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1. Roviditések jegyzéke

Rovidités Név

APCI atmoszférikus nyomasu kémiai ionizaciod
(atmospheric pressure chemical ionization)

APPI atmoszférikus nyomasu fotoionizacio
(atmospheric pressure photo ionization)

CI kémiai ionizacid (chemical ionization)

CID iitkoztetéssel kivaltott bomlas (collision induced
dissociation)

ESI elektroporlasztasos ionizacid (electrospray ionization)

FAB gyorsatom bombazas (fast atom bombardment)

IgG immunglobulin G

LC-MS folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrométer

(liquid chromatography — mass spectrometry)

MALDI matrixszal segitett 1ézer deszorpcid/ionizacid
(matrix assisted laser desortion/ionization)

MRM tobbcsatornds reakciokovetés (multiple reaction
monitoring)

MS tomegspektometria (mass spectrometry)

MS/MS tandem tomegspektrometria (tandem mass spectrometry)

QQQ harmas kvadrupdl analizator (triple quadrupole analyser)

QTOF kvadrupol-repiilési id6 analizator

QTrap kvadrupoél-ioncsapda analizator

TOF repiilési 1d6 analizator (time of flight analyser)



2. Bevezetés

A tomegspektrometria (MS, mass spectrometry), mint szerkezetkutatasi és
analitikai modszer egyre nagyobb teret hodit elényeinek koszonhetéen komplex bioldgiai
mintak analizisében, a molekularis bioldgia, proteomika és a glikoproteomika teriiletén.
A tomegspektrometrids analizis eldénye, hogy kis anyagmennyiségek ¢s komplex
bioldgiai mintdk komponenseinek kvalitativ és kvantitativ meghatarozésara alkalmas. Az
MS analizisek mellett szol a rovid analizis 1d6, az extrém érzékenység és a
kromatografidval torténd kapcsolasi lehetdség. Hatranya, hogy a kapott spektrumok
értékelése bonyolult lehet és az izomerek megkiilonboztetése akadalyokba iitkozhet
kromatografids technikak vagy egyes mintaeldkészitési 1épések alkalmazasa nélkiil.

A ma mar hagyomanyosnak tekinthetd és csak illékony komponensek vizsgalatara
alkalmas elektroniitk6zéses (EI) ¢és kémiai (CI) ionizacié mellett 1j, ,kiméletesebb”
ionizacioés modszerek jelentek meg (pl.: FAB, MALDI, APCI, ESI, APPI, stb.), amelyek
a tomegspektrometria alkalmazhatdsagat polaros és nagy molekulatomegi ill. bomlékony
anyagokra is kiterjesztették. Az ionizacids modszer megvalasztasat a vizsgalt vegyiilet
polaritasa és mérete hatarozza meg. Az elektroniitk6zéses ionizaciot (EI, electron impact)
elsésorban kis moltomegii, illékony, apolaros vegyiiletek (szénhidrogének, aromas
vegyiiletek, flavonoidok, szteroidok, stb.), az elektroporlasztasos ionizaciot
(Electrospray, ESI), atmoszférikus nyomason torténd kémiai ionizaciot (APCI) és a
matrixszal segitett 1ézer deszorpcios ionizaciot (MALDI) nagyobb moltomegi,
polarosabb vegyiiletek, pl. peptidek, proteinek, nukleotidok, stb. vizsgalatara hasznaljak.

A molekularis biologiai és proteomikai kutatdsok eszkdztaraban fontos szerepet
toltenek be a MALDI ¢és  elektroporlasztasos  ionforrdssal — rendelkezd
tomegspektrométerek. A kovetkezOkben ezen inforrasok tulajdonsagait tekintjiik 4t meg

részletesen.



3. Matrixszal segitett 1ézer deszorpcio és ionizacio (MALDI)

1988-ban Tanaka és a tole fiiggetleniil tevékenykedd Hillenkamp és mtsai nagy
molekulatdomegli  biomolekuldk ionizacidra alkalmas matrixszal segitett 1ézer
deszorpcid/ionizacids ionforrast fejlesztettek ki. Ezért a felfedezésért Tanaka 2002-ben
megosztott NOBEL dijat kapott.

A MALDI szintetikus makromolekuldk, proteinek vizsgalatara alkalmas ionizacids
technika, a nagy molekulatdomegli intakt fehérjék vizsgdlatanak legjobb ionizacios
moddszere. A mintat egy olyan molekulaval kristalyositjuk egyiitt, amely az alkalmazott
1ézer hullamhosszan erds fényelnyelést mutat (pl.: nikotinsav, fahéjsav, 2,5-dihidroxi-
benzoesav, stb). Ezekben a matrixokban a minta bomldsa minimalis és gazfazisban segiti
a minta ionizacidjat. A lézer impulzus hatdsara a kristalyos anyag elparolgésanal a minta
molekuldi szeparaltan 1épnek 4t a gbzfazisba. Erzékeny modszer, 10"° — 107" mol
mennyiségli minta kimutatdsara alkalmas pozitiv és negativ lizemmoddban. Foként
egyszeres, esetleg kétszeres toltésli ionok, protonalt, gyakran kationizalt molekuldk (pl.
(M+Na)", (M+K)") lathatok a spektrumban, fragmentacié nem jellemzé.

A modszer eldnye, hogy nagytdmegli molekulak vizsgalatara is alkalmas (~ 3-400 -
200.000 Da), tolerans soszennyezésre (mmol koncentracidban) és alkalmas keverékek
direkt analizisére. Hatranya, hogy on-line nem kapcsolhatd elvalasztastechnikai
modszerekkel, mivel a vizsgdlat el6tt a minta kristdlyositasa sziikséges. Hatranya
tovabba, hogy nagy tomegii molekuldk esetén a molekulacsucs széles lehet, valamint
mennyiségi meghatarozasra nem alkalmas.

A MALDI ionforrast leggyakrabban repiilési 1d6 analizatorral (Time of Flight,
TOF) kapcsoljak.
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Figure 2. The soft laser desorption process

A MALDI ionizacios technika elvi abraja

Példaként egy nagy molekulatomegli fehérjérdl (IgG) felvett tipikus MALDI
spektrum lathaté a kovetkez6 abran. A fehérje molekulatomege az 1 €s 2 szeresen toltott

protonalt molekulaionok alapjan hatdrozhaté meg.
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4. Elektroporlasztasos ionizacio (Electrospray, ESI)

A porlasztdson alapuld electrospray ionforrds a proteomikai kutatasokban
alkalmazott egyik leggyakoribb ionizacids technika. A folyékony halmazallapoti
mintaoldat kapillarison keresztiil jut az ionforrasba, ahol nagy fesziiltség alkalmazésa,
porlasztd gaz és flités segiti az ionizaciot. A kapillaris €s a vele szemben elhelyezkedd
ellenelektrod kozott elektrosztatikus tér jon 1étre és ennek kovetkeztében a kapillarisbol

kilépo folyadék toltéssel rendelkezd cseppekre hullik szét.
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Figure 1. The electrospray process

Electrospray ionizacids technika elvi abraja

Az elektroporlasztasos ionizacié mechanizmusa kétféle modellel magyarazhato:
=  Toltéesmaradvany modell (Charge residue model):

tobbszordsen toltott cseppek parolognak ¢és kritikus |
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jonnek létre és a folyamat végén a minta szolvatalt/



hidratalt protonalt (MH") ionjai jelennek meg.

= Jon-evaporacios modell (lon evaporation modell):

e a toltott aeroszol csepp egy kisebb olddszer cseppet 10k ki

i,\ /: magabol, amelynek kovetkeztében az 0Osszes oldoszer
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Az elektroporlasztas nagyon érzékeny modszer (~107% — 107" mol), mely kis és
nagy tomegl molekuladk, pozitiv és negativ ionok, er0sen polaris/ionos komponensek
meghatarozasara is alkalmas. Elénye, hogy kapcsolhaté kromatografiaval és mennyiségi
meghatarozasra is alkalmas. Kevéssé tolerdlja a szervetlen sokat és egyéb szennyezoket,
ezért a kromatografids rendszerben csak illékony puffer hasznalhatdé (pl.: ammoénium-
formidt, ammonium-acetat). Az ionizacidés folyamat sordn tobbszordsen toltott
molekulaionok is keletkezhetnek, ezért alkalmas nagy molekulatomegili proteinek,
glikoproteinek, oligonukleotidok, polimerek szerkezeti meghatirozdsara. Az ESI-vel
torténé mérések reprodukalhatosdga kedvezobb, mint a MALDI ionforrassal torténd
analiziseké MALDI-nél alkalmazott kristalyositas rossz reprodukdlhatosdga miatt. Az
ionforras folyadékkromatograffal kdzvetleniil kapcsolhaté (LC-MS).

Az ESI interfészt leggyakrabban kvadrupo6l(Q)/harmas kvadrup6l(QQQ), repiilési idd
(TOF) ill. 1oncsapda (iontrap) analizatorokkal kapcsoljak, de manapsag egyre gyakrabban
alkalmazzak ezek kombinacioit is (pl. QTOF, QTrap, stb.)

Példaként a mioglobin elektroporlasztasos ionizacioval felvett spektruma lathat6 az
abran. A spektrumban a tobbszordsen toltott ionok jelennek meg, amelyekbdl a

molekulatdmeg szamitogépes program segitségével meghatarozhato.
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5. Tandem tomegspektrometria

Az 1j ionizacios lehetdségek, ill. a muszertechnikai fejlesztések lehetévé tették a
tandem tomegspektrometria (MS/MS) szélesebb korti elterjedését, amely a vizsgalt
vegyiiletr6l a kordbbindl sokkal részletesebb informaciét szolgaltat. Tandem
tomegspektrometridnak nevezziikk azokat a modszereket, amelyek sordn gazfazisu
fragmentacios folyamatokban anyaion-lednyion kapcsolat hatdrozhaté meg. A
hagyomanyos tomegspektrometria (MS) és tandem tomegspektrometria (MS/MS) kozotti

kiilonbség az alabbi abran lathato:
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A hagyomanyos tomegspektrometrias kisérletek esetén az ionizaciot kovetden az
ionforrasban képz6dd ionokat ,azonnal” tomeg szerint elvalasztjuk ¢és detektaljuk.
Tandem tomegspektrometria esetén az ionizacidt kovetden kivélasztjuk azt az iont,
amelynek szerkezetét meg akarjuk hatdrozni (piros kor) ¢és ezt az iont
gerjesztjilkk/fragmentaltatjuk. Az igy nyert fragmenseket m/z értékiik szerint
szétvalasztjuk. A tandem tOmegspektrometrids vizsgalatok soran két azonos vagy
kiilonbozd analizatort hasznalunk, melyek kozott titkdzési cella talalhatd a fragmentacio
eldsegitésére.

Ily modon lehetdség van a tomegspektrumban észlelt minden egyes ionrdl Gjabb
tomegspektrum felvételére, €s ennek segitségével egy ionnak nem csak a tomegérol,
hanem szerkezetérdl is informdéciot kaphatunk, pl. anyagkeverékek vizsgalata esetén
MS/MS technikaval az egyes komponensekrdl “tiszta” spektrum nyerhetd. Egyes
jellegzetes  fragmentacios  folyamatok tandem  tomegspektrometriaval — torténd
monitorozasaval adott szerkezeti egységet tartalmaz6 molekulak azonosithatok.

Az ionok belsd energidja (gerjesztettsége) jelentds szerepet jatszik a fragmentacios
folyamatok sordn. Ha az ion belsd energidja nagy, akkor spontan bomlas kovetkezik be.
Abban az esetben, ha ez nem elég a fragmentacidhoz, akkor masodlagos gerjesztés
sziilkséges. A gerjesztés torténhet gazmolekuldkkal, feliilettel, fotonokkal, ill.
elektronokkal torténd  iitkoztetéssel. A legegyszeriibb és legelterjedtebb a
gazmolekulakkal (nitrogén, nemesgaz) torténd litkdztetés (collision induced dissociation,
CID), amikor a nagy kinetikus energiaji ionok a gézmolekuldkkal iitkoznek és ez a
kinetikus energia bels6 energiavéa alakul at.

A leggyakrabban alkalmazott tandem tomegspektrometridas mérési mod az Un.
termékion analizis (leanyion analizis/product ion scan): az elsd analizatorral kivalasztjuk
a vizsgaland6 anyaiont, majd fragmentaljuk az iitk6zési cellaban ¢és a masodik analizator
felhasznalasaval kapjuk a lednyionok tomegspektrumat. A kapott spektrumok az anyaiont
jellemzik, igy a vegyiiletek szerkezet meghatarozasara alkalmasak. Leggyakrabban
metabolitok  szerkezetazonositdsdra,  fehérjék, bioldgiailag  aktiv  molekuldk
szekvenciajanak meghatdrozasara hasznaljak. Az anyaion analizis (precursor ion scan) a
molekulaion meghatirozasara alkalmas, ha a minta tobb komponenst is tartalmaz és nem

egyértelmilen azonosithatok a molekula és- fragmensionok a sepktrumban. A semleges



molekula vesztés analizis (neutral loss) a jellegzetes valtozasok (pl. vizvesztés)
monitorozasaval kiilonbozé vegyiiletcsaladok meghatarozasat teszi lehetévé (pl.
metabolitok vizsgalatakor a konjugdtumok kisziirése). A fragmentacids folyamatok
monitorozdsa (multiple reaction monitoring, MRM) a mar azonositott lehetséges
szerkezetek azonositdsara alkalmas, ill. kvantitativ vizsgalatokban a legszelektivebb

mennyiségi meghatarozast teszi lehetove.

Példaként egy peptid tandem tomegspektruma lathaté az abran.
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A spektrumban észlelhetd csucsok tavolsagabol (tomegkiilonbségébdl) a peptid

szekvenciaja meghatarozhato.

6. Proteomikaban alkalmazott tomegspektrometrias modszerek

Biologiai mintdk részletes és pontos analizisét a mintdk komplexitasa (t6bb
komponens egyszerre torténd jelenléte) neheziti. Ahhoz, hogy a vizsgalni kivant mintarol
részletes mennyiségi €s mindségi informaciot szerezziink, érzékeny és szelektiv
technikdk egylittes alkalmazasara van sziikség. A tipikus proteomikai vizsgalat elsd
Iépése a fehérjék izolalasa és elvalasztasa. Erre a célra egyre gyakrabban 2D

gélelktroforézist hasznalnak, amelyet a meghatarozni kivant folt kivagasa kovet.
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A proteomikai kutatdsok egyik, és a tomegspektrometridban leggyakrabban
alkalmazott modszere az Un. ,buttom-up” technika. A buttom-up technika az alulrél
folfel¢ torténd épitkezésre utalva azt jelenti, hogy az ismeretlen protein azonositdsa a
peptidek meghatarozasaval torténik, azaz a vizsgalni kivant proteint peptidekre bontjak a
miiszeres analizist megel6zéen. A peptidekre hasitas altaldban enzimatikus moédszerrel,
pl. tripszinnel torténik. Az MS-mérést megel6z6 mintaeldkészités kulcsfontossag
szerepet tolt be, hiszen a tomegspektrometrids analizis érzékenységét noveli a tiszta,
szennyezddés (matrix) nélkiili minta.

A peptideket az MS-analizisét megel6zoen folyadékkromatografidss modszerrel
(HPLC) elvalasztjuk, amely nagymértékben csokkenti az elnyomasi effektusokat és segiti
a tObbszorosen toltott ionokat tartalmazo, bonyolult spektrumok értékelését. Az
enzimmel emésztett protein peptidjeinek keverékét leggyakrabban forditott fazisu
oszlopon valasztjuk szét, a HPLC kozvetleniil kapcsolhaté ESI ionforrashoz. A
vizsgélatokat tandem MS mérésekkel kiegészitve, a peptidekrdl (és a vizsgalni kivant
fehérjérdl) részletes szerkezeti informacidkat kapunk. A ,,buttom-up” modszerrel végzett
kutatasok eredményeinek értékelését bioinformatikai szoftverek és adatbazisok segitik
(pl. MASCOT, PLGS programok, Uniprot adatbazis): az MS-mérés soran a spektrumban
lathato peptid-tomegeket genomikai vagy tomegspektrometriai adatbazisokban talalhaté
tomegadatokkal hasonlitjdk Ossze és az egyezés alapjan hatdrozzdk meg a fehérjék
szekvenciajat. A mddszer sikeres alkalmazasahoz és az adott protein azonositasdhoz tobb

peptid meghatarozasara van sziikség. Tobb peptid azonositasaval a protein aminosav-
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szekvenciajanak lefedettsége novekszik €és az értékelés és meghatarozas pontosabba

valik.

Az abran egy adatbazisban torténd keresés menete és eredménye lathato:
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A tomegspektrometriaval torténd fehérje azonositast nagymértékben neheziti a
fehérjék kémiai mdédosulasai (Gn. post-transzlaciés modosulasok, PTM). Ezt segitik a
kiilonb6zd tandemtomegspektrometrids modszerek egyiittes alkalmazasai, ill. A pontos

tomegmeéreés.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a tomegspektrometria - kromatografias
technikdkkal kapcsolva - érzékenységének, robosztussdganak és szelektivitdsanak
koszonhetden széles korben alkalmazhatd biologiai rendszerek komplex analizisére.
Napjainkban a proteomikai kutatdsokban a modszer nélkiilozhetetlenné valt és egyre

gyakrabban hasznaljak orvosi diagnosztikai célokra is.
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