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A tdmegspektrometria legfontosabb alkalmazasi tertletei az
endokrin betegségek diagnosztikajaban

endogén szteroid hormonok, prekurzorok és metabolitjaik vizsgalata
biogén aminok és metabolitjaik vizsgalata (katekolaminok, triptaminok)
D-vitamin metabolitok vizsgalata

IGF-1 vizsgalata

plazma renin aktivitas mérése
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KEY POINTS

e Mass spectrometry has found numerous applications, such as quantitation of steroid hor-
mones and vitamin D metabolites, pheochromocytoma diagnosis, and protein biomarker
quantitation.

e Mass spectrometry has improved the diagnosis and management of several endocrine
diseases.

o Mass spectrometry assays will become a mainstay in clinical laboratories, small and large,
in the future.

Ketha SS, Sing RJ, Ketha H. Endocrinol Metab Clin N Am 2017;46:593-613.



Mikor jé 6tlet MS alapu vizsgalati modszereket hasznalni?

* ha olyan diagnosztikai informaciohoz jutunk, amely mas technoldgiaval nem elérhetg,

* ha nagy érzékenységl vizsgalatokat kell megfelel6 teljesitmény jellemzbkkel végezni
(els6sorban nagy pontossaggal, precizitassal és reprodukdalhatdsaggal),

* ha tobb olyan vegyulet egymas melletti meghatarozasara van sziikség, amelyek egyidejl
jelenléte analitikai szempontbdl zavaro,

* rugalmas modszerre van szukség, amely a kés6bbiekben modosithato, szlikithetd, vagy
bbvithetd,

* nagyszamu minta esetén koltséghatékonysagi céllal.



tomegspektrografia - ez az,8s”.

tomegspektroszkopia = elavult kifejezés

320. mass spectromeiry

Obsolete: mass spectroscopy
Study of matter through the formation of gas-phase ions that are characterized using mass spec-
rrometers by their mass, charge, structure, and/or physico-chemical properties.

Note 11 The term 15 a misnomer because it is m/z rather than mass that is the independent vari-
able in a mass spectrum.

Nore 2: Mass spectroscopy is an obsolete synonym for mass spectrometry that should not be
used to avoid confusion with spectroscopies in which the measured quantity is the

absorption or emission of electromagnetic radiation.
From [5,6].

© 2013, IUPAC Pure Appl. Chem., Vol. 85, No. 7, pp. 1515-1609, 2013



Sir J. J. Thomson: a t6ltéssel rendelkezd izotépok
elektromagneses térben egyedi médon mozognak

Sir Joseph John Thomson
(1856-1940)




F. W. Aston: az els6 tomegspektrograf

The Nobel Prize in Chemistry 1922 was awarded to Francis W. Aston
"for his discovery, by means of his mass spectrograph, of isotopes,
in a large number of non-radioactive elements, and faor his
enunciation of the whole-number rule”.




A.O.C. Nier: tbmegspektométerek épitése, stabil izotdpok vizsgalata

Alfred Otto Carl Nier
(1911-1994)







Fred McLafferty
(1923)

elektron ionizacioval kapott
tomegspektrumok
értelmezése, adatbazisba
foglalasa

Franz Hillenkamp (1936-2014) és Michael Karas (1952)

matrix-asszisztalt
|ézer deszorpcids ionizacié (MALDI) . ,
feltalalasa John Fenn (1917-2010)

elektrospray ionizacié (ESI)
feltalalasa



A tdmegspektrometria alapjelenségei

vacuum

* A tomegspektrometria az anyag tanulmanyozasara alkalmas technoldgia, amely
gaz halmazallapotu ionok képzédesen alapul, eés ezek témeg és toltes szerinti

szétvalasztasat, detektélésé:cfﬁ's jellemzését teszi lehetQDél.
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A tdmegspektométer felépitése

mintabeviteli egység «—— a.) kbzvetlen
(inlet) b.) csatolt:

nagyvakuum tér [ | * folyadékkromatograf
e gazkromatograf
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Tandem témegspektrometria
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Az LC-MS/MS vizsgalat folyamata

a minta komponenseit folyadékkromatografiaval elvalasztjuk

a komponenseket ionizaljuk: a molekulaion jellemz6 a szerkezetre

a molekulaiont fragmentaljuk: kivalaszthatéak a szerkezetre
nagymertékben vagy egészében specifikus ionok

elvégezzik a mennyiségi analizist



Tomegspektrometria vs immunoassay

______ szempont | _tdmegspektrometria

érzékenység <1 nmol/I <1 nmol/I

specifikussag kontrollalhato nem kontrollalhaté
modszer testreszabasa lehetséges nem lehetséges

gyari reagenskészlet nem jellemzé jellemzé
matrix valtozatos nem kontrollalhaté
megbizhatdsag megfeleld, kontrollalhato nem kontrollalhaté

Uzemben tartasi koltség magas kbzepes

egy paraméterre esO koltség 0,5-50USD széles tartomanyban valtozo

a vizsgalatok elvégzése

. igen nem
szakembert igényel &

bekerulési koltség magas alacsony vagy nincs



Endogéen szteroidok vizsgalata vérben



A szteroid profil felvételének jelent8sége

Szlrés, diagnozis és az allapot, illetve a terapia nyomon kovetése:

kongenitalis adrenalis hiperplazia

policisztas ovarium szindroma

Cushing-kor
Addison-kor

az HPA tengely és a gonadok egyéb funkcidzavarai

» gyogyszeres kezelések mellékhatasai



A laboratériumunkban vizsgalt paraméterek

Cholesterol
StAR Mineralocorticoids Glucocorticoids Sex hormones
protein \ g Dehydroepiandrosterone sulfate
Adrenal
17a-hydroxylase 17,20 Lyase Dehydroepi- 17p-HSD
ACTH ) P .
Pregnenclone —w—=17-0OH pregnenclone androsterone Androstenediol
- H H H H
Soraga Vrrsﬁ SD \Tfﬁﬁ SD vlvs 3p-HSD ‘Tfﬂﬁ SD
LH/FSH 17a-hydroxylase 17,20 Lyase _ 17p-HSD

Progesterone —wv=—=17-0OH progesterone Androstenedione Testosterone

| | ' :
fozi-hydrnxylase \*’21 -hydroxylase Aromatase : Aromatase
| _ Y 17p-HSD T
Deoxycorticosterone 11-deoxycortisol Estrone = Estradiol
Wi‘f 11p-hydroxylase WV 11p-hydroxylase
Corticosterone Cortisol
- l 18-hydroxylase
. /+ cortisone )
18-0H corticosterone .
+ 21-deoxycortisol Present in adrenal &

l 18-0OH dehydrogenase + dihydrotestosterone gonadal tissue

Aldosterone + estriol

Pang S. Trends Endocrinol Metab 1998;9:82-6. A8 4




Vizsgalati stratégia
vizsgalati minta: nativ szérum, legalabb 0,25 ml

fuggetlen kalibratorokat és kontrollokat hasznalunk (kivéve: pregnenolon, 17a-
hidroxipregnenolon)

minta-el6készités: fehérje mentesités, szilard fazisu extrakcio
mérés (5.5 min):

 elvalasztas: ultrahatékonysagu folyadékkromatograf; forditott fazisu, két dimenzids
kromatografia

» detektalas: elektrospray ionizacio, harmas kvadrupol tandem tomegspektrométer
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D-vitamin metabolitok vizsgalata vérben



Uv-B

D-vitaminok (els6sorban D3) .

T-dehydrocholesterol Ho
(mn skin) Vitamen Dy Vitamin Dy

(from diet or supplementation)

( \’PIRI_li\crl

25-hidroxi-D-vitaminok

HOY

25-hydroxyvitamin D 25-hydroxyvitamin D

CYP24AL, Kidney CYP27B1, Kilney

%, OH

24,25-hidroxi-D-vitaminok
(bioldgiailag inaktivak)

1,25-hidroxi-D-vitaminok
(bioldgiailag aktivak)

HOY HOY

. . 25- droxyvitamin D
24, 25-dihydroxyvitamin Dy I, 25-dihvdroxyvitamin D;

Insctive vitamin D metabolite Active vitamin D metabolite

Fig. 2. Vitamin D metabolic pathway. (Adapted from Ketha H, Singh RJ. Chapter 9 - Vitamin
D metabolite quantitation by LC-MS/MS. In: Nair H, Clarke W, editors. Mass spectrometry for
the clinical laboratory. San Diego: Academic Press; 2017. p. 181-204; with permission.)

Ketha SS, Sing RJ, Ketha H. Endocrinol Metab Clin N Am 2017;46:593-613.



///,,’ ////,,I 30 "
v, ", ™Y
5 o
OH OH 4
é - r=0.68
g . . p < 0.001
c 20 - ©
™
C-3 epimerisation Q
— I
)
o
< 10 4
a
: ™
HO™ HO
0 4= - - - - )
0 S50 100 150 200 250

25-hydroxyvitamin D3 3-epi-25-hydroxyvitamin D3

Total 25(OH)D (nmol/L)

Fig.2 Relationship between total 25-hydroxyvitamin D and the 3 epimer
of 25-hydroxyvitamin D3 levels
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HO"
25(OH)D,-PTAD

(6S-isomer, major)

25(0OH)D, (1S) 25(0OH)D,-PTAD
" (6R-isomer, minor)
Fig. 1 Denvatization of 25(0OH)D; with PTAD and the chemucal structure of 25(0H)D, (IS)

PTAD: 4-phenyl-1,2,4-triazoline-3,5-dione

Higashi T et al. Anal Bioanal Chem 2008;391:229.
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Katekolaminok vizsgalata verben és vizeletben
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beteg és referencia

virhatdan referencia

mlrix vizsgdll paraméter populicidkban mért tartomany feletti értékkel jhrd
dtlagos értékek ardnyva kirképek
. VHL, MEN2, NF1, SDHB,
ol e -\, 3P iy
szabad normetanefrin 12,2 SDHD. NAT. AT. DAT
L, i - VHL, MEN2, NF1, SDHB,
konjugilt normetanefrin 1.4 SDHD. NAT AT DAT
R VHL, NF1, SDHB, SDHD,
norepinefrin 42 NAT AT DAT
konjugdlt metanefrin 38 MEN2, NF1, AT
szabad 3-MT 33 SDHB, 5DHD, DAT
szabad metanefrin 3,0 MENZ, NF1, AT
plazma
konjugdlt 3-MT 24 SDHB, NA, DAT
dopamin 2.1 SDHB, SDHD, DAT
epinefrin LB MEN2Z, NF1, AT
DHPG 1,6 NFI1, SDHB, NA, AT
DOPA 1,2 NFI1, DAT
DOPAC 1,0 -
- ———
konjugilt normetanefrin 6,7 E‘E.]I!!-[m]rl.;[f.‘zt‘::l'h ‘['\.Il' TEH_B
R VHL, MEN2, NF1, SDHB,
norepinelrin 44 SDHD, NAT, AT, DAT
konjugilt metanefrin 3B MENZ, NF1, AT
vizelet VA s MENZ, NFI, SDHB, NAT, AT,
. 2, DAT
epinefrin 22 MEN2Z, NF1, AT
dopamin 1.4 DAT

AT: els6sorban epinefrint termel6 tumorok
DAT: els6sorban dopamint termel6 tumorok
MEN2: 2. tipusu tobbszords endokrin neoplasia
NAT: els6sorban norepinefrint termel6 tumor
NF1: 1. tipusu neurofibromatozis

SDHB: B alegységet érint6 szukcinat-
dehidrogenaz defektus

SDHD: D alegységet érint6 szukcinat-
dehidrogenaz defektus

VHL: von Hippel-Lindau szindroma



megnevezés szabad / konjugalt matrix referencia tartoméany megjegyzés
dopamin szabad plazma 0-30 pg/ml
dopamin szabad vizelet 0-400 pg24 h 24 oras gyu)jtott vizelet
epinefrin szabad plazma 0-111 pg/ml fekvo allapotban vett vérben
epinefrin szabad vizelet 0-21 pg 24 oras gyujtott vizelet
homovanillinsav szabad vizelet életkortél figg f;;fl Ii}’r:ﬂg:;fﬁ__':l‘! kel
homovanillinsav szabad vizelet ¢letkortol fiigg Eiﬁ?ﬁ:ﬁf&:ﬂimu értkek.
metanefrin szabad plazma 0-0,5 nmol/l
metanefrin szabad vizelet f;f;ﬂ]:ﬂ;f:;eim:j%ﬂ%i 2;;; II,:“ —30-180 {4 oras gyiijtott vizelet
:::EEE:];“ szabad + kon,. vizelet gﬁf;:;;‘uﬁﬁggtiggﬁ 24 6ras gyujtott vizelet
norepinefrin szabad vizelet 0-80 pg/24 h 24 oras gyi)tott vizelet
norepinefrin szabad plazma 70-750 pg/ml fekvd dllapotban vett vérben
normetanefrin szabad plazma 0-0,9 nmol/l
normetanefrin szabad vizelet gﬁﬁiﬁ?ﬂ%gﬁiﬁ;?ﬁ% 24 oras gyhjtott vizelet
vanilmandulasav szabad vizelet 0-8 pug/ml 24 oras gyujtott vizelet
vanilmandulasav szabad vizelet 0-6 pg/g kreatinin kozépsugar vizelet




specifikussag

analit forma matrix (%) erzékenység (%)
[1]
dopamin szabad 24 oras vizelet 99-100 7-8
epinelrin szabad 24 oris vizelet 100 29-72
epinefrin ¢s szabad plazma 31-100 76-84
norepinefrin
epinelrin & szabad 24 rés vizelet 88-100 7193
norepineirin
metanefrin szabad plazma 96 46
metanelrin ¢s szabad 24 éras vizelet 100 94
normetanelrin
metanelrin s szabad plazma 85-100 96-100
normetanefrin
metanelrin s szabad + 24 6ras vizelet 98-100 71-94
normetanefrin konjugalt
norepinelrin szabad 24 oréds vizelet 100 50-61
normetanefrin szabad plazma 87 92
vanilmandulasav szabad 24 oréds vizelet 95-96 60-72




Metanefrinek és 3-metoxitiramin vizsgalata plazmaban HPLC-
ESI-QgQ-MS/MS médszerrel

1 3-Methoxytyramine
2 Internal Standard |
3 Metanephrine

5 Normetanephrine

2.6 27 2.8 29 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 S/ 3.8 3.9 40 4.1 4.2 4.3 4.4
Time, min
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modszer: HPLC-ECD
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Fontos szempontok a katekolaminok és metabolitjaik vizeletben
torténd vizsgalata soran

e kozépsugar (random) vizelet vagy 24 éras gyjtés
* kreatinin mennyiségre torténd normalizalas

 tarolashozill. gy(jtéshez pH<2 javasolt



Triptaminok vizsgalata neourendokrin daganatok diagnozisa soran
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0 0
Tph1/2
Qm,ﬁ o Hydroxylation HN / NH2 On

L-tryptophan 5-HTP

Decarboxylation | AAAD

HO HO
Q}/\ AR ©>/\
/OH -
N/ lcl) Aldehyde S/ I‘LHz

Hydroxylation
5-HIAA S-HT

5-HTP: 5-hidroxitriptofan, 5-HT: szerotonin, 5-HIAA: 5-hidroxiindolecetsav
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Fig. 5. Serotonin (A) and 5-HIAA (B) concentrations in serum from healthy individuals (No NEN, n = 89) and from active NEN patients (n = 39). The dotted line

shows the respective upper reference limits of 1490 nmol/1 and 123 nmol/1.

Szerotonin mérésére a
plazma alkalmatlan!

Lindstrom M et al. Clin Chim Acta 2018;482:78-83.
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Fig. 2. Distribution of serotonin concentrations in samples drawn into plain

serum (serum), serum activator (CAT), serum gel and plasma (Li-heparin) tubes
from 31 healthy donors.
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