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1. Bevezetés

A Kklinikai mintak értékes forrast jelentenek olyan vizsgalatok
szamara, amelyek kiilonb6z6 betegségek kialakuldsaban
szerepet jatszo és azokat iranyitd tényezok, folyamatok
feltarasara iranyulnak 1. A klinikai mintdkban megtalalhato
biologiai és kémiai markerek értékes informaciot szolgaltatnak
a vizsgalt alany egészségi allapotarol. Ezen adatokat a
hagyomanyos  vizsgalati  eredményekkel kombindlva,
nagymértékben eldsegithetdé az optimalis kezelési eljaras
kivalasztasa az orvosok szamara 2. A mintafeldolgozas, tarolas
¢és kezelés megannyi Iépését kell megérteniiik, és szigoruan
kovetniiik a kutatasi és fejlesztési tevékenységet végzoknek.
Ezen munkafolyamatok ¢és az adatok kezelésének
standardizaldsa a humén mintdk mindségmegorzésén tul
eldsegiti a mintat szolgaltatd alany védelmét szolgald moralis és
jogi keretek jobb megértését a mintagyljtés helyétdl
figgetleniil. A tudomanyos kdzdsség nagy erdfeszitéseket tesz
a kiilonbdzdé biobankokban folyd tevékenységek (bioldgiai
mintak és adatok tarolasa, ill. kezelése, szeparacios modszerek)
egységesitésének és standardizalasanak érdekében, beleértve a
betegtajékoztatast, beleegyezési nyilatkozatot és a tanulmanyok
intézményi engedélyeztetését >4,

A nagyszamu alany bevonasaval végzett tanulmanyok
jelentdsen gyarapitjak a kiilonbozo betegségekkel kapcsolatos
ismereteinket. Az ilyen vizsgélatokbdl nyert adatok értékes
tudasbazist képeznek a jovd  betegségmodelljeinek
megalkotasahoz, illetve a szervezetben zajlo koros folyamatok
alaposabb megértéséhez °.

2. Mintakollekciok — Biobankok

A fehérje biomarkerek identifikdlasaban az utobbi idében
egyre nagyobb hangstlyt kaptak a proteomikai médszerek.
A folyamatos technoldgiai fejlodés ellenére az ujonnan
felfedezett biomarker jeloltek diagnosztikus — értéke
viszonylag csekély. Gyakran a nem megfeleléen kontrollalt
mintavételi és tarolasi koriilmények tehetdk feleldssé azért,
hogy a korabban igéretesnek tiiné markerek nem minden
esetben valtjak be a hozzajuk fiizott reményeket. A
kovetkezd generacids diagnosztikai eljarasok és kezelési
moddszerek kifejlesztésének elengedhetetlen feltétele a
legmagasabb mindségi  kovetelményeknek megfeleld
mintakollekciok megléte 7.

* Foszerzo. Tel.:+46-46-222 3721; e-mail: gyorgy.marko-varga@bme.lth.se.

Részletes klinikai adatok és mintakollekciok egységes
rendszerének 1étrehozasa olyan stratégiai befektetés amelybol
nem csupan a jovo egészségligyi ellatorendszere profitalhat,
de a jelenleg folyamatban levd nagy léptékli genetikai és
proteomikai kutatisok soran is segitséget nyujt 8. A modern
biobankok nem csupan kivaldo mindségi vér- és szovetmintat
szolgéaltatnak, de  egységes  rendszerben  kezelt
adatallomanyaik nagyban hozzijarulnak a kutatasok
sikeréhez. Ezen mintak klinikai dontéshozatalban betoltott
szerepét jelentdsen befolyasolja azok mindsége €s integritasa.
Napjainkban folyamatos er6feszitések zajlanak olyan
eljarasok kifejlesztésére, amelyek nemcsak a jelen de a j6vo
biobankjaival szemben tamasztott kovetelményeknek is
igyekeznek megfelelni, Uigy a minta mindségét, mint
integritasat illetéen °-1°.

3. Proteomika a klinikai mintak vizsgalataban

A proteomika a szervezetben megtalalhato fehérjék
azonositasat, mennyiségi meghatarozasat, azok iddbeli és
térbeli  eloszlasdnak  vizsgalatdt, valamint bioldgiai
funkcidinak feltérképezését foglalja magaban . A
proteomikai  kutatdsok = meghataroz6  eszkdze @ a
tomegspektrometria (MS), javarészt folyadékkromatografias
és/vagy gélelektroforézises elvalasztassal kombindlva. A
tomegspektrometria az utdbbi években ugrasszert fejlodésen
ment keresztiil, ezaltal hatékony eszkozzé valt a fehérjék
egyértelmii azonositasara és mennyiségi meghatarozasara
komplex biologiai mintakban '2. A nagyszabasi, modern
késziilekekkel — végzett fehérjeszekvendlasi  elemzések
alacsony mennyiségben jelenlevd fehérjék vizsgalatara is
alkalmasak - akar még Gsszetett mintakban is -, lehet6vé téve
ezzel olyan specifikus fehérjeformdk (proteoforms)
azonositasat is, amelyek meghatarozott betegségekhez
kothetdk.

Az egyes fehérjek és azok bizonyos moddosulatainak (pl.
poszt-transzlaciés modosulat, mutans valtozat) mennyiségi
meghatdrozasa ¢és azok idobeli valtozasainak elemzése egyes
betegségek kiilonbozo fazisaiban, hozzajarul a betegségek
hattérben zajlo bioldgiai folyamatok jobb megértéséhez.
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1. abra. Eltérden expresszalodo fehérjék Volcano-plot (A) és Heatmap (B) analizise kontroll és tumorszovetben.

Manapsag a biomarker kutatasban leggyakrabban hasznalt
fehérjeanalitikai modszer az tgynevezett ,shotgun” vagy
,bottom-up” eljards. Ebben a megkozelitésben a cél nyitott,
azaz a vizsgalatnak nincs elére meghatarozott célfehérjéje; az
ilyesfajta globalis fehérjeexpresszios analizisek elnevezésére
gyakran haszndljak a teljes proteom szekvenalds (whole
proteome sequencing) ill. ,,deep mining” kifejezéseket is. A
»shotgun” eljards soran a fehérjéket specifikus protedzok
(fehérjebontd enzimek) segitségével peptidekre hasitjuk, majd
az igy kapott peptid elegyet nagy hatékonysaga
folyadékkromatografias (HPLC) elvalasztast kovetden
tomegspektrométer (MS) segitségével analizaljuk. A peptidek
azonositasa a tandem tomegspektrumuk (MS/MS) alapjan
torténik specidlisan erre a célra kifejlesztett szoftverek
segitségével, melyek a kisérletesen eldallitott spektrumokat

elméletileg generalt spektrum adatbazisokkal vetik 6ssze. Az
igy azonositott peptid szekvencidk alapjan meghatarozhat6 a
minta fehérje-Osszetétele.

Az utdbbi idoben egyre nagyobb figyelem iranyul a globalis
fehérjeexpresszios analizissel foglalkozo tanulmanyok felé,
hiszen a kozelmult kutatdsai jelentds szamu fehérje
biomarker jeloltet azonositottak elsdsorban
rakbetegségekben (1. abra), de mas pl. neurolédgiai,
kardiologiai megbetegedésekben is'®. Ezen biomarker
jeloltek egy részének szerepe altalanosabb ¢és a
tumorbiologidhoz kothetd, mig mas résziik sokkal
specifikusabb és csak bizonyos raktipusokhoz, ill. azok adott
geno- vagy fenotipusahoz kapcsolhato.

Fehérje Peptid
extraktum keverék

- feher]e proteolms “off-ire ” peptld
&#  extrakcio frakciondlas
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frakuok

LC-MS/MS analizis
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LC-MS/MS adatok

2. abra. Két dimenzios LC-MS/MS vizsgalat folyamatabraja.

Még a legfejlettebb miszerekkel végzett hagyomanyos
egydimenziés LC-MS/MS vizsgalatok sordn azonositott
fehérjék szama is korlatozott az analizalt minta nagyfoku
komplexitasa miatt 14-15. Az Osszetett biologiai mintak
klasszikus modszerekkel torténd elemzése soran felmeriild
nehézségek vezettek az Un. tdbbdimenzids fehérjeazonositasi
technologia (MudPIT) kifejlédéséhez, melyben uttord szerepe
volt JR Yates-nek és munkatarsainak 16-18. A technika alapja a
peptidek kétdimenzids kromatografids elvalasztisa toltés és

hidrofobicitas alapjan, amit tandem MS analizis kovet (2. abra).
A peptidszeparacid elsé dimenzidja sordn mind kation-, mind
anioncserés mechanizmusok alkalmazhatok, amely kozvetleniil
,»on-line”) vagy ,,off-line” moédon kapcsolodhat a kovetkezd,
altalaban forditott fazisu kromatografids elvalasztashoz. Az
ioncsere olyan kromatografias elvalasztasi technika, amely
soran toltéssel rendelkez6 molekulak elvalasztasa torténik azok
ioncseréld all6fazishoz valo affinitasuk alapjan. Forditott fazist
kromatografia esetén az alkalmazott allofazis hidrofob, az
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allofazis és a mintamolekulak k6zott hidrofob kdlesonhatés jon

létre ¢és az elvalasztds az elvalasztandd molekulak
hidrofobicitas kiilonbségén alapul.
Az eredmények tiikrében megallapithatd, hogy az

ortogonalis elvalasztasi technikdk kombinalasaval létrejott
multidimenzids elvalasztasok teljesebb proteom analizist
tesznek lehetdvé az azonositott peptidek/fehérjék szamanak
novelése altal (3. abra). Az automatizalt multidimenzios
folyadékkromatografidas  platformok térnyerése egyre
nagyobb a proteomikai elemzések soran.
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3. abra. A klasszikus egydimenzios és a kétdimenzios LC-MS/MS
vizsgalati eredményeinek 9sszehasonlitasa.

4. Konkluzié

Jelen kézirat a biobankok szabvanyositdsanak kérdéskorét
vazolja f6l, valamint azon kdvetelményeket taglalja, melyek
a jové klinikai kisérleteinek sziikségleteit elégitik ki,
kiilonos figyelmet forditva azon teriiletekre, ahol a
proteomika vagy a genomika kiemelked6 jelentséggel bir.
Atfogd képet nyujt arrél az 4j iranyvonalrél, melyben a
bevalt gyakorlatok és a hagyomanyos eljarasok mellett a
biomarker kutatasbol nyert ismereteket és adatokat
integraljak az egészségiigy széleskorli tapasztalatot és nagy
adatmennyiséget igénylo teriiletein. A targyalt fejlesztéseket
a személyre szabott orvoslas (personalized medicine)
eszkoOztaraba tartozo, a betegségeket azok specifikus geno-
¢és fenotipusanak legmegfelelébb hatéanyagokkal torténd
kezelésén keresztiil mutatja be, mely modszer mar szamos
bizonyult>!°. E terapis paradigmat egyre tobb betegséggel
Osszefliiggésben alkalmazva egy ujfajta megkozelités van
kialakuloban, mely a diagnézisrdl és a terapiardl alkotott
képiinket is jelent6sen megvaltoztatja; a preciziods orvoslas
(precision medicine)?’.
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Multidimensional liquid chromatography in biomarker
discovery

Clinical samples represent a valuable resource for investigating
the many factors that drive human biology in various disease
settings. Biological and chemical markers that are contained in
clinical samples bring important read-outs of health and
disease. When these data are combined with such medical
evaluation data, it can aid in decision making by physicians on
optimal treatment procedures.

There are many steps in sample processing, storage, and
management that need to understand and are pursued by R&D
operations. These work flows and integrations provide not only
the preservation of the desired analytes in the sample, but also
good understanding of the moral and legal framework required
for subject protection irrespective of where the samples have
been collected. There is a great deal of effort in todays
community work to align and standardize both the
methodology of protein separation, and storage performed in
different biobanks and the necessary frameworks of subject
protection including informed consent and institutional review
of the studies being performed.

Our knowledge of diseases is being advanced in large
population-based studies globally, and the use of data from

these epidemiological resources will highly impact our ability
to both model and solve disease-related questions in the future.

Mass spectrometry has become a powerful tool for
unambiguous identification and quantification of proteins in
complex biological samples. Large-scale protein sequencing
studies are undertaken to discover protein forms either; i.c.
proteoforms that can be linked to disease, and treatment
processes. Abundance of proteins has great biological
significance and determination of protein expression levels,
their post-translational modifications and their interactions
in association with disease processes is therefore important.
Even with advanced instrumentation, the number of proteins
identified with a conventional one-dimensional LC-MS/MS
setup is limited by the general complexity of sample
proteome. The difficulties when analyzing complex
biological samples with shotgun approach led to the
development of multidimensional analysis of protein
identification technology (MudPIT) pioneered by Yates and
colleagues. As the results indicate, orthogonality of MudPIT
technology allows for deeper proteome analysis with
increased number of identified proteins. Multidimensional
liquid chromatography separation systems within automated
platforms, where ion-exchange separation mechanisms play
a major role are often used in proteomic analyses.
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