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Summary

KirArLy, M., DaLmapi-Kiss, B., Dranos, L., VEkey, K., ANTAL,
L, Lupanyy, K.: Application of Mass Spectrometry in Pro-
teomics

Mass spectrometry is a high sensitivity, highly selective, high
throughput analytical technique. It is well suited to characterize
polar, high mass molecules. It is one of the prime analytical tech-
niques to study proteins, to determine their molecular mass, their
amino acid sequence and their post-translational modifications.
The objective of the present article is to introduce the most impor-
tant mass spectrometry based methods relevant for protein analy-
sis, like ionization techniques, mass analyzers and tandem mass
spectrometry. We shall also introduce ,top-down” and , buttom-
up” protein sequencing and protein quantitation as well.

Keywords: protein, proteomics, mass spectrometry, , top-down”,
bottom-up”

Osszefoglalds

A tomegspektrometria nagy érzékenységii, szelektiv ,high
throughput” analitikai technika, amely alkalmas nagy molekula-
témegil, polaros makromolekulik jellemzésére. A mddszer a fehér-
je kutatdsok egyik legfontosabb analitikai médszere, segitségével
a fehérje molekulatomege és elsodleges szerkezete is meghatiro-
zhatd, specidlis tandem tomegspektrometrids technikikkal pedig
lehetdség van a poszttranszlcios modosuldsok helyspecifikus
analizisére, a molekuldk heterogenitdsinak jellemzésére. Jelen
dsszefoglald célja, hogy bemutassa a fehérje analitikdban hasznalt
legfontosabb timegspektrometria alapii technikdkat és késziil-
¢keket (ionforrdsok, specidlis analizitorok és fragmentdcios tech-
nikdk, ,hibrid” késziilékek), valamint a szekvencia meghatdrozds
mddszereit (,top-down”, ,bottom-up”, nativ fehérje meghatiro-
zds). Kiilon fejezet foglalja Gssze a kvantitativ fehérje analizis
lehetséges mddszereit.

Kulcsszavak: fehérje, proteomika, tomegspektrometria, ,top-
down”, ,bottom-up”

1. Bevezetés

A proteom az él6 szervezetben eléfordulo teljes fe-
hérjedllomany, a proteomika ennek szerkezeti és
funkcionalis vizsgalataval, megértésével foglalko-
z6 tudomanyteriilet. Mig a genomika egy szerve-
zet génkészletét vizsgalja, a proteomika az abbol
keletkezd fehérjéket jellemzi [1, 2]. A proteomika
célja a sejtfolyamatok, szabalyozo folyamatok meg-
ismerése, a gének és termékeik funkcidjanak meg-
értése, fehérjék, biomarkerek meghatarozasa és bi-
oldgiai gyogyszerek (biologikumok), bioszimilaris
hatéanyagok kutatasa, fejlesztése [3]. Fontos meg-
emliteni, hogy a genom egy adott szervezetben al-
landénak tekinthetd, a proteom azonban a szerve-
zet allapotatol nagymértékben fiigg, igy idében és
térben is valtozo, mas lehet az agyszovetben, egy
adott sejtben, vagy akar egy sejt kiilonb6z6 részei-
ben, mint példaul a mitokondriumban vagy a sejt-
magban.

Az emberi genom kozel huszondtezer gént tar-
talmaz, a gének tobb mint szazezer fehérjeszekven-

ciat kodolnak. A fehérjék intakt és modosult valto-
zatban, pl. foszforildlva vagy glikozilalva is el6for-
dulnak. A fehérjék szerkezetének lehetd legponto-
sabb meghatarozasara, mikodésiik részletes meg-
ismerésére iranyuld kutatas napjainkban az egyik
legdinamikusabban fejléd6 tudomany tertilet.

Az elmult néhany évtizedben a fehérjék szerke-
zetének felderitésére szamos Uj analitikai mod-
szert fejlesztettek, amelyek megjelenése el6tt a fe-
hérjeszerkezet pontos megismerése szinte lehetet-
len feladatnak szamitott. Az els6 fehérje vizsgald
modszert 1975-ben J. Klose, P.H. O’Farrel és K.
Scheele parhuzamosan fejlesztette ki [4-6]. A nagy-
felbontdst, fehérje-elvalasztasra alkalmas mod-
szerrel, a kétdimenzids gélelektroforézissel lehetd-
vé valt a fehérjék molekulatomegének (MW) azo-
nositasa ill. mennyiségi jellemzése (kozelitdé MW
és félkvantitativ mennyiségi meghatarozas) [7].
Ezt kovetSen a 90-es években a tomegspektro-
metria teriiletén bekovetkezd késziilék fejlesztések
komoly attorést jelentettek a fehérjék szekvenciaja-
nak és a poszttranszlaciéos modosulasok (PTM)
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meghatarozasaban. Az MS alapu proteomika el-
terjedéséhez nagymértékben hozzajarult a matrix-
szal segitett lézer deszorpcios technika (MALDI)
és az elektroporlasztasos ionforras (electrospray,
ESI) kifejlesztése, valamint az un. ,hibrid” készii-
lékek elterjedése. Fontos eldre lépést jelentettek
azok a modszerek is, amelyeket a kis mennyiség-
ben rendelkezésre all6 fehérjék proteolitikus hasi-
tasara fejlesztettek ki. Ma az irodalomban szamos
olyan modszer talalhatd, amelyekkel a szekvencia
meghatarozasa mellett a PTM-ek (glikozilacio, di-
szulfid hidak stb.) is nagy pontossaggal azonosit-
hatok. Az elmult években az adatbazisok segitse-
gével torténd fehérje azonositds nagymeértékben
felgyorsitotta az értékelést, amely ma mar manua-
lisan kivitelezhetetlen az dridsi mennyiség(i adat-
halmaz miatt [8]. Az un. ,high throughput screening-
gel” és az MS-sel kapcsolt elvalasztasi modszerek-
kel lehetévé valt igen kis mennyiségli proteinek
(femtomol) szerkezetének meghatarozasa is bo-
nyolult bioldgiai mintdkban. Ezek a fejlesztések
nemcsak a bioldgia és az orvostudomany kérdése-
inek megvalaszolasahoz nyujtanak segitséget, ha-
nem a gyogyszerkutatas teriiletén is, fOként a
biologikumok kutatasaban toltenek be alapvetd
szerepet. Az orvostudomanyban féként a patofizi-
olégias folyamatok feltérképezése, a betegségek
molekuldris alapjainak megértése, ill. az orvosi di-
agnosztika teriiletén van jelentésége a tomeg-
spektrometridnak.

Napjainkban a gyogyszerkutatas egyik f& qj
irdnyvonala a fehérjealapu gyogyszerek kifejlesz-
tése és alkalmazasa. Ezek koziil a legfontosabbak
a monoklondlis antitestek (mAb), amelyek primer
szerkezetének meghatarozdsa tomegspektromet-
rids mddszerekkel torténik: meghatarozhato a fe-
hérje teljes szekvencidja, azonosithatok a PTM-ek,
vizsgalhatok a fehérje készitmények tisztasaga és
stabilitasa [9]. Az originalis fehérjekészitmények
megjelenése mellett egyre nagyobb figyelem ira-
nyul azok ,generikumaira”, az an. bioszimilaris
készitmények fejlesztésére is. A molekulak nagy
mérete és €16 szervezetekben torténd eldéllitasa
miatt a hasonldsag igazolasara specialis analitikai
technikdk sziikségesek [10]. Erre az egyik leggyak-
rabban hasznélt mddszer a megfeleld enzimatikus
hasitast koveté nagyfelbontdsti tandem tomeg-
spektrometria.

2. Specialis elvarasok a tomegspektrometrias
technikakkal szemben: ESI, MALDI, DESI,
orbitrap, ,hibrid” késziilékek, CID, ECD, ETD

A fehérjék vizsgalatara alkalmas modszerekkel
szemben szdmos olyan elvarast tamasztanak,
amelyek specidlis késziilékeket igényelnek. A le-
het6 legpontosabb szekvencia meghatarozashoz, a
PTM-ek azonositasahoz, a homologok, szennyezé-
sek jelenlétének igazolasdhoz, ill. a mennyiségi
jellemzéshez nagy felbontasra és nagy érzékeny-
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(,imaging”) technikaként is
hasznaljdk, segitségével akar
egy teljes szerv molekularis
Osszetétele ,pasztazhatd” ill.
tandem tomegspektrometrias
modszerekkel a  vegyiiletek
szerkezete is meghatarozhato.
Legnagyobb hatranya, hogy
nem kapcsolhatd on-line elva-
lasztasi modszerekkel, kisebb
kimutatasi hatdrral rendelke-
zik, ill. mennyiségi meghata-
rozasra csak korlatozottan al-
kalmas [11].
Elektroporlasztasos ioniza-
ci6 soran szintén kiméletes ko-
rilmények kozott allitjak el
az ionokat, az ionforrasban
sokszorosan toltott ionok ke-
letkeznek protonalt molekula-

e miz ion, alkali, ill. a vivé eluens
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(pl. ammonia addukt) forma-

ségre van sziikség. Ezekben a vizsgalatokban leg-
gyakrabban két ionizacios technikat, a MALDI-t és
az ESI-t hasznaljék, ill. olyan specialis analizatoro-
kat, amelyek nagy felbontasuk miatt alkalmasak
akar egy aminosav eltérés meghatarozasara is (ez
esetenként a molekulatomegek néhany tizednyi
vagy akar szazadnyi kiilonbségét jelenti). Az ion-
forrasok tobbszazezer Da molekulatomegfi, f6ként
polaros vegyiiletek ionizalasara alkalmasak, az
analizatorok pedig az intakt fehérjék molekulato-
megének meghatarozasa mellett szerkezeti infor-
maciot is adnak a molekularol.

A MALDI esetében a spektrumban a molekula-
ion protonalt vagy alkali addukt formdjaban, eset-
leg kettGs toltésti ionként detektalhato, de eseten-
ként dimerek, trimerek is megjelennek (1. dbra).
Mivel a mddszer un. lagyionizacios technika, rit-
kan kovetkezik be fragmentacié az ionforrasban,
alapvetden a molekulaion meghatarozasara alkal-
mas technika. A MALDI ionizaci6 altalaban repii-
lési id6 (TOF) analizatorhoz kapcsolt, mely igen
széles (elvben végteleniil nagy) molekulatomeg
tartomanyban miikodik. A felbontas novelésére az
analizdtort gyakran un. reflektron médban hasz-
naljak: az els6 analizatort kdvetden az ionokat ion-
tiikrok segitségével egy masodik analizatorba fo-
kuszéljak, mely lehetévé teszi a molekulaionok
nagy felbontassal valé meghatarozasat. Az utdbbi
években a MALDI-TOF modszert képalkotasi

jaban (2. dbra). Ebben az eset-
ben barmilyen analiz4tor hasznalhatd, mert annak
tomegtartomanya nem befolyasolja a meghataroz-
hat6 ionok molekulatomegét. Az ESI egyik specia-
lis véltozata a DESI (deszorpcids elektroporlasz-
tasos ionizacid), ahol a toltott aeroszol cseppek a
vizsgalando feliilettel titkoznek. A modszert, ha-
sonldan a MALDI ,imaging”-hez, gyakran hasz-
naljék szovet metszetek ,letapogatd” vizsgalatara
[11].

Az analizatorokkal szemben elvaras a nagy fel-
bontas és a specialis tandem tomegspektrometrias
mérési mod. Erre a célra leginkabb a mar emlitett
TOF, valamint az orbitrap, Fourier transzformaci-
0s késziilékek (FTMS), ill. a ,hibrid” rendszerek
alkalmasak. A |, hibrid” késziilékekben tobb kiilon-
b6z4 tipusu analizator talalhat6, Leggyakrabban a
kvadrupdl-repiilési idé (QTOF), ill. a kvadrupdl-
ioncsapda (QTrap) rendszereket hasznaljak. A
QTOF késziilék — ionmobilitas cella kozbeiktatasa-
val — példaul kiilonb6z6 konformacids izomerek
megkiilonboztetésére is alkalmas, ezzel a techni-
kaval olyan IgG konformerek is elvalaszthatdk,
amelyek csak diszulfidkotésekben kiilonboznek
egymastol [12].

Az orbitrap analizitor az egyik legiijabb, nagy telje-
sitéképességii tomeg (m/z) analizitor. Elsésorban ion-
csapda analizitorral kombindlva haszndljik, nagy érzé-
kenységii, rendkiviil nagy felbontdsii és robusztus tan-
dem tomegspektrometrids vizsgdlatokhoz. Az orbitrap
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segitségével lehetdség van példaul komplex mAb
keverékek és kis tomegkiilonbségti ionok elva-
lasztaséra, valamint a kiilonbozé glikoformak sze-
parélasaval a glikozilacids mintdzat analizisére is
[13].

Az aminosav szekvencia meghatarozasa un.
peptidtérképek segitségével torténik a molekula
enzimatikus hasitasat kovetéen vagy az intakt fe-
hérje tomegspektrométerben torténd fragmentalta-
tasaval, tandem tomegspektrometrias mérésekkel.

A peptidek fargmentacidja a peptidkotések
mentén kovetkezik be, ezeket a folyamatokat el6-
szOr K. Biemann irta le, azéta is az altala kidolgo-
zott nomenklaturat hasznaljak [14]. Az egyes
peptidkdtések hasadasakor peptidkotésenként hat
jellemzé fragmenstipus johet 1étre, melyeket a, b, ¢
ill. x, y, z betlikkel jelolnek. Az a, b, c ionsorozat
esetén a molekula hasadasat kovetden a toltés az
N-terminalison marad, mig az x, y, z sorozatok
esetében a C-termindlison. A betlik utan also in-
dexben feltiintetett szdm az adott fragmensben
el6fordulé aminosavak szamat adja meg (3. dbra)
[15].

A szekvencia meghatarozasa tandem tomeg-
spektrumok (MS/MS) alapjan torténik. A leggyak-
rabban hasznalt un. {itkdzés aktivalt fragmentacio
(CAD, CID) mellett specialis modszereket is kifej-
lesztettek, mint pl. az elektron befogasos disszoci-
4cié (ECD) és az elektron transzfer disszocidcio
(ETD). MALDI-TOF rendszerekben a tandem
tomegspektrometrids vizsgalat forrason Dbeliili
bomlassal (in source decay, 1SD) ill. a forras utan,
idékapuval kivélasztott molekulaion fragmenta-
ciéval (post source decay, PSD) is torténhet [16-18].

A legelterjedtebb fragmentacios modszer a CID,
amellyel kis és nagy energiaja {itkdztetést is meg
lehet valodsitani. A spektrumokban féként b és y
fragmens sorozatok észlelhet6k. A fragmentacio
mértékét és az észlelt termék ionok szerkezetét el-
sésorban a CID iitkdzési energia szabja meg. Kis
energiaji CID esetén egy-egy funkcids csoport le-
hasadésa torténik, mig nagy energiaji fragmenta-
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3. dbra: Peptid kotések hasaddsa a tomegspektrométerben [14]

ciénal a nagy gyorsito fesziiltség hatasara az io-
nok jelentds kinetikus (iitkozési) energiaval ren-
delkeznek, igy a primer fragmentacio mellett spe-
cialis fragmentaciés folyamatok (,charge remote
fragmentation”) is lejatszodhatnak példaul TOF/
TOF tandem rendszerekben. Az {itkdzési energia
megfelel§ megvalasztdsaval lehetdség van specia-
lis fragmens ionok ,el6allitasara”, amelyek alap-
jan  bizonyos molekularészek —azonosithatok.
Glikoproteinek esetében példaul a keletkezd
oligoszacharid egységek alapjan kivalaszthatok a
glikopeptid spektrumok (kromatografids csticsok,
LC-MS kapcsolas esetén), és igy a glikopeptidek
szekvencidja meghatarozhato [19].

Az ECD médszert F.W. McLafferty és munkatar-
sai fejlesztették ki az 1990-es évek végén. Lényege,
hogy a tdbbszorosen toltott biomolekulak ala-
csony energidju elektronokat fognak be (<leV) a
tomegspektrométerben és gyok kationokka ala-
kulnak, majd fragmentalédnak [15].

ETD technikat el6szér D. Hunt és munkatarsai
mutattak be 2004-ben. A fragmentacio egy gyok
anion elektronjanak 4tadasaval kovetkezik be, igy
lehetdség van a peptidek N-Cax kotésének hasada-
sara. A modszerrel az N-terminalis c-, és C-termi-
nalis z-tipust fragmensei hatarozhatok meg, ame-
lyek komplementerei a CID fragmentacioval kelet-
kez6 b és y fragmenseknek. Ilyen modon a kiilon-
b6z6 fragmentacios technikdk egymast kiegészito
informaciokat szolgaltatnak. Az ETD modszer al-
kalmas a PTM-ek helyének meghatarozasara is,
mert — a CID-val ellentétben — az olyan instabil
modositasok, mint példaul az oligoszacharid egy-
ségek, nem hasadnak le a peptid fragmensekrd],
de a diszulfid kotések felhasadnak, amely tobblet
informéciot szolgaltat a fehérje primer szerkezeté-
rél [15].

A legrészletesebb szerkezeti informaci6 a CID
és az ECD ill. ETD technikakkal kapott eredmé-
nyek kombinaldsaval nyerheté. Ilyen modon az
intakt proteinek N- és C-terminalis szekvenciai is
vizsgalhatok [20].

3. Fehérjék szerkezet meghatarozasa

A proteomikai vizsgalatok soran altalaban kis
mennyiség(i, biolégiai matrixban 1év6 fehérjeke-
verékben kell meghatarozni a fehérje szekvencia-
jat. A fehérje elsddleges szerkezetének meghataro-
zésan kivil sziikséges a PTM-ek ill. a homolog
szerkezetek ardnyainak vizsgalata és a végso szer-
kezet kialakitdsaban jelentSs szerepet betdltd koté-
sek (pl. diszulfid kotések) meghatarozasa is [21].
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4. dbra: ,Top-down” és , bottom-up” fehérje meghatdrozdsi
médszerek folyamata

Egy fehérje szerkezetének jellemzésére négy
modszert hasznalnak: , bottom-up”, , middle-down”,
,top-down” technikakat ill. a nativ tomegspektro-
metrias modszert (4. dbra).

, Bottom-up” technika

A, bottom-up” technika a legszélesebb korben al-
kalmazott protein vizsgalati mdédszer. Az ,alulrél
telfelé épitkezés” soran a fehérjéket emésztéenzi-
mek segitségével peptidlancokra bontjdk, majd
meghatarozzak a peptidek molekulatomegét és
szekvencidjat. Ezzel a modszerrel a fehérje primer
szerkezete (aminosav sorrend) 100%-ban meghata-
rozhatd, de lehet6ség van a PTM-ek helyspecifikus
azonositasara is. Leggyakrabban tripszines emész-
tést végeznek, amely a fehérjéket , optimalis” mé-
rettire bontja (kb. 5-20 aminosav, 400-2000 m/z to-
megtartomanyban) [22]. A tripszin a bazikus ami-
nosavak — specifikusan a lizin és arginin — C-ter-
minalisanal 1évé peptidkotéseket hasitja el, a ki-
alakult szabad C-termindlisok nitrogént tartal-
mazo oldallancai protonalédnak az ionforrasban.
A fehérjék teljes primer szerkezetének meghataro-
zasahoz gyakran sziikséges egyéb enzimekkel, pl.
kimotripszinnel, Lys C-vel, Glu C-vel végzett
proteolitikus bontas is a teljes aminosav sorrend
meghatarozasahoz [18, 23].

Az emésztéssel nyert peptidek szekvencidjanak
pontos meghatarozasa HPLC-MS/MS technikaval
torténik peptidtérképek segitségével: meghataroz-
zak a fehérje fragmentumok (peptidek) pontos to-
megét, megallapitjak az ionok toltés szamat, majd
fragmentaltatjdk az egyszeres vagy tobbszoros tol-
tésti molekulaionokat. A peptid szekvenciajanak
meghatarozasa a tandem tomegspektrumok alap-
jan adatbazisok (pl. SwissProt, NCBI) segitségével
torténik. Az ,in silico” tripszines hasitasbol szar-

mazo6 peptidek elméleti tandem tomegspektruma-
val valo Osszehasonlitds utdn a szamitogépes
program statisztikai alapon valasztja ki a potencia-
lis fehérjéket. A tandem tomegspektromterias
modszerrel az N- és C-terminalisokon tortént val-
tozdsok és a kiilonb6zé modositasok, mint pl. a
glikozilacio, foszforilacio is vizsgalhatok. Az elja-
rast a szekvencia meghatdrozason kiviil példaul
terapids fehérjék kiilonb6z6 gyartasi tételeinek ill.
bioszimildris és referencia termék &sszehasonlita-
sara is alkalmazzak [24, 25].

,Top-down” technika

A top-down” technika (,feltilrdl lefelé” torténd
meghatarozas) az intakt fehérjék szekvenciajat el6-
zetes emésztés nélkiil vizsgalja. A fehérje tomeg-
spektrométerben izolalt, sokszorosan toltott mole-
kulaionjat kisebb egységekre hasitjak és a kapott
fragmens ionok alapjan azonositjak a peptideket,
glikopeptideket. A mérésekhez nagyfelbontasu
analizatorok (TOF, FTMS, orbitrap) és specialis
fragmentacids modszerek (ECD, ETD) sziiksége-
sek. A mddszer elénye, hogy a kapott szerkezeti
informacié kozvetleniil a kivalasztott molekulat
jellemzi, az egész molekula (és nem csak egy ré-
sze) vizsgalhato, valamint a vizsgalathoz elézetes
enzimes emésztés nem sziikséges. Hatranya azon-
ban, hogy a mddszer érzékenysége mas tomeg-
spektrometrids technikakhoz képest kicsi, nagy
meéretii fehérjék esetén nem alkalmazhato, az érté-
kelés nehézkes és a megfeleld késziilékek rendki-
viil dragak [18, 23].

L, Middle-down” technika

A modszer (,kozéprél-lefelé” torténd meghataro-
zas) az el6bbiekben emlitett technikak , keveréke”,
mert az intakt fehérjét csak részlegesen bontjak
emésztéenzimekkel a mérés elétt. Az eljarast alta-
laban akkor alkalmazzdk, ha egy fehérjének csak
egy bizonyos részletét vizsgaljak [26].

Nativ tomegspektrometrids modszer

Proteinek és protein-komplexek vizsgalatara al-
kalmas az an. nativ tomegspektrometridas mod-
szer. A fehérjék el6készitése soran olyan koriilmé-
nyeket alkalmaznak — példaul a bioldgiai kozeg-
nek megfelel6 pH, denaturaciot okozo szerves ol-
doszerek mell6zése —, amely biztositja, hogy a fe-
hérje nativ konformacidja nem valtozik meg. Ilyen
modon vizsgalhat6é a minta szerkezeti heterogeni-
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tasa, ill. a fehérjék vagy fehérje komplexek hajto-
gatott konformaciéjan tul ezek dinamikajarol és
stabilitdsarol is informacio nyerhetd.

4. Kvantitativ fehérje tomegspektrometria

A fehérjék szerkezetének meghatdrozasa mellett
sziikséges azok kvantitativ jellemzése is. A fehér-
jék mennyiségi vizsgalatara un. ,label-free”, (azaz
stabil izotdpjelzést nem igényld) vagy ,labeled”,
vagyis stabil izotopjelzést alkalmazd
tomegspektrometrids modszereket hasznalnak.

Izotdpjelzés nélkiili (,label-free”) technika

A proteomikaban leggyakrabban az izotop jelzés
nélkiili modszereket hasznaljak, mert gyors, vi-
szonylag egyszert, olcso, és a legtobb esetben a ki-
tlizott célhoz elegendS pontossagot biztosit. A
modszer lényege, hogy a fehérje enzimatikus hasi-
tasat kovetden a peptid keveréket kromatografia-
san szétvalasztjak, majd ionkromatogramok alap-
jan meghatarozzak a peptidek relativ mennyisé-
gét. Szamitdgépes program segitségével allapitjak
meg az Osszehasonlitandé mintdkban a vizsgalt
fehérjék relativ ardnyat. A fehérjék kvantitativ
meghatarozéasara szamos algoritmus létezik, mint
pl. az LFQ, TOP3 [3]. A médszerrel rendkiviil 6sz-
szetett (akér tobb ezer fehérjét tartalmazo) minta
is vizsgalhato, példaul egy betegségben szenvedo
csoport szérum mintaiban talalhaté fehérjék
mennyisége is meghatarozhat6. A tomegspekt-
rum minéségét szamos tényezd befolyasolhatja,
ezért az eljarasnak feltétele, hogy a befolyasolo té-
nyezSk azonos mértékben hassanak a vizsgalt és a
standard molekulara [11, 15, 26].

Izotdpjelzéses (,labeled”) technikik

A technika a stabil izotopos jeldlésen alapul. Az
izotopos jelolés 4ltalaban kémiai uton torténik. A
modszer lényege, hogy az 6sszehasonlitand6 min-
takat kiilonbozd izotopokat tartalmazo reagenssel
kezelik, majd a mintdkat Osszekeverik. A jelolés
sejt-, fehérje- vagy peptid szinten torténhet. A jelo-
1ést kdvetben a tovabbi mintaelékészitést a , ke-
vert” mintaval végzik. A tomegspektromterias
mérés sordn a kiilonb6zé izotopokkal jelolt
peptidek relativ aranyabol hatdrozzak meg a
kvantitativ adatokat. Az izotopjelzéses technikak
altalaban pontosabb mennyiségi meghatarozast
tesznek lehetévé, mint az izotdpjelzést nem tartal-
mazdk, hatranyuk azonban, hogy id6-, munka- és

koltségigényes modszerek, ill. dsszességeben ke-
vesebb fehérje hatarozhaté meg, mint a ,label free”
modszerrel [11, 15, 26].

5. Osszefoglalas

A tomegspektrometria a fehérje analitika tertile-
tén egyre szélesebb korben hasznalt miiszeres
analitikai technika. Az orvostudomanyban és a
bioldgiai kutatdsokban torténd alkalmazasat a 20.
szazad végén tortént késziilék és modszerfejlesz-
tések tették lehet6vé, amelyek segitségével a kis
molekuldk vizsgalata mellett a nagyobb molekula-
tomegli biomolekuldk, igy peptidek, fehérjék,
glikoproteinek, oligonukleotidok pontos moleku-
latomegének és elsédleges szerkezetének megha-
tarozasa is lehet6vé valt. Az j tipusu késziilékek,
specialis tandem tomegspektrometrias modszerek
fejlédése jelentSs tomegfelbontas és érzékenység
javulast eredményezett, amely a poszttranszlacios
modosulasok, féként a glikoformok szerkezetének
és helyének egyre pontosabb meghatarozasat is
eredményezték. A késziilék fejlesztésekkel, a mak-
romolekuldk  mintaelSkészitésére  kidolgozott
mddszerek optimélasaval, ill. tij médszerek kidol-
gozasaval a bioldgiai rendszerek heterogenitasa,
az izoformék analizise is lehet6vé valt.
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