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Mi a tomegspektrometer?

Olyan vizsgalati eszk0z, amellyel ionos
részecskéket valasztunk el fajlagos
tomeglk /toltésegyseégre esd tomegik
(m/z) szerint csokkentett nyomason.

Az elvalasztott ionok intenzitasat
folyamatosan meérjiik, és egy ionaram
intenzitas — fajlagos tomeg
fuggvénykapcsolathoz, az un.
tomegspektrumhoz jutunk (fingerprint)

Ionforras: a vizsgalandé molekulabol valamilyen
gerjeszto energia (fény, kinetikus, elektromos, kémiai,
sth.) segitségével ionokat hoz létre, melyeket azonos
kinetikus energiaval, egy nyalabban juttatja az
analizatorba
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Analizator: elvalasztja az ionforrasbol nagy sebességgel
érkez0 ionokat fajlagos téltésiik szerint

Detektor: az egyes ionok szamaval aranyos intenzitasu jelet
szolgaltat



A HPLC metodika “korlatja” egy extrem
gyogyszerkoncentracio esetén

S.D. (R006), 2 éve kezelés alatt allo epilepszias kislany. Az elmult napokban
terapia-rezisztenssé valt, miutan gorcsei nem oldodtak az eddig alkalmazott
kombinalt antiepileptikum terapia (Keppra, Depakine, Ospolot) hatasara sem.
A DEOEC Gyermekklinika Intenziv Osztalyara keriilt, és status epilepticus
miatt egy & napos barbiturat komat indukaltak a kisbetegnek. Ennek
felfliggesztése utan a phenobarbital dozisat fokozatosan csokkentettéek, és
ennek soran a laborunk naponta meért phenobarbital szintet HPLC
készileken. A csucskoncentracio értéke a 3. nap végere elérte a 434,82 mg/Lt
(ter. tart.: 15-30 mg/L). Emellett tovabbra is kapott Sultiam-ot (18,5 mg/L)
(ter. tart.: 0,5-12,5 mg/L).

Abl&Jasco HPLC késziiléken, Bio-Rad antiepileptikum kittel mértink.
A phenobarbital koncentraciot a B-kalibrator-soron, mig a Sultiam
koncentraciot az A-kalibrator-soron analizaltuk.



A beteg mintajanak HPLC-s vizsgalata elott
mindkét kalibrator-sor lemérésre keriilt

A-kalibrator-sor

B-kalibrator-sor
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Peak results : Peak results :
Index | Name Start | Time End | Ret. time Offset | Quantity Haigm Area | Area % Index | Name Start| Time End | Ret. time Offset | Quantity Haigm Area | Area %
[Min] [ [Min] | [Min] [Min] | [ug/mi] | [mV]|[mV.Min] [%] [Min] | [Min] [ [Min] [Min] | [ug/ml] [ [mV] [[mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 2.093| 2177 | 2.400 0.000 000 109 1.4 8.212 1 ethosuximide 3.195| 3.320| 3.613 -0.180 | 103.00 6.6 0.9 4.454
2 | sultiame 2.897 | 3.005| 3.207 0.005 6.75 5.6 07| 3767 2 | primidone 3.787,L_4.0171 4.377 -0.183 9.70 8.5 14| 7.088
3 zonisamide 3541 L3702 1 4.204 -0.098 23.09 21.2 32| 18.211 3 phenobarbital 5.748' 5.987 | 6.618 -0.013 42.00 30.4 6.1] 31.953
4 | 10-OH-carbazepine 5691 5.913 | 6.260 -0.087 12.01 18.8 37| 21.256 4 | carbamazepine epoxid | 7.163| 7.442| B.043 -0.158 5.00 6.9 1.7 8616
5 Desmethyimethsuximide| 6.260| 6.433| 7.021 -0.067 19.49 12.4 25| 14.349 5 1S 10.036 | 10.458 | 11.506 -0.142 0.00 15.4 4.7 24572
6 Lamotrigine 7.241| 7.482| 7.920 -0.018 4.35 4.3 1.0 5514 6 | phenitoin 12.174 | 12.723 | 13.581 -0.077 19.40 5.8 21| 11.185
7 |is 10.018 | 10.443 | 11.186 -0.357 0.00]| 15.8 50| 28691 7 carbamazepine 15.378 | 15.823 | 16.783 0.023 10.00 55 23] 12131
Total 65.68 88.9 17.5| 100.000 Total 189.10 791 19.2 | 100.000




A HPLC a beteg mintaban az A-soron a Sultiam mellett
10-OH-carbazepint is kimutatott

36365142 b1.DATA - Jasco Analog Channel 1
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Peak results :
o Index [ Name Stat| Time| End[Ret. time Offset | Quantity [Height [  Area| Area %
Index | Name _Start| Time| End]Ret time Offset|Quantity |Height] Area| Area % [Min) | [Min] | _[Min] [Min) [ [ug/mi] [ [mV] [[mV.Min] [ [%]
[Min] i [Min] [Min] [mV] | [mV.Min] %] 1| suttiame 2.907 3.237 0.003 5.3 07| 1.832
1 | phenobarbital | 5.737] 5.980) 7.193 -0.020 | 434.17)] 297.8 62.1| 93.076 2 | 10-OH-carbazepine | 5.770 | 5.980| 6.834 -0.320 | 240.65| 166.1 329| 91.972
2 |Is 10.099 | 10.440 | 11.221 -0.160 0.00| 15.4 46| 6.924 3 |is 10,134 | 10.445 | 10.924 0355 0.00] 8.1 22| 619
Total 434.17 | 313.2 66.7 | 100.000 Total 255.84 | 1795 35.7 | 100.000
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MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization)
138y ionizalas

To
e TOF MS
Pulsed Laser
Beam N, ~337nm ”
Tons
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a molekula ionizalasa jol szabalyozhato 1ézer fénnyel torténik,

szilard fazisu matrixban

az energiaatadas kozvetett, idy kiméletes a molekuldhoz, alig van fragmentacio, a
tomegspektrum egyszeriu

a szilard matrix és a pulzald lézer fény lehetoséget biztosit a termikusan érzékeny
anyagok mérésére

TOF analizatorral kombinalva igen jo felbontoképességu, gyors, és széles
tomegtartomanyban hasznalhaté (> 300 kDa)



MALDI-TOF MS

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry
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Bruker Microflex LT




MALDI plate

- kiilonboz6 mintak kiilonbozo matrixokkal

MALDI process § °
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- 3 matrixot meghatarozza a mérendo anyag
tipusa, tomege, polaritasa (altalaban benzoesav
és fahéjsav szarmazékok)

- & matrix 100x feleslegben keriil alkalmazasra,
- & matrix abszorbedlja a lézer fényt, majd
elparologtatja és ionizalja a molekulat

Leggyakrabban alkalmazott matrixok:
@ -ciano-4-hidroxi-fahéjsav - CHCA

- 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav

- 8,6-dihidroxi-benzoesav -DHB

- &-hidroxi-picolinsav — &-HPC




MALDI mérésnél szempont

A minta nyomokban se tartalmazzon (rontja az érzékenységet
«  Azide, SDS

e  Brij Tris base

e  CHPS Triton X-100, Treduced Triton X-100

« DMSO Twen

* DMF Zwitergent

*  Glicerin vagy egyéb detergens

*  Foszfat puffer

S0 és puffer tartalom >100 mM

Javasolt hasznalata (érzékenység novelok)
 Ecetsav, hangyasav

* 4 M Guanidin HCI

«  Hexafluoroizopropanol 40%-ig

10 mM Natriumklorid

« 1 M Karbamid







TOF (Time Of Flight )

- repiilési id6 analitator
e nagyon gyors, dinamikus
az ionok repiilési ideje 10° - 107 sec.

L repiilési tavolsag
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* 4 keletkezett, azonos tomegl ionok kozel azonos
kinetikus energiaval lépnek az analizatorba

» g repllésiidd adott repiilési tavolsag és gyorsito
fesziiltség mellett csak a tomegtol fiilgg (t=k v m)

» A TOF Kkalibralasa pontosan ismert m/z értékl
ionokra torténik

- az azonos tomeg(, de kiilonbdzd kinetikus energiaji molekuldk
kis késéssel jutnak a detektorba, ami a cstesok kiszélesedését
eredményezi

Linearis TOF

! reptlésicso detektor

ionforras y \

Repiilésiidd ~ miz

Reflektron TOF

detektor

ionforras replési cso T r eﬂeihﬁn

- a nagyobb energiaval rendelkezé azonos tdmegli molekulak
jobban behatolnak a tilkdrbe, mint a kisebb energiaval
rendelkezok és igy kizel azonos idében keriilnek a detektorba —

a csues keskenyebbé valik



Ha van ujabb akkor tudni kell, hogy mi volt a régebbi:

Results by year =

4 Selected 2013 - 414 items

* Quantitative determination of carbamazepine in plasma by mass fragmentography.
Palmér L, Bertilsson L, Collste P, Rawlins M.

Clin Pharmacol Ther. 1973 Sep-Oct;14(5):827-32.

* |sotope dilution--mass spectrometry of thyroxin proposed as a reference method.
Moller B, Falk O, Bjorkhem |I.

Clin Chem. 1983 Dec;29(12):2106-10




* Determination of plasma propofol levels using gas chromatography-mass
spectrometry with selected-ion monitoring.
Stetson PL, Domino EF, Sneyd JR.

J Chromatogr. 1993 Oct 29;620(2):260-7.

Methylmalonic Acidemia.

Manoli |, Venditti CP.
In: Pagon RA, Bird TD, Dolan CR, Stephens K, Adam MP, editors.

GeneReviews™ [Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-.

* Information overload--new technologies, can we store the data?

Wiley V, Carpenter K, Bennetts B, Wilcken B.Southeast
Asian J Trop Med Public Health. 2003;34 Suppl 3:59-62

The application of clinical proteomics to cancer and other diseases.
Clarke W, Zhang Z, Chan DW.
Clin Chem Lab Med. 2003 Dec;41(12):1562-70

* Metabolic Profiling for Detection of Staphylococcus aureus Infection and Antibiotic Resistance.

Antti H, Fahlgren A, Nasstrom E, Kouremenos K, Sundén-Cullberg J, Guo Y,
Moritz T, Wolf-Watz H, Johansson A, Fallman M.
PLoS One. 2013;8(2):e56971. doi: 10.1371/journal.pone.0056971. Epub 2013 Feb 25




MALDI-TOF MS felhasznalasi teriletei

Proteomika.

*Egyeb technikakkal (SDS PAGE, affinitas- vagy meéretkizarasos kromatografia, D

gélelektroforézis) elvalasztott fehérjék azonositasa,
» Aminosav szekvencidk meghatarozasa

Szerves kémia.

» Molekula szintézis QC
* Polimerek tomegeloszlasanak vizsgalata

Mikrobiologia.:

*Pathogének azonositasa

Molekuléris genetika

*Qligo QC
*SNP genotyping és mutacio detektalas

In Vitro
Diagnosztikai
Tomb

DE OEC



Review Article ANNALS OF

Clinical Microbiology
Ann Lab Med 2013;33:14-27 LABO RATO RY

http://dx.doi.org/10.3343/alm.2013.33.1.14 M E D I CI N E
ISSN 2234-3806 elSSN 2234-3814

Rapid Clinical Bacteriology and Its Future Impact

Alex van Belkum, Ph.D.!, Géraldine Durand, M.D.}, Michel Peyret, Ph.D.!, Sonia Chatellier, Ph.D.}, Gilles Zambardi, Ph.D.},

Jacques Schrenzel, M.D.2, Dee Shortridge, Ph.D #, Anette Engelhardt, Ph.D 3, and William Michael Dunne Jr, Ph.D?

BioMérieux SA!, Unit Microbiology, R&D Microbiology, La Balme Les Grottes, France; Geneva University Hospitals?, Laboratory of Bacteriology and Genomic

Research Laboratory, Geneva, Switzerland; BioMérieux Inc.?, Unit Micrabiclogy, Franchise ID/AST, St. Louis, MO, USA

Clinical microbiology has always been
sub-field of bacteriology has been and sti dorminated for over a

a slowly evolving and conservative science) The

ary by culture-

based technologies. The integration of serological and molecular methodologies during

the

||

and elghtles of the prewous century took place relatlvely slowly nd in a

digm shift did take place. Several oftt ed Technologies were successfully
replaced by tests aimed at nucleic acid detection. More recently a second revolution oc-
curred. Mass spectrometry was introduced and broadly accepted as a new diagnostic

gold standard for microbial species identification. Apparently, the diagnostic landscape is
changing, albeit slowly, and the combination of newly identified infectious etiologies and
the availability of immovative technologies has now opened new avenues for modernizing

clinical microbi

ing is still lagging behind.

laboratory-based
nostic approaches.

ology. However, the improvement of microbial antibiotic susceptibility test-
this review we aim to sketch the most recent developments in
clinical bacteriology and to provide an overview of emerging novel diag-



SAMPLE COLLECTION + TRANSPORT
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CLINICAL SAMPLES
~
HOST
RESPONSE
TESTING
liquid ANTIGEN TESTS:
(Enrichment) ELISA
Culture MONOCLONALS
Simple Tests For Catalase
Activity, indol Conversion,
Capsule Staining, Motility, etc. NUCLEIC ACID
—— .
SPECIES IDENTIFICATION: DNA probes
(Automated) Enzymology and Biochemistry Mm
ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY TESTING DNA sequencing

EPIDEMIOLOGICAL ANALYSES:

PREDICT / PREVENT / PERSONALISE



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.

Holland RD, Wilkes JG, Rafli F, Sutherland JB, Persons CC, Vioorhees KJ, Lay JO Jr.

Food and Drugs Administration, National Center for Toxicological Research, Jeflerson, AR 72078, USA

Nat Biotechnol. 1886 Nov;14(11).1584-6.

The rapid identification of intact microorganisms using mass spectrometry.

Claydon MA, Davey SN, Edwards-Jones WV, Gordon DB.
Department of Biclogical Sciences, Manchester Metropolitan University, UK.

\4

DE OEC, OMI
napi rutindiagnosztika: 2012

J. Med. Microbiol. — Vol. 49 (2000). 295-300
{©) 2000 The Pathological Society of Great Britain and Ireland

ISSN 0022-2615

TECHNICAL NOTE

Rapid discrimination between methicillin-sensitive
and methicillin-resistant Staphylococcus aureus by
intact cell mass spectrometry

VALERIE EDWARDS-JONES*, M. A. CLAYDON*, D. J. EVASON*, J. WALKERt, A. J. FOX*t and

D. B. GORDON*

“Department of Biological Sciences, Manchester Metropolitan University, Chester Street, Manchester M1
5GD and +Manchester Public Health Laboratory. Withington Hospital, Nell Lane, West Didsbury, Manchester
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Flow cytometry for identification of cell type and

assessment for cell surface markers Mass spectrometry for molecular identification
Expense: High Much manual processing with Epensa: High Semi-automated with high complexity
moderately complex instrumentation of laboratory instrumentation
For identification For assessment of cell
of cell type surface markers
— <SS

Cells flow in

a single

stream

Cell suspension
mixed with
antibodies to

different cell
| surface markers —
each of which
has a unique
=

fluorescent
Lase mou
Lo o zﬁi?h? i fabel ( F1 is
of light scattered different from F2)
onto cell forward
and to the
side, cell size,
shape, and
granularity
determined— .

leading to 3 Fi
identilg:aﬁon Wma Fingerprint of compound
of cell type - in patient specimen




Parhuzamossagok az aramlasi citometriaban
es a tomegspektrometriaban

Ver/csontveld kenet Kenet/telepmorfologia.
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Aramlasi Citometria

MALDI-TOF



Helye a mikrobiologiai diagnosztikaban

Baktériumok direkt kimutatasa vizsgalati
anyaghol, vagy elotenyesztest kovetoen

Species szintd meghatarozas (riboszomalis
proteinek alapjan)

Rezisztencia meghatarozas

Filogenetikai rokonsag megallapitasa



Az ertékeles alapelve

® A program a mérés soran kapott tomeg spektrogrammot
hasonlitja az adatbazisban talalhatd (jelenleg 3260 )
referencia spektrumhoz (a referencia spektrumot sok
szazezer meres alapjan hataroztak meg)

® ]og (score) értéket szamit 0-3 kozott
— <1,7 nem elfogadhatd meghatarozas
— >1,7 genus szintll meghatarozas
— >2,0 jo species meghatarozashoz.

® )Minél magasabb az érték (minél jobban kozelit a 3-hoz) annal

biztosabb a megha,té.rozé,s Range Description Symhols | Color
2.300 ... 3.000 | highly probable species idertification | ( +++) | green

17ala secure genus idertification, probable
® Standardizalas fontos 2000 .. 2200 [ ) |oo-
1.700 ...1.999 probahble genus idertification (+) |yelow
0.000 .1 655 | () | r=d




Fontos paraméterek:
taptalaj, inkubacios idd, az atoltasok szama, a matrix oldat koncentracidja.
a baktérium sejtek szaradasa a matrix hasznalata elott, szaradasi ido az analizis elott
az eredmény akkor reprodukalhatoé , ha az inkubacios idé 18 és 24 dra kozé esik

%o I, 100% = 169 mV B2 mV 5.0 mv

(c)
MWWMMWM&MMWW Wt i

(b)

i ' i [ Aanninasthing P ,|M

.
o | @ | |
o _h_LL.; ST DN Lﬂ:,, \ w___«im ';J'n-’ pher —&. =

1200 1400 B0 2000 200 2400
Mass/Change

A

Differences in spectra are apparent when bacteria (C3) incubated for different times (a) 18 h, (b) 41 h and (¢) 72 h.

Jackson, J. Microbiol. Methods, 20085.
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Tomegspektrometriaval potencialisan
kivalthato genetikai vizsgalatok

- V-0s faktor Leiden (R506Q@) mutacidinak kimutatasa

Prothrombin 20210A allél genotipizalasa PCR-hibridizacios proba

- XIII-as faktor Val34Leu polimorfizmusanak vizsgalata

MTHFR genotipizalas (C667T polimorfizmus)

- ApoE genotipizalas (ER,E3, E4 allél)

- ApoB 3500 genotipizalas (R3500W, R3500Q)

Oroklott haemochromatosis vizsgalata (C282Y mutécio) b poR-RFLP
NODR genotipizalasa (CR104T, GR7R2C, 3020insC)
COL1A1 genotipizalas (G1245T)

LRRKR Gly2019Ser mutécio kimutatasa (Parkinson-kor)
HNPCC (MLH1, MSHR, MSHG6)

BRCA1 mutéciok (185 delAG, T300G, 5382 insC)
BRCAR mutéciok (6174 delT)

RET gén mutacidinak vizsgalata (Cys 609, 611, 618, 62

Cisztikus fibrozis (29 leggyakoribb mutacié) %‘ Allélspecifikus PCR

P DNS szekvenalas




V. Faktor - Leiden mutacio

Leggyakoribb drokletes trombofilia

V faktor aPC rezisztencia (1994, Bertina, Leiden)

Pontmutécié: G1691A, Arg — Glu (R506Q)

Heterozigota: 6-8-szoros

Homozigota: kb. 80-szoros relativ riziko a vénas trombozisok tekintetében
Gyakorisag: 8-10%

Endothelium - A E_
~— Activatedplatelet _~—

—

Copyright © 2011, 2007, 2001, 1000, 1901 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.



Egyedi nukleotid
polimorfizmus (SNP) kimutatasa

1. SNP-t tartalmazo DNS szakasz sokszorositasa
2. Termék tisztitdsa (ANTP eltavolitasa)
3. Primer extenzios reakeio (ddATP, dGTP)

mm@m@ggmmmmgmmmgm@@ugwmmgammmmugg

Extenzios primer

4. Extendalt primerek tisztitasa

5. MALDI-TOF analizis
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Példa - Leiden heterozigota

ePrimer + A = Leiden mutans
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Cél: multiplex SNP kimutatas

MTHFR MTHFR MTHFR
ePrimer mutans vad
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Oligonukleotid QC
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Oligonukleotid QC

Szamitott tomeg: 6133,0g/mol

Mert: 6134,18g/mol
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Rossz szintézis - Oligonukleotid QC
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Rossz szintézis - Elektroferogram
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Review

Egyeb applikaciok

Proteomics applied to the study of platelet-related diseases:
Aiding the discovery of novel platelet biomarkers and

drug targets™

Andrés F. Parguina, Isaac Rosa, Angel Garcid'
Department of Pharmacology, and Center for Research in Molecular Medicine and Chronic Diseases (CIMUS),

Universidade de Santiago de Comy Spain
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Proteomics in Diagnostic Pathology

Profiling and Imaging Proteins Directly in Tissue Sections
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Take-home message

* A tomegspektrometria egy koltseges laboratoriumi eszkoz, melynek
hasznalata jelentos elokéepzettseget igényel

A mintaelokészités lehet bonyolultabb (HPLC, 2DEF) de eggyszeru is
(agaron valo tenyésztes)

 Diagnosztikai alkalmazasa a referencia metodikak és toxikologia
modszerek mellett a MALDI-TOF késziilékek mikrobiologiai applikacioja

»Alkalmas molekularis modszerek mindseg ellenoérzésére és igeretes
lehet a molekularis diagnosztikai vizsgalatok multiplexalasara
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