Valasz Prof. Dr. Galbacs Gabornak, az MTA doktoranak
,,LEZERES MINTABEVITELRE EPULO TOMEGSPEKTROMETRIAS
MODSZEREK FEJLESZTESE ES ALKALMAZASA BIOAKTIV

VEGYULETEK VIZSGALATABAN?” cimii MTA doktori értekezésemrél készitett

opponensi biralatara

Szeretném megkoszonni Galbacs Géabor professzor urnak, hogy elvéllalta doktori munkam
biralatat, illetve idot és energiat aldozva elkészitette opponensi véleményét disszertacidomrol.
Halas vagyok, amiért a dolgozat gondos attanulmanyozasa utan felmeriilt megjegyzéseivel és
kérdéseivel hozzajarul tudomédnyos eredményeim jobb értelmezésé¢hez. Kiilondsen kdszonom
a méltato szavakat és tézispontjaim elfogadasat.

Az opponens megjegyzéseire €s kérdéseire adott valaszaimat az alabbiakban foglalom dssze:

Megjegyzések:

1.

A disszertaciomban eléforduld nyelvtani €s stilisztikai hibakért elnézését kérem. A
jovoben igyekszem precizebben és gondosabban fogalmazni a félreérthetd és pongyola
kifejezések felszamolasa érdekében.

Ko6sz6ndm, opponens Ur megjegyzését! Egyetértek azzal, hogy célszeriibb lett volna a
célkitiizések tomorebb ismertetése.

Az altalunk fejlesztett porlasztoberendezés esetében az ,,ultrahangos atomizald” tényleg
pontatlan kifejezés. Ahogy opponens Ur is emlitette, a helytelen elnevezés tobb
gyartonal is eléfordul, amelynek atvételével hibat kdvettem el.

Teljes mértékben elfogadom opponens ur észrevételét azzal kapcsolatban, hogy a
szovegben nincs kellden elkiilonitve a MALDI matrix és a minta matrix fogalma, igy
ez félrevezetd lehet az olvasd szamara. A jovOben erre tobb figyelmet fogok forditani!

Figyelmetlenségem miatt a 104. dbrardl lemaradt a méretskala.
A 105. abra a) és e) panelén szerepel az 1 mm-t abrazold méretskala, azonban az 4bra
feliratdban elmaradt ennek emlitése.

A disszertaciobban a képalkotdsi tomegspektrometria és az ionmobilitas
tomegspektrometria roviditései megegyeznek, ami zavard és félrevezetd. Mivel az
ionmobilitds MS csak néhany alkalommal fordul el6 a szovegben, ezt a kifejezést teljes
formaban, rovidités nélkiil lett volna célszer(i hasznalnom.

K06sz6ndm opponens ur megjegyze€sét, dolgozatomban valdban tobb helyen keveredik
a reflektor és reflektron kifejezés és eléfordul a helytelen hasznalat is.



A reflektron egy elektrosztatikus potencidlgradiens segitségével miikodd iontiikdr,
amely az ionforrasban keletkezett ionok kinetikai energia-eloszlasanak korrekciojat és
foként a spektralis felbontds, valamint a tomegpontossag novelését célozza.

Sajnalatos modon, a reflektron és reflektor (ionreflektor) kifejezések hasznélata a
tomegspektrometrids szakirodalomban némi kovetkezetlenséget mutat, amit az aldbbi
abrakon is szemléltetek.
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A reflektronnal ellatott TOF tomeganalizator egységen beliill az ionok reflektron
modban torténd detektalasat egy microchannel plate (MCP) detektor végzi, amelyet
reflektron vagy reflektor detektornak neveziink, megkiilonboztetve a linearis
elrendezésben alkalmazott Un. linearis MCP detektortél. A szakirodalomban és a
kiilonb6zo tomegspektrométer-gyartok altal hasznalt terminoldgiaban is megtalalhatjuk
mindkét kifejezést, amit sajnalatos modon én is atvettem és kovetkezetleniil hasznéltam.
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Shimadzu MALDI TOF MS berendezés felépitése
https://www.ssi.shimadzu.com/service-support/fag/maldi/maldi-basics/index.html



https://www.ssi.shimadzu.com/service-support/faq/maldi/maldi-basics/index.html

Diagrams of autoflex speed and ultrafleXtreme MALDI- .&Eg.
TOF/TOF MS systems ¢

Bruker Daltonics

Bruker MALDI késziilékek felépitése.

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mass-spectrometry/maldi-tof.html

Kérdések:

1.

Az 1. abran egy egéragy mintan szemléltetem az ablécios kratereket. Opponens Urnak
maximalisan igaza van abban, hogy az 4brara hibas méretskala keriilt. A méretskala
helyesen, ahogy azt opponens Ur is emlitette 1 mm nagysagu. A felvétel egy SMZ745T
Nikon mikroszkoppal és Nikon D500 kameraval késziilt.

A fehérj¢k MALDI képalkotdsi tomegspektrometrids vizsgalataindl a lipidek

eltavolitasa sziikségszerli, hiszen erds ionszupressziv hatdssal rendelkeznek. A nem

formalinnal fixalt és paraffinba dgyazott kriosztatos szovetmetszetbol a sok és a lipidek

eltavolitasat etanolos-vizes extrakcios sorral végeztem el. Az optimalizalt és altalam

altalanosan alkalmazott protokoll a kdvetkezo:

- karboxi-metil-cellulozba agyazott szovetmetszet (15 pm) készitése kriosztattal ITO
bevonatos lemezre

- aszovetmetszet mosasa 30 masodpercig -20°C-os 70%-o0s etanolban

- aszovetmetszet mosasa 30 masodpercig -20°C-o0s 90%-o0s etanolban

- aszOvetmetszet szaritasa szobahOmérsékleten N2 gazzal (99,99%)

- aszaritas utan kdvetkezik a MALDI matrix depozicidja

A szakirodalomban hasonlo lipidmentesitési modszereket ismertetnek (Gustafsson

2011. Int J Mol Sci. 12(1):773-94., loro et al. 2022. Methods Mol Biol. 2420:177-190.)

A lipidmentesitési miivelet optimalizéldsa sordn megvizsgaltuk, hogy milyen

protein  expressziok ¢s lokalis eloszlasuk megtartasa mellett. Ehhez a

szovetmetszetekb6l —mikrodisszekcidval —mintdkat vettink ¢és HPLC-MS/MS

vizsgalatokkal meghataroztuk az abundans fehérjéket. A képalkotasi vizsgalatok

mintaelOkészitésének optimalizaldsa soran ezen jellemzd fehérjék lokalis eloszlasara

fokuszaltunk, keresve a legjobb jel/zaj viszony és térbeli felbontas paramétereket.
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3. A 8. abran szerepl6 reprezentativ MALDI TOF MS spektrumok tiszta MALDI matrix
oldatok analizisérél késziiltek. A Na® és K* tartalom feltehetéen az alkalmazott
oldoszerekbdl (acetonitril, viz, TFA) szarmazhatnak.

4. A MALDI képalkotasi tomegspektrometria soran az opponens ur altal emlitett ,,carry-
over” effektus nem jellemzd. Valoszintlileg ez az ionforras kiilonleges geometriajabol, a
lézernyaldb beesési szogébdl, a 1ézerfluencia és a késleltetési idd optimalizaldsabol
adodhat.

A MALDI ionforrds és az ablaciés kamra elszennyezddése azonban jelentds
problémaforras, foként a képalkotasi applikaciokban. Az ionforras elszennyezddése
jelentdsen rontja a detektalasi limitet és a jel/zaj viszonyt. Elkeriilése érdekében az
ionforrast fizikailag, izopropanollal minden vizsgalat eldtt meg kell tisztitani. A
modernebb késziilékekben ugyan van beépitett ionforréstisztitd funkcid, azonban
hasznalatdit munkdm soran melléztem. Ennek oka, hogy az ionforras szennyezddéseit
eltavolito 1ézer jelentdsen felmelegiti az ablacios kamrat és a fokuszalo optikat, igy az
elparologtatott szennyezddés a legkozelebbi ,,hideg ponton” lerakodik, ami az ionforras
vakuumrendszerének bemeneti pontja.

Ez mellett a szennyezddések minimalizalasanak céljabol a vizsgalatok megkezdése elott
az adott mintdra optimalizaljuk a lézerfluenciat annak érdekében, hogy a lehetd
legalacsonyabb, de optimalis mértékii ablaciot/deszorpciot/ionizaciot 1étrehozo energiat
alkalmazzuk. Tapasztalataink alapjan ezzel biztosithatd, hogy a nagyobb
szovetmetszetekbdl készitett akar tobb tizezer pixelbdl szarmazd spektralis informacid
a mérés elején és végén Osszehasonlithatd legyen. Az ionforrds szennyezddésének
csOkkentése érdekében a hosszabb méréseknél a térbeli felbontast is optimalizaljuk,
altalaban 50-80 pm-t allitunk be. A nagyobb felbontdsu vizsgalatok esetén pl. 5-10
az analizisre.

Az egyetlen pontban végzett nagyszamu ismételt 1ézerimpulzusok hatdsa a MALDI
IMS soran nem talzottan jelentds. Tapasztalataink alapjan akar 1000 feletti impulzus
altal létrehozott tomegspektrumot is egyesithetiink tigy, hogy az elsé és az utolso sorozat
kozott ne legyen 1ényeges intenzitasbeli vagy legalabb intenzitas-aranybeli kiilonbség,
amely a spektrumok normalizalasa soran korrigalhato. Ennek f6 oka abban keresendd,
hogy a matrix depozicid soran a szabélyozott extrakcios folyamatoknak kdszonhetden
a célvegyiiletek jelentds része a MALDI matrixrétegbe kertil és a deszorpcid/ionizacio
errdl a feliiletrdl valosul meg. Az UV lézerek alkalmazasa soran a matrixszal bevont
minta feliiletének mintegy 30-200 nm mélységili szeletét €rinti az ablacio (Dreisewerd
et al. 2014. Anal Bioanal Chem. 406(9-10):2261-78.), amibdl adoddan a
szovetmetszetek mérése utan jol megfigyelhetd, hogy a szoveti struktura teljesen intakt
marad és akar hisztologidra megfesthetd.

Végiil,a MALDI IMS vizsgalatok altal rogzitett tomegspektrumokat a kiértékelés soran
a szoftver (Bruker FlexImaging), valaszthato algoritmusok segitségével normalizalja és
kalibréalja, amely ugyancsak hozzajarul ahhoz, hogy a mérés elején ¢s végén felvett
spektrumok Osszehasonlithatoak legyenek.

5. A vizsgélatok el6tt minden esetben optimalizdltam az alkalmazott lézerfluenciat,
amelyet a térbeli felbontas, az alkalmazott matrix, a vizsgalandd vegyliletek és az
ionizacids mod (pozitiv, negativ) hatarozott meg. Az alkalmazott 1ézerfluencia mértéke
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meghatarozd jelentdségili. Tul alacsony energia mellett nem torténik detektalhatd
ablacid/deszorpcid/ionizacid, igy nem kaphatunk értékelhetdé tomegspektrumot. Ezt
kovetden az ionizéacios kiiszobértéket atlépve a lézerfluencia novelése egy ideig javitja
a jel/zaj viszonyt, majd az er0s fragmentacido miatt a spektralis hattér drasztikusan
megndvekszik, amely rontja a mérés érzékenységét ¢és spektralis felbontasat,
tomegpontossagat. A térbeli felbontassal hasonld jelenséget tapasztaltunk. A nagy
energia nagyobb ablacios kratert és igy rosszabb térbeli felbontdst eredményez.
Mindenképpen kijelenthetd, hogy a lézerfluencia optimalizalasa elengedhetetlen a jo
mindségli MALDI MS eredmények eléréséhez.

Az optimalis 1ézerfluenciat jelentdsen befolyasolja a I1ézerfolt nagysaga is, hiszen kisebb
pixelméretnél a feliileti energiastirliség nagyobb lesz.

A vizsgalatoknal alkalmazott Bruker Smartbeam II Nd:YAG lézertechnolédgia elénye,
hogy nagyon alacsony energian (néhany pJ/impulzus) is stabil, ami kritikus a
nagyfelbontdsu képalkotasi vizsgalatoknal. Tapasztalataim alapjan a Bruker Autoflex
Speed késziilék esetében az optimalt 1ézerfluencia 5-10 pm-es pixel méret esetében ca.
2-8 pwJ/impulzus, mig 50-80 um-es pixel méretnél 40-60 pJ/impulzus kozott lehet.

. A vizsgalt célvegyiiletek kotéseinek, csoportjainak szelektiv gerjesztésére alkalmas
hangolhat6 lézert nem alkalmaztunk. A MALDI IMS vizsgéalatokhoz alkalmazott
miszer egy Bruker Autoflex Speed késziilék volt, amelyben egy frekvencia-
haromszorozott Nd:YAG lézer mitkddik 355 nm-en 3 ns impulzusiddvel.

A szakirodalomban azonban szdmos megoldast taldlhatunk a nem UV tartoméanyban
emittadld vagy valtoztathatd hulldmhossza lézerek MALDI MS alkalmazésara.
Egyrészrdl talalkozhatunk a kozeli infravorés megoldasokkal (IR-MALDI MS),
amelyeknek szdmos elény0s tulajdonsidga van, mint példaul a nagyobb 0,5-10 um-es
1ézer penetracios mélység, valamint az instabil ionok vizsgalati lehetdsége (Dreisewerd
et al. 2014. Anal Bioanal Chem. 406(9-10):2261-78.). llyen koriilmények kozott az
anyag ablacioja alacsonyabb homérsékleten kovetkezik be, igy az IR-MALDI MS
segitségével foszforilalt peptidek, glikopeptidek, nem kovalens komplexek is nagyobb
hatasfokkal vizsgalhatoak (Sadeghi et al. 1997. Rapid Commun Mass Spectrom.
11(4):393-7., Hiraguchi et al. 2015. J Mass Spectrom. 50(1):65-70., Murray 2021. J
Mass Spectrom. 56(6):e4664.).

Tobbek kozott, Dybvik és munkatarsai ortogonalis IR-MALDI MS segitségével
azonositottak nem kovalens enzim-ligandum komplexeket (Feldhaus et al. 2000 J Mass
Spectrom. 35(11):1320-8., Burlingame et al. 1998 Anal Chem. 70(16):647R-716R.,
Pirkl 2012 Anal Chem. 84(13):5669-76., Dybvik 2011 Anal Chem. 83(11):4030-6.).
Soltwisch és munkatarsai 280 nm ¢és 355 nm ko6zott hangolhaté hulldmhossza festék
lézert és klorozott CHCA MALDI matrixokat (CICCA, DiFCCA) alkalmazva
megndvekedett érzékenységet tapasztaltak peptidek vizsgalata esetén (Soltwisch et al.
2012 Anal Chem. 84(15):6567-76., Wiegelmann et al. 2013 Anal Bioanal Chem.
405(22):6925-32.).

Chen és munkatarsai a MALDI események hullamhosszfiiggését vizsgaltak Ti:zafir
l1ézer alkalmazasaval 375 nm és 435 nm kozott, kiilonds tekintettel a 337 nm és 355 nm
értekekre. Eredményeik ravilagitottak a hagyomanyos MALDI matrixként hasznalt
vegyiiletek (DHBA, CHCA) ioniz4cios hatdsfokanak hulldmhosszfiiggésére, igy
megalapoztdk a modern MALDI MS késziilékek fejlesztését (Chen et al. 1998 J Am Soc
Mass Spectrom 9:885-891).



7. A MALDI mintatartora felvitt fullerén feliilet homogenitasat mikroszkoppal, vizudlisan
ellendriztiik. A bevonatrol a MALDI MS vizsgélatokon (pl. 8. abra d panel) kiviil mas
analitikai elemzések nem késziiltek. Egyetértek opponens ur azon véleményével, hogy
a fullerén réteg tulajdonsagainak €s a mintaoldat hatdsainak részletes vizsgalata fontos
eredményeket szolgaltatott volna, azonban erre a mérések idején, 2002-2008 kozott
sajnos nem gondoltunk. Kosz6ndm opponens ur témadtletét, és a kozeljovoben a
jelenleg rendelkezésiinkre all6 multimodalis technikdk segitségével (Raman, Raman-
mikroszkopia, FT-IR, MALDI MS, MALDI IMS, AFM stb.) meg fogom vizsgalni a
feliileti tulajdonsagokat.

A fullerén matrix feliiletének homogenitasa, rétegvastagsaga alapvetden befolyasolja a
lézerfluencia elnyelésének ¢és az ablacid/deszorpcid/ionizacid hatékonysaganak
mértékét. Az alkalmazas sordn két eltéré modszertani megkozelités van.

Els6ként a Ceo vagy Cro fullerénoldat MALDI matrixként torténd alkalmazasa jon
szoba. Ebben az esetben a toluolos fullerénoldatot megfeleld aranyban eldre
Osszekeverjiik az ugyancsak szerves olddszerben oldott mintdval és igy vissziik fel a
mintatartéra majd beszaritjuk azt. Ez a koncepcié megvaldsithaté ugy is, hogy a fullerén
matrixot a mintatartora pipettazzuk, majd szaradas utan erre a feliiletre helyezziik a
szerves oldoszerben oldott apolaris mintankat (pl. a szteroid hormonok esetében).
Ilyenkor a minta és a fullerén egyiitt kristdlyosodik ki, illetve atkristalyosodik a
hagyomanyos MALDI matrixokhoz hasonldan. Tapasztalataink szerint, ilyenkor a
vizsgalatokhoz alacsonyabb lézerfluencia is elegendd, ami kevesebb fragmentaciot
eredményez. A szerves oldoszer gyors parolgasa miatt a mintatarton kis méretii
kristalyok keletkeznek homogén feliiletet alkotva. Ezt a tulajdonsagot kihasznalhatjuk
kvantitativ vizsgalatok céljara. Vizsgalataink alapjan a szteroid hormonok esetében
deuteralt belsd standardokat hasznalva a mennyiségi meghatarozas pontossaga 95%
felettinek adodott (nem kozolt eredmény).

A masodik esetben a beszaritott fullerén rétegre vissziik fel a vizes, polaris mintéinkat,
az oldoszer elparolgdsa ¢s a mintak kristadlyosodasa utan gyakorlatilag egy feliilet-
segitett 1ézer deszorpcid/ionizacié (SALDI, SELDI) valosithaté meg. Ezt a folyamatot
fullerén-asszisztalt 1ézer deszorpcid/ionizacionak (FALDI) is nevezhetjiik, hasonléan a
nanorészecske segitett ionizacidhoz (NALDI). Jellemzéen a feliilet-segitett
technikédkhoz, foként fullerén esetében magasabb lézer energia sziikséges, ami az
instabil ionok fragmentaciojat eredményezheti, azonban ezek a technikdk a
hagyomanyos MALDI-hoz képest sokkal jobb mennyiségi vizsgalatokat tesznek
lehetévé. Vannak olyan specidlis mintatartok forgalomban (pl. DIOS), amelyek
homogén nanorészecske bevonatuk segitségével kvantitativ meghatdrozasra is
alkalmasak.

8. Ahogy opponens ur is emlitette a szemikvantitativ MALDI MS mérések pontossaga,
precizitasa, ismételhetdsége jelentdsen elmarad a hagyomanyos kvantitativ analitikai
technikak (pl. HPLC-MS) mogott. Munkdnk soran a MALDI teljesitoképességének
hatdrait teszteltiik €s az idedlis mérési paraméterek meghatdrozasat végeztiik el.
Kivancsiak voltunk arra, hogy a MALDI MS technika alkalmas lehet-e egy olyan
Osszetett keverék vizsgalatara, mint a bor. A 6. tablazatban szerepld relativ
cstcsintenzitds adatok foként azt a célt szolgaljak, hogy bemutassam a kiilonbdzd
MALDI matrixok specifikus ionszupresszids hatdsait és alkalmazasuk elonyeit és
korlatait. Mint azt az el6z6 valaszomban is részleteztem a fullerén matrixként torténd
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alkalmazdsa szamos ponton eltér a hagyomanyos vizoldékony MALDI
matrixvegyiiletek hasznalatatol. A fullerén alkalmazasa és a deszorpcid/ionizacio
mechanizmusa inkabb hasonlit a SELDI, SALDI megoldasoknal tapasztaltakhoz, ami
alapvetden reprodukélhatobb kvantitativ eredményekkel parosul.

MALDI MS vizsgélatainkat a PACAP kvalitativ kimutatasdnak érdekében fejlesztettiik
ki és alkalmaztuk széleskoriien. Sajndlatos modon a PACAP kvantitativ vizsgalatara
jelenleg nincs validalt toémegspektrometrias modszer. Munkacsoportomban is szamos
technikat teszteltiink annak érdekében, hogy reprodukélhatd kvantitativ analitikai
lehetéséget adjunk a kollégdk kezébe. A kozel egy évtizedes munka azonban
sikertelennek bizonyult. Nem sikeriilt reprodukélhatd és kellden érzékeny modszert
fejleszteniink az Osszetett analitikai probléma megoldésara.

A disszertaciomban szerepld kvantitativ eredmények a PACAP vonatkozasaban, mint
azt a 65., 66., 67., 74. oldalakon is emlitettem radioimmunoassay (RIA) mérésekkel
torténtek, amelyek a PACAP-38-szerli immunreaktivitds meghatarozasan alapultak.
Mint ahogy azt a disszertacioban is emlitettem, a RIA a PACAP vonatkozasadban a
nemzetkozi szakirodalomban elfogadott, tudomanyosan elismert mddszer, azonban
jelentds hibakkal terhelt. Sajndlatos mdédon megbizhatobb és érzékenyebb analitika
hidnyaban azonban nem volt lehetdségilink mas technikat alkalmazni.

A hagyomanyos LAESI elrendezésben a 2940 nm hullimhosszasagu 1ézer energiaja a
magas viztartalmu mintaban, sejtben, szovetben abszorbealdodva termikus-mechanikai
folyamatokat indukal. Ilyenkor a minta viztartalma pillanatszeriien felmelegszik és
g0zz¢ valik, ami anyagkilokddést eredményez. Ezt kovetden ebben az ablacios felhében
hozzuk létre a célvegyiiletek ionizacidjat egy masodlagos ESI forrassal. A 800 nm-es
femtoszekundumos lézer kolcsonhatdsa az anyaggal jelentdsen eltér ettél. Ebben az
esetben nem linedris folyamatok (pl. multifoton ionizacid) révén az elektronok
kozvetleniil az atomokbol szakadnak ki a minta jelentds felmelegedése nélkiil. A
folyamat soran az anyag elparolog és plazmava alakul és mivel a folyamat gyorsabb,
mint a hdvezetés sebessége nem tapasztalhatd olvadas vagy szenesedés. Ebben az
esetben tehat megtorténik a célvegyliletek ionizacidja, azonban az impulzusonkénti
oridsi energia jelentds fragmentacidhoz vezethet. Ennek elkeriilése érdekében a
lézerfluencia csokkentésével és egy masodlagos elektroporlasztisos ionizacidval ez a
jelenség csokkenthetd, amely nem csupan az ionizacio hatasfokat noveli, de ortogonalis
elrendezése miatt a tomegspektrométer analizatorterébe jutd ionok mennyiségét és igy
az ¢érze¢kenységet is novelhetjik.

Koszoném, hogy a dolgozat részletes és alapos kritikai értékelését kovetden elismerden
nyilatkozik eddigi tudomanyos €s innovacios eredményeimrol.

Bizva vélaszaim pozitiv elbirdldséban, tisztelettel:
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Dr. Mark Laszlo



