztas
és a MALDI ionizacio) kifejlesztése forradalmasitotta,
lehetévé téve makromolekuldk (elsdsorban proteinek) és
komplex keverékek (igy példaul vér, vizelet) vizsgalatat.
A tomegspektrometria jelentés eldretorése ezeken a
teriileteken elsdsorban annak koszonhetd, hogy a) kis
mennyiségben rendelkezésre allé b) bonyolult matrixokban
1évé minor komponensekrdl is szerkezeti és mennyiségi
informacié nyerhetd. Mindennek eredményeképpen a
tomegspektrometria mind a biokémia, mind az orvosi
analitika egyik f0 eszkozévé valt, melynek fontossagat a
2002 évi Nobel dij (Fenn, Tanaka: ESI és MALDI ionizacids
madszerek kifejlesztése) jol jelzi.

Az orvosi diagnosztika egyik gyorsan fejlodé iranya
a szervezet allapota ¢és molekularis jellemzok (egyes
vegyiiletek megléte, vagy koncentracidévaltozasa) kozotti
Osszefiiggések vizsgalatan alapul. Genetikai eltérések,
proteinek, enzimek szintjén bekovetkezd valtozasok,
ill. a szervezetben eléforduld kiilonb6zd kis molekulak
(~1000 Da-nal kisebb molekulatomegii vegyiiletek,
metabolitok) koncentraciovaltozasai kovethetok nyomon,
esetenként koros metabolitok megjelenése is bekovetkezik.
Tomegspektrometriaval mind kis molekulak, mind proteinek
szintjén bekdvetkezd valtozasok, eltérések vizsgalhatok, az
ilyen iranyG biokémiai, orvosi-analitikai kutatasok gyors
iitemben terjednek.

Az MTA Szerkezeti Kémiai Intézetében ennek a
szemléletvaltasnak a jelentdségét elsok kozott felismerve,
nemzetko6zi tendencidkkal 6sszhangban, 0j kutatasi témakat
inditottunk. Ezek részben modszertani jellegiiek, részben
pedig orvosi-analitikai célfeladatok megoldasara iranyultak
és iranyulnak.

3. Mdédszertani fejlesztések

Modszertani fejlesztéseink egyik célja a kutatds és a
gyakorlati  alkalmazasok hatékonysaganak ndvelése.
Ma mar a tomegspektrométerek mikodése jelentds
mértékben automatizalt (ill. automatizalhatd), igy a
kutatas és a gyakorlati alkalmazas egyik legiddigényesebb
része az eredmények értékelése. Olyan szamitogépes
programcsomag kifejlesztésén dolgozunk, mely spektrumok
értékelését segiti'. Két kiemelt témakorre koncentralunk,
egyrészt peptidek u.n. de-novo szekvenalasara, mely a
proteomika talan legkevésbé megoldott feladata, masrészt
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gyogyszermetabolitok spektrumdnak elméleti eldrejelzésére,
mely a metabolitkutatast segiti és gyorsitja.

Metodikai kutatdsaink masik fontos iranya 1ij ionizacids
modszerek fejlesztése. Olyan megoldast kerestink, mely
feliiletek vizsgalatara alkalmas, igy példaul szovetek ill. a
testfelszin kozvetlen vizsgalatat® is lehetdvé teszi. Tavlati
célunk €16 szovetek vizsgalata, ami a tomegspektrometria
biokémiai és orvosi alkalmazasait forradalmasithatja.

4. Orvosi alkalmazasok

Orvosi-analitikai munkdnk célja, hogy segitsiik betegségek
korai kimutatasat, a megfeleld gyogyszerek kivalasztasat,
és ezzel hozzdjaruljunk a sikeres gyogykezeléshez. Ennek
érdekében 1j modszereket dolgozunk ki, kiilfoldon bevalt
moédszereket adaptalunk, valamint ezeket alkalmazzuk
orvosi célfeladatok megoldasara. Ezek koztul két
témat mutatunk be, melyek jol illusztraljdk mind a kis
molekuldkkal kapcsolatos klinikai alkalmazasok, mind
pedig a makromolekulakkal (proteomikaval) kapcsolatos
orvosbiologiai kutatdsok eredményeit.

Ujszulottkori  anyagesere rendellenességeket ma mar
szamos orszdgban tomegspektrometridas modszerekkel
szlirnek. Ezt a kulf6ldon mar bevalt technoldgiat a Heim Pal
Korhaz és a Budai Gyermek Koérhazzal egyiittmikodésben
adaptaltuk, bevezettik a hazai gyakorlatba. A korai
diagnoézis lehetévé teszi szamos anyagcsere betegség
korai, rutinszerli kimutatdsat ¢és gyogyitasat, még a
tinetek jelentkezése eldtt. Ennek azért van igen nagy a
jelentdsége, mert ha a kezelést csak a tinetek megjelenése
utan kezdik el, maradand6 karosodas, esetleg halal is
bekovetkezhet. A mddszerrel az anyagesere soran képzodo
kiilonb6z6 metabolitok (aminosavak és acilkarnitinek)
egyes komponensek koncentracidja megvaltozik — ezt
detektaljuk tomegspektrometriaval. Sziirdmodszerrdl 1évén
sz0, a gyakorlati szempontok igen fontosak. Szlirépapirra
szaritott vércseppet dolgozunk fel, mivel ennek szallitasa
problémamentes. A minta-elokészités viszonylag egyszerii
és konnyen automatizalhaté metanolos extrakcio, melyet
butilészter képzés kovet. A vizsgalat eredményeként kapott
aminosavprofil (2. dbra) jol jelzi az aminosav anyagcsere
esetleges rendellenességeit. Az acilkarnitinekr6l analdg
moddon hasonlé profilt nyeriink.

Az analizis tandem tomegspektrometriaval (MS-MS-sel)
torténik, mely rendkiviil specifikus és érzékeny analitikai
technika. A tandem tomegspektrometria gyorsan terjedo,
nagy teljesitoképességli modszer. Ez a hagyomdanyos
tomegspektrometrianal Iényegesen szelektivebb,
alkalmazasa bonyolult keverékek, matrixok esetén
ktlonosen elonyods. MS/MS esetén a célzott vegyiiletcsoport
vegyitiletek szelektiv azonositasara. Butilezett aminosavakra
a butil-formidt ill. az ezt kovetd ammoniavesztés
jellemzo; igy az MS/MS kisérletet tgy végezziik, hogy
ezeket a folyamatokat detektalja. Acilkarnitinek ko6z6s
jellemzéje egy 85 Da tomegli fragmens megjelenése,
igy MS/MS segitségével ennek képzddését hasznaljuk
azonositasra ¢és mennyiségi meghatarozasra’. Tandem
tomegspektrometria alkalmazasa lehetévé teszi a vérben
ppm ill. ez alatti koncentracidban jelen levé aminosavak
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2. Abra. Vér aminosavprofilja egészséges ill. fenilketonurias (PKU)
esetben

¢és karnitinek mennyiségi meghatarozasat anélkil, hogy
elozetes vagy ,,on-line”, kromatografias elvalasztast kellene
alkalmaznunk. Fontos hangsulyozni, hogy az altalaban
szokasos kromatografias 1épés elhagyasa nem Oncéla
(,,mi még ezt is meg tudjuk csindlni”), hanem a vizsgalat
idejének jelentds roviditését szolgalja. Ez MS-MS esetén
1-2 percre rovidil, szemben a kromatografias futashoz
sziikséges, tipikusan mintegy 30 perc kortli idovel. Ez
az idOnyereség sorozatvizsgalatok esetén igen fontos
szempont. Az itt ismertetett modszert validaltuk, és szamos
korhazzal egyiittmiikodve a gyakorlatban is alkalmazzuk.
Az  eddigiekben elsGsorban  célzott  vizsgalatokat
végeztink, a sokszaz elvégzett vizsgalat soran mintegy 25
anyagcserebeteget idoben azonositottunk. Ezzel jelentosen
hozzajarultunk a sikeres gydgyitashoz, vizsgalatainknak
tobb esetben életmentd szerepe is volt. A modszert a
kozeljovoben mint orszagosan kotelezd (minden 0jsziil6tton
elvégzendd) szlirbvizsgalatot is bevezetik.

Orvos-analitikai kutatasaink masik fontos teriilete az 0.n.
savas l-alfa glikoprotein (AGP) vizsgalata, mely irany a
proteomikéhoz kapcsolodik. Az AGP egy igen heterogén
szérumfehérje, melyet tobb gén kdodol. A peptidlanchoz
5 kulénbozdé  helyen u.n. ,komplex”  struktaraju
oligoszaccharid csoportok kapcsolddnak (N-glikozilez6dés).
Az oligoszaccharid lancok valtozatos felépitésiiek, jelends
heterogenitast mutatnak, amely a glikozilezodés helyétdl is
figg. Kutatasaink célja az AGP glikozilezddési mintazatanak
meghatarozasa és annak vizsgalata, hogy ez milyen jellemzd
valtozast szenved rakos megbetegedés esetén. Vizsgalataink
elsé lépéseként az intakt glikoproteint tanulmanyoztuk,
melyet az Orszagos Onkoldgiai Intézetben, egylittmikodés
keretében izolaltak*. Megallapitottuk, hogy a molekula,
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az eldzetes varakozasnak megfelelden igen heterogén,
kiilonb6z6 szerkezeti valtozatainak molekulatomege 30 és
45.000 Da kozotti tartomanyban észlelhetd. A vizsgalatok
kovetkezd 1épése a molekulan levé oligoszaccharid
strukturak szerkezetmeghatarozasa. A glikoproteinrél PNG-
ase F enzimmel lehasitottuk az oligosszaccharid lancokat,
majd ezek szerkezetét MALDI tomegspektrometridval
vizsgaltuk. Az AGP cukorfrakciora jellemz6 MALDI
tomegspektrum a 3. abran lathato. Mintegy 40 kiilonboz6
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3. Abra. Egy AGP minta oligoszaccharid komponenseinek jellemz6
MALDI tomegspektruma.

szerkezetet azonositottunk és meghataroztuk ezek eloszlasat
(eléfordulasi gyakorisagat). Megallapitottuk, hogy az
oligoszaccharidok az egyes mintakban (a kiilonb6zd
személyekbdl izolalt AGP esetén) jellemzo, és egymastol
eltérd eloszlast mutatnak®S. A szerkezetvizsgalat kovetkez6
Iépése az egyes glikozilez6dési pontok vizsgalata volt.
A glikoproteint tripszinnel emésztettik, és a képzddo
glikopeptideket azonositottuk kapillaris-HPLC-hez kapcsolt
tomegspektrometria  és  tandem  tomegspektrometria
segitségével. A vizsgalat eredményeképp meghataroztuk
a jellemz6 oligoszaccharid eloszlasokat. Megallapitottuk,
hogy ez az ecloszlas az egyes glikozilez6dési pontokon
kilonboz6, ami a molekula szerkezeti valtozatossagat
tovabb noveli. A glikoprotein szerkezetvizsgalatat kovetden
megvizsgaltuk, hogy az oligoszaccharid eloszlas jellemzi-e,
illetve milyen mértékben jellemzi a szervezet allapotat. A
vizsgalathoz mintegy 40-50 kiilonb6z6 személyt6l szarmazo
AGP mintat hasznaltunk fel, melyeket 3 kiilonboz6
csoporttdl szarmaznak: (1) egészségesek, (2) ovarium
tumoros ill. (3) lymphomas betegek. A tomegspektrometrias
vizsgalat  eredményeképpen  kapott  oligoszaccharid
eloszlasokat kemometriai modszerekkel értékeltik. Linedris
diszkriminancia analizis (LDA) segitségével sikeresen
megkiilonboztethetok mind az egészséges és a beteg, mind
pedig a két kiillonbozd rakos megbetegedésben szenvedd
egyének. Az eredmények azt mutatjak, hogy a glikozilez6dés,
ill. konkréten az AGP glikozilezddése a betegségre jellemz6
mintazatot mutat, igy ez potencialisan egy 1j, széles korben
elfogadott onkomarker lehet.

New Focus in Mass Spectrometry: Biochemical and
Biomedical Applications

Mass spectrometry is among the most important and widespread
structure determination and analytical tools. For a long time its main
application fields were related to organic chemistry, pharmaceutical
and environmental applications, predominantly —molecules
below 1000 Da molecular mass were studied. Developments
in methodology and instrumentation resulted in innovative

5. Kitekintés

A tomegspektrometria mintegy fél évszazada a
szerkezetkutatds és az analitika egyik legfontosabb,
legszélesebb  korben hasznalt modszere. Korabban
ennek alkalmazasa viszonylag kisméreti molekuldkra
korlatozodott. Az utobbi évek modszertani fejlesztései
eredményeképpen driasmolekuldk, molekuldris komplexek,
valamint igen bonyolult keverékek is vizsgalhatova valtak,
aminek kovetkeztében a tomegspektrometria 0j kutatasi
teriileteken jutott kulcsfontossagu pozicidba. Ezek koziil
talan a biokémia és az orvosi analitika a legfontosabb, a
tomegspektrometriai kutatasok sulypontja is erre toloédott el.
Varhato, hogy a kovetkezd évtizedben a tomegspektrometria
nem csak az orvosi kutatdsban, hanem a klinikai
gyakorlatban is jelentOs szerepre tesz szert. Véleményliink
szerint ¢ terlileten, mar csak tarsadalmi jelent6sége miatt
is, a kozeljovoben forradalmi fejlodés varhatd, sajat
kutatasainkat is ilyen iranyban koncentraljuk.

Kdoszonetnyilvanitas

Koszonetiinket  szeretnénk  nyilvanitani  jelenlegi  ¢és
korabbi kollégainknak, hazai és kulfoldi egyiittmiik6do
partnereinknek, akik részvétele és segitsége nagy mértékben
hozzajarult munkank, kutatdsaink sikeréhez. Ezek kozil is
kiemelném Prof. Kremmer Tibort, Dr Schuler Agnest, Dr
Szabd Terézt, Dr Schlosser Gittat, Dr Pocsfalvi Gabriellat,
és Prof. Antonio Malornit, akikkel a fent bemutatott orvosi-
diagnosztikai kutatasokat végezziik. Koszonettel tartozunk
tovabba az OTKA TO043538, a 1/A/005/2004 NKFP
MediChem?2 és az EU QLK2-CT-2002-90436 szamu Center
of Excellence in Biomolecular Chemistry projekteknek a
kutatast lehetové tevo pénziigyi tAmogatasért.
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ionization techniques (making macromolecules amenable for mass
spectrometry); in the widespread use of tandem mass spectrometry
(yielding more structural information and facilitating mixture
analysis); and convenient on-line coupling to chromatography.
These developments opened new fields for application of mass
spectrometry, among which proteomics, biochemistry and
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biomedical applications are in the forefront of interest. Our
own research efforts are concentrated in two closely interacting
fields: Developments of new mass spectrometric technology and
biomedical applications.

In the paper two recent applications in the biomedical field
are discussed: Neonatal screening, based on the study of small
molecules and the search for new tumor markers, related to
proteomics (glycoproteins). Neonatal screening is widespread, and

is mostly based on tandem mass spectrometry. We have introduced
this technique to Hungary, methods related to amino acid and
acilcarnitine profiling have been applied in a clinical environment.
We have studied the structural diversity (heterogeneity) of alpha-1-
acid glycoprotein (AGP), and correlation between sugar stuructures
and neoplastic diseases. It was found the the oligosaccharide
distribution of this glycoprotein depends significantly on the state of
the patient, the patterns corresponding to healthy subjects, ovarium
tumor and lymphoma patients are characteristically different.
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