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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A lézer ablacio/deszorpcid tomegspektrometrids alkalmazasa immar fél évszdzados multra
tekint vissza, és a szakteriilet fejlddése a mai napig toretlen. Napjainkban a kémiai analitika és
foként az ,,omikak” kivalo miiszerezettséggel vannak felvértezve, mégis gyakran szembesiiliink
azzal, hogy a biologiai és klinikai kérdések megvalaszoldsa komoly nehézségekbe iitkozik. A
legéltalanosabb problémak a mintaeldkészités soran, elsddlegesen a magasfokl biologiai
variabilitds miatt alakulhatnak ki. A MALDI és mas lézeres mintabeviteli technikak tobbnyire
kikiiszobolik vagy minimalizéljdk a mintaeldkészitésbdl szarmazo bizonytalansagokat, igy
hatranyaik ellenére a mai napig versenyképesek maradtak a rutin vizsgalatok és a fejlesztések
sordn egyarant. A dinamikus fejlédéshez nagyban hozzdjarul a 1ézeres technikdk nagy térbeli
felbontast biztositd molekularis képalkotdsi alkalmazasa. A képalkotasi tomegspektrometria
egy olyan univerzalis, jelolésmentes, nagy ¢érzékenységli és specificitasu, a lokalis szdvettani
¢és molekularis heterogenitést kezelni képes modszer, amely a modern bioanalitika, biokémia és
klinikai diagnosztika egyik hajtéereje lehet [XXVIII, XXIX, XXX, XXXII].

Ertekezésemben bemutatott tudomanyos eredményeim 3 3 témakorben sziilettek, amelyek a
1ézer ablacio/deszorpcio, elsésorban a MALDI tomegspektrometria fejlesztése és alkalmazasa
révén a kismolekulatomegili vegyiiletek; a peptidek és fehérjék; valamint a biologiai
szovetmintak kozvetlen molekuléris vizsgalatara iranyultak.

Ennek megfelelden az alabbi célokat fogalmaztam meg a két évtizedet ativeld kutatomunkdm
soran:

o fullerének MALDI matrixként vald alkalmazasa kis molekulatomegli vegyiiletek
vizsgélatara,

e szteroid hormonok, szintetikus szterdnvazas vegyliletek, polifenolok, antocianinok
kémiai modositast nem igényld, nagy mintadteresztoképességii tomegspektrometrids
vizsgalatanak kidolgozasa,

e a hipofizis adenilat ciklaz aktival6 polipeptid (PACAP) tomegspektrometrids vizsgalati
modszerének kifejlesztése és a peptid jelenlétének detektalasa biologiai és klinikai
mintakbol,

o fehérjék expresszios valtozdsainak meghatarozasa PACAP hianyos (PACAP KO)
egérmodellben,

e <¢vszakos valtozdsokat mutatd (hiberndciés) neuropeptidek kvalitativ = és
szemikvantitativ tomegspektrometrids meghatarozasa,
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patologias folyamatokra (fej-nyaki tumor, oszteoszarkoma, ajak- és szajpad hasadék)
jellemzd potencialis biomarkerek kimutatdsdra alkalmas moddszerek tervezése ¢és
kidolgozasa,

a képalkotasi tomegspektrometria bevezetése és modszertani fejlesztése,

tumorok molekularis heterogenitasdnak tomegspektrometrias vizsgalata,

a patologids spermatogenezis lokalis lipidomikai valtozasainak feltérképezése,

szovetszintli molekularis valtozasok meghatarozasa a korai fazisu embriogenezis soran,

az asszisztalt reprodukcids technologiat kiséré molekularis, elsésorban foszfolipid
anyagcserét érintd valtozasok felderitése,

egy sejt (single cell) felbontasu képalkotasi tomegspektrometria fejlesztése.
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TEZISEK

Uj tudoményos eredményeimet a bevezetésben ismertetett 3 £ témateriilethez kapcsolodéan az
alabbiakban részletezett 6 tézispontban foglaltam Ossze. Eredményeim szinte kizarolag a
tanszékemen milkodd, altalam létrehozott tomegspektrometrids laboratoriumban sziilettek.
Kivételt csupan a nemzetkozi egyiittmiikodésben (Prof. Vértes Akos, George Washington
University) végzett 1ézer ablacios elektroporlasztasos ionizacidra épiild vizsgalatok (6.3. pont)
képeztek.

A téziseimben bemutatott tudomanyos eredmények meghatdroz6 hényada sajat
kezdeményezésre ¢és palyazati forrasbol megvalositott — szisztematikus  analitikai
modszerfejlesztésre épiil, megteremtve a lehetdséget szdmos biokémiai, biologiai €s klinikai
kérdés megvalaszolasara.

1. Cyo fullerén alkalmaziasa MALDI matrixként a kis molekulatomegii vegyiiletek
vizsgalatanal tapasztalhaté minta-matrix jelinterferencia csokkentése érdekében [11, VI]

1.1.  Elsoként alkalmaztam Cro fullerént MALDI matrixként. Optimalizaltam a vizsgalati
koriilményeket az alkalmazott oldoszer, koncentracio és a felvitel modja tekintetében.
A C70 hatékony matrixnak bizonyult kis molekulatomegii vegyiiletek MALDI TOF MS
vizsgalataban. Szobahdmérsékleten telitett toluolos oldatban vékony rétegként a
mintatartora szaritva, vagy ,,szendvics” technikdban haszndlva nem csupéan az alacsony
tomegtartomanyban tapasztalhatd matrix interferenciat csokkentette, de szerves
oldoszerekben jol oldodd vegyiiletekkel elegyitve rendkiviil hatékony MALDI
matrixként hasznalhato apolaris vegyiiletek kdzvetlen vizsgélatara.

1.2.  Elsoként dolgoztam ki kémiai atalakitast nem igényld kvalitativ analitikai modszert
szteroid hormonok MALDI TOF MS vizsgalatara. A modszerrel sikeresen detektaltam
az 0sztron, 0sztradiol, 0sztriol, progeszteron €s tesztoszteron kvazimolekulaion csucsait
38 és 74 pmol/spot koncentracid tartomanyban. Az Uj, nagy ateresztoképességii €s
néhany mikroliter mintaigényli analitikai moddszer széleskorii alkalmazhatosagat
valtozatos szerkezetli szintetikus szteranvédzas vegylileteken, klinikai (vizelet) és
kornyezeti (Duna, Velencei-td, Balaton) mintdkon bizonyitottam.

2. Modszertani fejlesztések borok polifenolos komponenseinek tomegspektrometrias
meghatarozasahoz; Kkiillonb6zo matrixvegyiiletek ¢és matrixmentes korillmények
hatasanak feltarasa boraszati termékek 1ézerdeszorpcios tomegspektrometriai elemzése
soran [I, IX, XVII]

2.1.  Szisztematikus vizsgalatokat végeztem a transz-rezveratrol UV izomerizacidjanak
megismerésére. A szakirodalomban kordbban ismertetett termékek mellett felfedeztem
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egy Uj komponens keletkezését, melynek molekula szerkezetét (3,4’,5-trihidroxi-
difenilacetilén) els6ként azonositottam és publikaltam.

Elsdként végeztem el borok 1ézerdeszorpcids elemzését. Az LDI mddszer alkalmasnak
bizonyult a transz-rezveratrol ¢és gliikozidjanak (piceid) kimutatdsara, de erds
fragmentaciot mutatott a kvercetin, rutin, malvidin és malvidin-galaktozid esetében. Az
LDI PSD TOF/TOF tomegspektrumok elemzése soran meghataroztam a lehetséges
fragmentacios folyamatokat és azonositottam a keletkezett fragmens ionokat.

A nagy lézerfluencia hatdsara bekodvetkezd szabdlyozatlan fragmentacio elkeriilése
érdekében megvizsgaltam a hagyomanyos (CHCA, SA, DHBA, THAP) ¢és a Cypo
fullerén matrixok alkalmazasadnak Ilehetdségét. A legjobb tomegspektrometrias
eredményeket a DHBA alkalmazédsa sordn kaptam. A C;o matrix segitségével az
antocianinok aglikon formdinak kimutatdsa volt megvalosithato. A THAP matrix
alkalmazdsa minimdlis spontdn bomlast eredményezett viszont a tandem MS
vizsgalatoknal a PSD fragmentaciot kell6 mértékben timogatta. A MALDI vizsgéalatok
soran 22 fenolos komponenst azonositottam.

3. MALDI TOF MS modszer fejlesztése neuropeptidek nagyérzékenységii, széleskorii
kimutatasara [I1L, IV, V, VII, VIIL, XX, XXI, XXXIII]

3.1.

Els6ként dolgoztam ki tomegspektrometrias modszert a hipofizis adenilat ciklaz
aktivalo polipeptid (PACAP) 38 és 27 aminosavbol felépiild formainak detektalasara.
Munkdm soran elvégeztem a modszer optimalizaldsat, valamint felderitettem é&s
kikiiszobdltem a polipeptid specidlis tulajdonsagaibol (fiziologias stabilitas, adszorpcios
képesség) eredd analitikai problémdkat. A kvalitativ  MALDI TOF MS eljarés
segitségével szamos klinikai és biologiai kozegbdl (szérum, plazma, anyatej,
tisz6folyadék, konny) mutattam ki elséként a polipeptid jelenlétét. Tandem
tomegspektrometrias vizsgalattal elvégeztem a PACAP-38, PACAP-27 ¢és PACAP-
szerli peptidek aminosavszekvenciajanak azonositasat a mintakdzegekben.

Az 1) modszer segitségével elsdként mutattam ki, hogy a PACAP-38 mennyisége
szignifikdnsan megemelkedik a csecsemdjiiket szoptatd ndk vérében, valamint, hogy az
anyatej PACAP koncentracioja mintegy 10-szer nagyobb a vérplazmédban mért értéknél.
Els6ként azonositottam tomegspektrometridval (MALDI TOF MS és nanoDESI
MS/MS) a PACAP-38 endogén jelenlétét humdn- és egérkdnnyben. Eredményeinket a
szarazszem-szindréma potencialis kezelésének kidolgozasaban hasznositottuk, ugyanis
PACAP-38 tartalmu szemcsepp hatasara a konnykivalasztds mértéke szignifikdnsan
novelhetd volt a kisérleti allatokban.

Kisérleti allatok (Helix, Lymnea) hemolimfijanak és kozponti idegrendszerének
vizsgéalata soran PACAP-27 jelenlétét detektiltam. Vizsgélataim sordn elsdként
mutattam ki PACAP-szerli peptid jelenlétét a Lymnaea idegrendszerében, illetve az
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AC/cAMP/PKA aktivacioban és a hosszu tavii memoria kialakuldsédban vald lehetséges
szerepét a klasszikus kondicionalas soran.

MALDI TOF MS vizsgalatokkal els6ként azonositottam hibernacios, évszakfiiggd
ciklikussagot mutatd neuropeptideket éticsiga idegrendszerében és hemolimfajaban. Az
agyi homogenatumban 79 peptidet azonositottam, amelyek koziil 11-et kizarolag vagy
kovetkezetesen magasabb intenzitassal detektaltam a hibernalt 4llatokban. Ezenkiviil 30
peptidet mutattam ki a hibernalt csigdk hemolimfa mintaibdl, ahol 13 vegyiilet csak a
hibernalt allatokban volt jelen. Az agyi homogenatumban felfedeztem egy 1j,
aktivitasfiiggd neuropeptidet, amelynek aminosavszekvenciaja:
GSGASGSGSMPATTS. A peptidet szignifikdnsan magasabb koncentracioban
figyeltem meg az aktiv allatokban, ami arra utal, hogy a neuropeptid valdszintileg részt
vesz az aktiv allapot kialakulasaban és fenntartasaban.

4. MALDI TOF MS alapu fehérjeanalitikai vizsgalatok fejlesztése ¢és alkalmazasa
patoldogias folyamatok molekularis valtozasainak meghatarozasara [XI, XII, XIII, XIV,
XV, XVI, XVIIL, XXXV-XXXVII]

4.1.

4.2.

Fehérjeanalitikai vizsgalatokkal els6ként hatdroztam meg PACAP génkiiitott (KO)
egerek fehérjekészletének expresszios valtozasait. Vizsgalataink elsdként vilagitottak ra
a PACAP-hianyos egerek novekedett stresszhatasokkal szembeni sebezhetdségére ¢s az
oregedés fokozott mértékére. Eredményeink azt mutattdk, hogy a PACAP KO
allatokban az ATP-szintdz szint emelkedése egy kompenzaciés mechanizmus
eredménye, amely a sériilt energia-egyensily kompenzalasara szolgél stresszmentes
kortilmények kozott.

Kutatdsaim soran eljarast dolgoztam ki a nem stimulalt nyadlmintdk MALDI TOF/TOF
MS vizsgalatara. Modszert fejlesztettem ki fej-nyaki laphamkarcinoma (HNSCC) soran
expresszalodo fehérjék, mint diagnosztikailag jelentds potencidlis tumorbiomarkerek
azonositasa ¢és kimutatdsa érdekében. A detektalt fehérjék koziil az annexin 1 és a
peroxiredoxin-2 kivétel nélkiil minden tumoros nyalmintdban detektalhatd volt.

A korai diagnosztikai lehetdségek feltarasa érdekében szisztematikus vizsgalatokat
végeztem diabetes melitusban szenvedd betegek nyalmintdin. Eredményeim azt
mutattak, hogy minden diabéteszes beteg nyalmintdjaban talaltunk laphamkarcindma
sejtek altal expresszalt fehérjéket, bar a betegeknél nem diagnosztizaltak malignitast
vagy précancer allapotot. A megndvekedett annexin 1, peroxiredoxin-2 ¢és tirozin-
protein kindz jelenlétét mindegyik vizsgdlt diabéteszes beteg nyalmintajaban
azonositottam. Eredményeim azt tiikrozik, hogy a diabetes melitus premalignus
allapotnak tekinthetd. Elsdként allapitottam meg, hogy az 5 vagy annal tobb éve
diabéteszben szenvedd betegeknél magasabb aranyban fordul el a peroxiredoxin-2
biomarker, mint azokndl, akik 5 évnél révidebb ideje cukorbetegek.
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Elészor mutattam ki fej-nyaki laphamkarcinoma esetén detektdlhaté megndvekedett
peptidaz/potedz aktivitdst a betegek nyalmintdiban. Megfigyelésemre épitve
megterveztem, létrehoztam és szabadalmaztattam egy olyan 0j eljarést, illetve
célkésziileket, amely ca. 7-8 perc alatt képes a HNSCC kimutatdsara nyalmintakbol. A
késziiléket jelenleg az IVDR rendelet altal meghatarozott klinikai teljesitményértékelési
vizsgalaton teszteljiik (10000 f6), majd terveink szerint az OKFO altal bejegyzett
szlirévizsgalatként hasznositjuk.

Moédszert dolgoztam ki antropoldgiai csontmintadk paleoproteomikai vizsgélatara.
Elsdként azonositottam 2000 éves oszteoszarkomaés csontleletekbdl tumorbiomarker-
fehérjéket (annexin A10 és a vimentin).

Els6ként dolgoztam ki eljarast szaj- és ajakhasadék soran expresszalddo fehérjék (pl.
dermokin, TGFB3) kimutatdsa érdekében betegek nyalmintaibol. A vizsgéalataim soran
kimutatott jelentds dermokin expresszid valdsziniileg a hasadék soran aktivalodo
keratinocitaknak tulajdonithato.

5. MALDI TOF képalkotasi tomegspektrometrias modszerek kifejlesztése ¢s alkalmazasa
klinikai szovetmintak kozvetlen molekularis vizsgalatara [ XII, XXII, XXIII, XXIV, XXV,
XXVI, XXVII]

5.1

5.2.

Hazéankban én honositottam meg a képalkotasi tomegspektrometria (IMS) alkalmazésat,
amit jelenleg is tanszékem zaszldshajojanak tekintek. Kutatdsaim sordn az alapoktol
kezdve megterveztem, kifejlesztettem és optimalizaltam a MALDI képalkotashoz
szlikséges mintaelOkészitési és  vizsgalati modszereket. Munkacsoportomban
kifejlesztettem egy piezoelektromos, homogén matrix felvitelére szolgald berendezést,
amely kivaloan alkalmas a szovetmetszetek matrixszal valo bevonasara €s a vegytiletek
felszini extrakciojara. Kidolgoztam a szdvetmintak bedgyazasdnak, metszésének és
lipidmentesitésének részletes munkafolyamatait.

Els6ként mutattam ki az SI00A9 és S100A8 fehérjék lokalis expressziojat fej-nyaki
laphamkarcindma esetében. Eredményeim alapjan az emlitett fehérjék egyértelmiien
megjelentek a malignitadst mutatd neoplasztikus régioban, mig az egészséges szoveti
struktirakban nem voltak kimutathatok. Vizsgéalataim kiterjedtek a HNSCC-ban
megjelend lipidek lokalis eloszlasanak és kvantitativ valtozésainak feltérképezésére,
amelynek soran tobb, mint 300 lipidmolekulat azonositottam. Az egészséges szovetben
az LPC (16:0) és az LPC (18:2) expresszalodott, mig specifikus tumor biomarkerként a
PC (32:1) molekulat detektaltam.
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Els6ként dolgoztam ki eljarast human hereszovetek MALDI TOF IMS vizsgalatara
annak érdekében, hogy a nem-obstruktiv azoospermia leggyakoribb okanak a Sertoli
cell only szindroménak (SCOS) lipidomikai vonatkozasait megismerjem. Eredményeim
alapjan a szfingomielinek (SM), foszfatidil-kolinok (PC), glicerofoszfatidil-kolinok,
plazmalogének és foszfatidil-etanolaminok lokalis eloszlasa és expresszids szintje
jelentdsen eltér az egészséges €s SCOS hereszovetben. A legjelentdsebb kiilonbségek
az SM (16:0) és PC (16:0, 20:4) lipidek eloszlasaban mutatkozott. Az SM expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt az egészséges spermatogenezist mutatdé mintdkban, mig a
PC komponens az SCOS mintdkban mutatott magasabb szintet.

Els6ként mutattam ki kdzvetlen kapcsolatot a SCOS sulyossagéara vonatkozo Johnsen
pontozasi rendszer ¢és a foszfolipidek lokalis eloszlasa kozott.

Els6ként dolgoztam ki eljardst a mesterséges megtermékenyitést kisérd korai
embriondlis fejlodés térbeli és iddbeni valtozasainak molekuléris feltérképezése
érdekében. A MALDI TOF IMS elemzések soran kiilonb6zd embrionalis korban 1évé
egérembriok PC valtozasait hataroztam meg. Vizsgalataim megerdsitették, hogy az
embriondlis implantaci6 soran és az embriok fejlddésének korai szakaszaban jelentds
idébeni ¢és térbeli valtozasok mutathatok ki a foszfolipidek eloszldsdban. Az is
kijelenthetd, hogy az IVF beavatkozas szignifikansan megvaltoztatja, atalakitja a PC
lipidspecieszek lokalis expresszioit. Vizsgalatomban a tilnyomorészt OA-t tartalmazo
PC (34:1) és PC (36:1) magas intenzitdst mutatott az uterus kiilonb6zd részein a
periimplantacios idészakban, mind normal, mind IVF terhességben. A PC (36:1)-et a
mezometrialis decidudban figyeltem meg [VF-terhesség alatt, de a normal terhességben
szinte hidnyzott. Ez a szembetling kiilonbség az OA-tartalmu lipidek szerepére utal a
korai embriondlis fejlddésben. A tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalmia PC-k mind
térbeli, mind iddbeni kiilonbségeket mutattak a periimplantacids periddusban mindkét
csoportban. Figyelemre mélto, hogy a legnagyobb eltérést a normal és az IVF csoport
kozott az embriondlis 8,5. napon figyeltiik meg a PC (36:2), PC (36:4), PC (38:4) és PC
(40:6) intenzitasaban.

6. Sejtszinti térbeli felbontassal rendelkezo képalkotasi tomegspektrometrias vizsgalatok
kidolgozasa [X, XIX, XXXI, XXXII]

6.1.

Uj eljarast fejlesztettem ki neuropeptidek sejtszintli lokalis eloszldsanak
tomegspektrometrids vizsgalatara. El6szor mutattam be az FMRFa lokalis eloszlasat
Helix pomatia idegrendszerében ellenanyag hasznalata nélkiil. Képalkotési
tomegspektrometrias vizsgalataim soran elséként térképeztiik fel sejtszintli, néhany
mikrométeres (ca. 5 pm) térbeli felbontdssal az m/z 599,37 (FMRFa) tartalmu neuronok
eloszlasat kozvetleniil a CNS ganglionjaiban. Eredményeim szerint az FMRFa
tulnyomorészt a CNS agyi ganglionok, a pedalis ganglionok ¢és a jobb oldali parietalis
ganglionok pro-, mezo- és postcerebralis régidiban taldlhatd neuroncsoportokban
lokalizalodott.
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Elsoként végeztem el egy neuron feltoltését fluoreszcens festék és MALDI matrix
elegyével annak érdekében, hogy a 1ézerfluencia a feltltott sejtben dsszpontosulva ott
lokalis ablaciot és ionizacidt hozzon létre. A Kkifejlesztett (i modszer alkalmasnak
bizonyult az FMRFa neuropeptid eloszlasanak egysejt-szintli detektalasara.

Nemzetkozi egylittmiikodés keretében bemutattam a 1ézer ablacios elektroporlasztasos
ionizaciora ¢épiild ionmobilitasi képalkotasi tomegspektrometria elényeit az izobar
tomeggel jellemezheté komponensek elkiilonitésére. Eljarast dolgoztunk ki automatizalt
sejtfelismerésre €s pozicionaldsra épiild nagyfelbontasu képalkotasi LAESI vizsgaltra.

Els6ként hoztam 1étre egy olyan fSLAESI MS/MS késziiléket, amely alkalmas volt m/z
200 és m/z 3000 tartomanyon beliil lipidek és peptidek vizsgalatdra. A berendezés
segitségével megvizsgaltam a Helix pomatia kdzponti idegrendszerét, amelyben szamos
bioaktiv vegyiiletet detektaltam. A tdmegspektrometrids vizsgalatok sordn kisérletet
tettem néhany komponens tandem tomgspektrometrids azonositasara.
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KUTATASI EREDMENYEK IPARI HASZNOSITASA

Hatarozott meggy6zddésem, hogy a lézeres mintabevitelre épiilé tomegspektrometrids
modszerek egyre nagyobb szerepet kapnak az ipari, klinikai kornyezetben végzett
rutineljarasok viszonylatdban (pl. BioTyper). Munkacsoportomban is szamos olyan fejlesztés
folyik, amelyek a MALDI mddszerek jovébeni agrar-, élelmiszer- és egészségipari adaptalasat
szolgaljak.

Analitikai és klinikai eredményeim alapjan kifejlesztettem a Gere és Bock Pincészetek
sz6ldmagodrleményeit. Szakmai vezetdként iranyitottam a megndvelt bioldgiai hasznosulassal
rendelkezé Bock sz6ldmagdrlemény tabletta tervezését, 1étrehozasat, ¢élettani vizsgalatait és a
gyartolizem megvalositasat.

Proteomikai vizsgalataink mintaeldkészitésének elOsegitése érdekében kifejlesztettem egy
modularis, automatizalhaté mintaelokészitd berendezést [ XXXIV].

Nyalproteomikai vizsgalataimra alapozva létrehoztam és szabadalmaztattam egy célkésziiléket
fej-nyaki tumoros elvaltozasok detektalasara [ XXXV, XXXVI, XXXVII].

Eljarast dolgoztam ki részecskék fizikai elkiilonitésére és azok ,,omika-kompatibilis”
mintaelokészitésére akar ,single cell” felbontdsban. A talalmany alkalmas aramlasos
citométerrel, sejtszorterrel, folyadékkromatografidval, tomegspektrometriaval vald kozvetlen
on-line kapcsolasra [ XXX VIIL, XXXIX, XL].

Kifejlesztettem egy merében 10j koncepcion alapulo, allattenyésztésben alkalmazhaté
embriondlis tdpoldatot, amely a sikeres terhesség kialakuldsanak aranyat 20%-rol ca. 60%-ra
emelte az IVF beavatkozdsok soran. Ezen projekt folytatasaként a korai fazisti embriondlis
fejlddéssel kapcsolatos molekularis eredményeimre épitve egy embriondlis tenyésztésre
alkalmas automatizalhaté berendezést hoztam létre, amely alkalmas a spermiumok és a
petesejtek mindségi elemzésére és szelekcidjara, a fertilizacio elvégzésére és a blasztociszta
felnevelésére a beliiltetés eldtt. A berendezés végiil a 3 vagy 5 napos embridt egy beiiltetd
kapillarisba fagyasztja és igy tarolja el a felhasznalésig.
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