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1. Bevezetés

A tomegspektrometria napjaink egyik legaltalanosabban alkalmazott analitikai eljarasa,
amely alkalmas szerves és szervetlen komponensekbdl képzddott ionok tomeg/toltés
aranyanak (m/z) nagyhatékonysagi meghatarozasara. A tomegspektrometria 1ényege,
hogy a vizsgaland6 vegyiiletek gaz halmazallapotl részecskéibdl ionokat allit eld, majd
ezeket a relativ tomegiik és toltésiik hanyadosa szerint szétvéalasztja és detektalja.

A tomegspektrometrias eljardsok tobb mint 100 éve jarulnak hozza a fizikai, kémiai,
biologiai és orvosi kutatdsok rohamos fejlddéséhez. Napjainkban a tomegspektrométerek
méretének ¢és aranak jelentds csokkenése nagyban eldsegiti a modszerek elterjedését, igy
jelenleg ez az egyik legdinamikusabban fejlodd és legtobbet alkalmazott analitikai
eljaras. Rutinszerlien alkalmazhato széles tomeg- és polaritas-tartomanyban kiilonféle
vegyliletek tomegének és szerkezetének vizsgalatara. Intenziv a fejlesztés a kiilonbozo
ionforrasok teriiletén is, amelynek eredményeként jott létre a két leggyakrabban
alkalmazott matrix-segitett 1ézerdeszorpcios (MALDI, matrix-assisted laser
desorption/ionization) ¢és az elektroporlasztasos ionizacids (ESI, electrospray ionization)
technika. Ezek kifejlesztése alapvetd fontossdgi volt a modern tdmegspektrometria
fejlddésében, hiszen segitségiikkel lehetdség nyilt nagy molekulatomegii, nem illékony
biopolimerek, peptidek, fehérjék, valamint szintetikus makromolekuldk szerkezetének
komplex tanulméanyozésara.

Jelen értekezés munkassagom kozel két évtizedes 1ézer ablacios/deszorpcids, elsésorban
MALDI TOF tomegspektrometrias vizsgalatainak eredményeit foglalja 6ssze, amelynek
szinte egészét a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében munkacsoportom,
illetve tanszékem 4ltal létrehozott tdmegspektrometrias laboratoriumban végeztem el.
Egy analitikus munkdja soran — a valtoz6 tudomanytertiileti trendeket kdvetve, illetve az
egylittmiikddd partnerek igényeinek fejet hajtva — gyakran kalandozik el a kiilonb6z6
tudomanyteriiletek és mintamatrixok kozott, igy nehéz igazan koherens képet mutatni egy
ilyen Osszefoglald jellegli miiben. Ennek ellenére vallom, hogy a tomegspektrometria,
foként a lézeres elparologtatas és ionizacid alkalmazasa, valamint a tudomanyteriileten
elvégzett mddszertani fejlesztések megteremtik a kellden erds kohéziot a kiilonbozd
mintak, vizsgélatok és eredmények kozott. Vizsgdlataim gerincét a 1ézerdeszorpcids
(laser desorption ionization, LDI), illetve matrix-segitett 1ézerdeszorpcids ionizaciora
épiild tomegspektrometria képezi, amely kiegésziilt 1ézer ablacios elektroporlasztasos
ionizacids (laser ablation electrospray ionization, LAESI) és femtoszekundumos lézer
ablacios elektroporlasztasos ionizacidés (femtosecond laser ablation electrospray
ionization, fSLAESI) mérésekkel. A bioldgiai és klinikai mintdk komplexitdsa miatt,
valamint a kifejlesztett vizsgalati médszerek mindennapi rutin adaptaldsa érdekében
gyakran egészitettem ki a vizsgalatokat mas analitikai technikdkkal. Tobb esetben
alkalmaztam folyadékkromatografiat, gélelektroforézist, UV-Vis vagy Raman
spektrometriat. A kvantitativ analitikai problémak megvalaszolasara, illetve
molekulaszerkezet azonositdsara a MALDI méréseket elektroporlasztasos (electrospray
ionization, ESI) vagy atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacidval (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI) kapcsolt tandem tomegspektrometriaval egészitettem ki.

A lézerimpulzussal torténd elparologtatds és ionizacid képalkotasi tomegspektrometrias
(imaging mass spectrometry, IMS) vizsgélatait hazankban elséként alkalmaztam ¢és
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munkacsoportomban szdmos mintaeldkészitési és technikai fejlesztést hajtottunk végre
ezzel a modszerrel kapcsolatban.

Disszertaciom, kiilonb6zd biologiai és klinikai minték (pl. nyal, vizelet, kdnny, szérum,
szeminalis plazma, spermium, tej, szoveti biopszia) eltérd felépitésii és tulajdonsagu
komponenseinek (peptidek, fehérjék, lipidek, polifenolok, endokrin metabolitok)
tomegspektrometrids vizsgalatara kifejlesztett 0j moddszereket és a vizsgalatok
eredményeit mutatja be. Ertekezésem gerincét 25 olyan kozlemény alkotja, amelyek jol
bemutatjadk a PhD fokozat megszerzése utdni tudomanyos munkam fobb iranyait. Ezt
egésziti ki a disszertdcidban részletesen targyalt témakhoz kozvetleniil kapcsolddd 2
Osszefoglald munka, 5 kdnyvfejezet €s 8 szabadalom/oltalom. Mindezeken tul tovabbi 22
sajat kozlemény kapcsolddik a feldolgozott tomegspektrometrids témahoz, alkalmazva a
kifejlesztett 1ézer ablacidos moddszereinket vagy kiegészitve azok eredményeit. Az
értekezés soran végig tobbes szam elsé személyben targyalom az eredményeket ezzel is
hangsulyozva, hogy azokat munkacsoportom egykori és jelenlegi tagjaival, valamint
kollaboracios partnereinkkel kozosen értiik el. A kozlemények tarsszerz6i nagy
segitségemre voltak az egyes kutatdsok tervezésében, kivitelezésében, az eredmények
értelmezésében, illetve a kozlemények megirdsaban, az abrdk elkészitésében.
Vizsgéalataim egy-egy jol meghatarozott biologiai vagy klinikai probléma (pl.
neuropeptidek  detektalasa, tumordiagnosztika, korai  embriondlis  fejlédés,
spermatogenezis) megoldasa koré csoportosultak, igy az értekezés leird részében, az
egyes fejezetek elején roviden ismertetem az adott kutatasi téma irodalmi hatterét.
Analitikai eredményeim talan legjelentdsebb hatdsa azok ipari €és rutin diagnosztikai
hasznositasaban rejlik, amelyeket dolgozatom végén foglalok Gssze. Munkdm soran
végig torekedtem a tényleges innovacidtranszferrel hasznosithaté célok kitlizésére,
valamit az alap- és alkalmazott kutatdsok eredményeinek ipari adaptalasara. Ennek
eredményességét legjobban az elmult 20 év sikeres ipari egyiittmiikddései, elnyert
palyazatai fémjelzik.

1.1. Az értekezésben szereplé hivatkozasok és betiiszavak kezelése

A doktori disszertaciomban szereplé irodalmi forrasokat az eléfordulds sorrendjében
szogletes zarojelben emlitem, mig a dolgozat alapjat képz6 sajat kozleményeimre az adott
fejezetekben rémai szadmmal hivatkozok, amelyeket a megjelenésiik kronologiai
sorrendjében tiintetek fel.

A szdvegben a tudomanyteriilet sajatossagainak koszonhetden nagyszamui roviditést,
betliszot hasznalok. Ezek jelentését igyekeztem azok elsé el6forduldsdnak helyén a
szovegben megadni, azonban a konnyebb attekinthetdség érdekében a dolgozat elején
megtalalhato a leggyakrabban alkalmazott roviditések jegyzéke.
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2. Irodalmi attekintés

Az 1960-as években a nagyenergidju lézerforrasok megjelenése utan vilagszerte
intenzivvé valt a foton-anyag kdlcsonhatasok €s a 1ézer ablacids/deszorpcids folyamatok
vizsgalata. A multidiszciplinalis kutatasok kiterjedtek a fizikai és kémiai folyamatok
leirasara, modellezésére ¢s a lehetséges applikaciok optimalizalasara. Hazankban tobb
munkacsoport ért el nemzetkozileg meghatarozd eredményeket a nano- ¢és
femtoszekundumos 1ézerimpulzusokkal kivaltott elemanalitikai alkalmazasokkal (pl.
LIBS, LA-ICP-MS) kapcsolatban, mig a bioaktiv makromolekuldk (pl. fehérjék,
peptidek) analizisére alkalmas moédszerek (MALDI) mechanizmusdnak értelmezésére
valamennyivel kisebb figyelem iranyult [1, 2].

Az alabbi alfejezetekben az ablacio/deszorpcio fizikai, fizikai-kémiai mechanizmusainak
mélységeit mellézve, néhany alapfogalom ismertetése mellett, elsésorban a disszertaciom
témajat érintd analitikai kémiai lehetdségek rovid irodalmi ismertetésére vallalkozom.

2.1. Lézer ablacios tomegspektrometria

olyan lokalis teljesitménystiriiség (10°-10'> W/cm?) érhet6 el, amely elegendd az adott
terlilet pillanatszerli elparologtatdsdhoz, szubliméldsdhoz. A minta feliiletén a lézer
fokuszpontjaban lejatszodd részfolyamatok (pl. fotonabszorpcid, anyag kilokddés,
parolgas, 16késhullam képzddés) dsszességét 1ézer ablacionak (LA) nevezziink, amelynek
sz¢leskorii ipari, mikroelektronikai, miivészeti, klinikai, anyagtudomanyi és analitikai
kémiai alkalmazasi lehetdségeit ismerjiik [2-11]. A folyamat legfontosabb kisérleti
paramétere az ablacios kiiszob, amely az a minimalis fluencia (J/cm?), amelynél egy adott
atom vagy molekula jelentés mennyiségben megfigyelhetd az ablacios felhdben. Ez a
kiiszob a lézer hullamhosszatol fiigg, és a racsban 1évé atomok kozotti Lennard-Jones
potencialt feltételezve szimulalhato, azonban &ltalanossdgban pontos értékét kisérleti
uton hatarozzak meg. A lézerfény intenzitasanak, energiastiriségének megfelelden, az
ablacios kiiszobérték alatt nem kovetkezik be anyageltavozas, ilyenkor csupan feliileti
sériilések (pl. atkristalyosodds, olvadas) keletkeznek, mig az felett megtorténik a
mintafeliilet ablacidja (1. abra). Ezt az abldcios kiiszobérték felett tapasztalhato
anyagkilokddést szdmos analitikai eljards hasznositja mintabevitel, illetve ionizacid
céljara (pl. MALDI, LDI, LAESI). Az energiasiiriség tovabbi novelése a
plazmaképzddési kiiszobértéket elérve mar a gézfazis optikai lebontdsdhoz és letorési
plazma keletkezéséhez vezet, amely lehetdséget teremt elemanalitikai vizsgalatok
elvégzésére (pl. 1ézer indukalt plazma spektrometria, LIBS) [2].

A minta molekuldinak gézfazisba juttatasa, illetve ionizécioja torténhet gyors, tipikusan
nano- ¢s femtoszekundum impulzushossz-tartomanyba esé monokromatikus, jol
kollimalt fénynyalabbal. Az ablaci6 mechanizmusa nagyban fligg az alkalmazott
1ézerimpulzus hosszatol. Mig nanoszekundumos lézerek esetén a termikus folyamatok a
jellemzdek, addig femtoszekundumos tartomdnyban a minta lokalis ionizacidja és az ott
keletkez6 toltott részecskék elektrosztatikus taszitd kolcsonhatdsa és ennek hatdsara
bekovetkezd Coulomb-robbanas a meghatdrozé [2, 12]. Az analitikai 1ézer ablacios
modszerekben alkalmazott fényforrds hullamhossza tobbnyire az UV vagy IR
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tartomanyba esik, mig frekvencia-tartomanya 50-2000 Hz kozotti, ennek megfeleléen
igen népszeriiek a nitrogén-, Nd:YAG szilardtest-, mid-IR 1ézerek [9].

1. abra: A lézer ablacios kiiszobérték felett tapasztalhatd 1ézer ablacios kraterek
megjelenése egy fagyasztott egér agy metszet feliiletén 5 ns 2940 nm Q-kapcsolt mid-
IR 1ézerimpulzusok (IR Opolette 100, LAESI) alkalmazésa esetén (fotd: Prof. Vértes
Akos, The George Washington University).

A 1ézerrel kivaltott ablacié és molekularis deszorpcid jelenségével annak fizikai
folyamatainak leirasaval és modellezésével szdmos kutatocsoport foglalkozott, azonban
a mai napig nem teljesen tisztdzott a jelenség pontos mechanizmusa [8, 12-14].
Molekuladinamikai modellezéssel és elméleti szdmitdsokkal néhany fizikai jellemz6
meghatarozhatd, azonban szdmos paraméter csak empirikus Gton adhaté meg pontosan
[15].

¢s ionizalja a keletkezd részecskefelhdben talalhatd vegyiileteket, azonban nem minden
esetben torténik meg mindkét folyamat. Vannak ionizéacios technikék, amikor a 1ézer a
minta elparologtatasaért felelds, mig az ionizaciot egy masodlagos ionforras végzi el.
Ilyen technika tobbek kozott a 1ézer ablacios elektroporlasztasos ionizacié (LAESI) [15-
18], a lézer elektroporlasztisos tomegspektrometria (laser electrospray mass
spectrometry, LEMS) [19], az infravoros lézer ablacids metastabil-indukalt kémiai
ionizacio (infrared laser ablation metastabile-induced chemical ionization, IR-LAMICI)
[20], a lézer ablacios aramlo atmoszférikus nyomdasu utdlagos besugdrzast ionizaciod
(laser ablation coupled to flowing atmospheric-pressure afterglow, LA-FAPA) [21], és a
matrix-segitett 1ézerdeszorpcids elektroporlasztasos ionizacid (matrix-assisted laser

desorption eletrospray ionization, MALDESI) [22].
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2.2 Mitrix-segitett 1ézerdeszorpcio/ionizacio

A 60-as évek végétdl intenziv fejlesztések kezdddtek a nem illékony, nagy
molekulatomegli vegyiiletek tomegspektrometrids vizsgalataival kapcsolatban, majd ezt
kovetden fokuszba keriiltek a 1ézerimpulzusokra épiild ionizacids lehetdségek [23-27]. A
tomegspektrometrias ,,illékonysagi gat” attorésére szamos deszorpcids/ionizacids
technika jelent meg, azonban a termikus bomlasra érzékeny biologiailag aktiv szerves
vegyiiletek, biopolimerek analizise soran gyakran keletkeztek rovid élettartalmt
fragmensionok. Ezen probléma megoldasat az 1984 és 1986 kozott Karas és Hillenkamp
altal kifejlesztett UV-MALDI jelentette [28-30]. Vizsgalataik sordn a mintamolekuldakhoz
nagy feleslegben, kis molekulatomegli illékony, kromofér molekulaszerkezetet
tartalmazoé (pl. nikotinsav) Gn. matrix anyagot kevertek, amely az alkalmazott UV lézer
hullimhosszan erds rezonancia-abszorpcidt mutatott. Tanaka és munkatarsai 1987-ben
szamoltak be egy alternativ 1ézer deszorpcids ionizaciordl, amelyben oldoszerként
glicerint, 1ézerenergia abszorbensként pedig finom fémport hasznaltak. Meghatarozo,
1988-ban publikalt tanulmanyukban sikeresen azonositottak 35 kDa molekulatomegti,
egyszeresen toltott fehérjeionokat [31]. Korabbi, plazma deszorpcidt és gyors atom
bombazast alkalmaz6 tomegspektrometrids tanulméanyok ugyan kozoltek spektrumokat a
10-30 kDa tartomanyban [32-34], azonban a MALDI ionstabilitdsa és érzékenysége
nagysagrendekkel meghaladta azokat. Ennek kdszonhetden a MALDI bevezetése utan a
moddszer multidiszciplinalis térhoditasa pillanatokon beliill megtortént [28-31, 35],
azonban az applikéacios fejlesztéseket a deszorpcids/ionizaciés mechanizmus elemi
folyamatainak leirasa, atfogo értelmezése csak késlekedve kovette. Néhany meghatarozo
jelentdségli, a 80-as években megjelent kutatasi eredménytdl eltekintve, a MALDI
elméleti hatterének tisztazdsa csupan az ezredforduld kornyékén kapott megfeleld
hangsulyt és a mai napig nem ismert a deszorpcid/ionizacié minden részfolyamata [13,
36-40]. Ezt a tudomanyos bizonytalansagot a 1ézer ablacios folyamatok és a MALDI
elméleti hatterének, mechanizmusanak kutatasaban Vértes és munkatarsai koran
felismerték és olyan uttor6 munkat végeztek, amely meghatarozd jelentdségli a
nemzetkdzi szakirodalomban [2, 41-48].

A MALDI folyamatban az alkalmazott matrix harmas hatdsu: eldszor is kontrollalt
fotonabszorpciot és energiaatadast tesz lehetévé a kondenzalt fazisi matrix-minta
keverékben, amely egyenletes és 1lagy deszorpcidt idéz eld; masodszor kémiai reakcidk
révén eldsegiti az ionizacidt; végil kedvezd feltételeket teremt a minta molekuldinak
izolalasaval (2. 4bra). A matrix-minta keverékben a lézerimpulzus/lézerimpulzusok
hatasara bekovetkezd Osszetett eseményklaszter szamos fizikai és kémiai folyamat
ereddjeként teszi lehetévé a MALDI analitikai alkalmazasat. A sikeres MALDI-MS
analizis tobb dontd 1épést foglal magaban: a minta eldkészitése, a minta gerjesztése és a
kondenzalt fazis szétesése, toltések generaldsa és elvalasztasa, valamint az elemzendd

molekulak ionizalasa, végiil tomeg/toltés arany szerint szeparalas és detektalas [36].
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2. abra: A matrix-segitett lézer deszorpciods ionizacio elve [ XXX, XXXII].

A MALDI mechanizmusanak leirdsaban alkalmazott modellek f6 korlatjat az egyes elemi
folyamatok kiilon-kiilon torténd értelmezése jelenti. Az elsddleges €s masodlagos
események szétvalasztasanak f6 oka azok eltéré iddskalaja. A l1ézerimpulzus nitrogén
vagy Nd:YAG forras esetében ca. 3-5 ns-ig tart, mig az ablacios felhd litk6zésmentes
stirliségre valo kiterjedéséhez tobb mikroszekundum sziikséges [39]. ElsOként a 1ézer-
anyag kolcsOnhatdsa és az energia abszorpcidja a meghatarozd, amelyben a
legjelentdsebb paraméter a 1ézerfluencia. (A MALDI TOF miiszerekben gyakorlatilag a
lézerfluens egy kritikus paraméter, amelyet az adott feladathoz sziikséges optimalizalni,
beallitani.) Kideriilt azonban, hogy nincs kdzvetlen 6sszefiiggés a fluencia és a keletkezett
ionok belsé energidja kozott [49, 50]. Ismertté valt, hogy a nagy lézerfluencidknal
tapasztalhat6 karos hatasok (pl. jelcsokkenés, ionszupresszid) kialakuldsaért az ablacios
felhében bekdvetkez6 masodlagos folyamatok, példaul az axidlis MALDI TOF

rrrrrr

1. tablazat: Matrixként leggyakrabban alkalmazott vegyiiletek alkalmazasi teriiletei.

matrix vegyiilet | protein | peptid | szénhidrat | lipid | nukleinsav
SA X
CHCA
2,4-DHAP
2,5-DHAP
DHBA
THAP
1,5-DAN
9-AA

X

MR R

IR R e

PR R X | <

PR R R X

A modszer egyik legkényesebb pontja az optimalis matrix kivalasztasa egy adott

crer

Altaldban mustarsavat (SA), a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat (HCCA, CHCA), 2,5-
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dihidroxi-benzoesavat (2,5-DHBA), 2’,4’-dihidroxiacetofenont (2,4-DHAP), 2°,5’-
dihidroxiacetofenont  (2,5-DHAP), 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenont (THAP), 9-
aminoakridint (9-AA) alkalmazunk (1. tablazat), de vannak specialis applikéciokhoz
optimalizalt matrixok is (pl. fullerén, szén-nanocs6é, fém-vegyiiletek, fémporok,
nemesfém bevonatok).

A peptidek és fehérjék MALDI vizsgalatara jellemz0 a vizsgalandd ionok nagy kezdeti
ionsebessége, ami az alkalmazott matrixtol fliggden jellemzden 300 és 800 m/s kozott
valtozhat. Ez a kezdeti ionsebesség els6 kozelitésben fliggetlen a vizsgalando vegytilet
tomegétdl, valamint a toltési allapottdl €s az ion polaritdsatdl. Az analitikailag hasznos
aramlési tartomanyon beliili 1ézerfluencia sem befolyasolja, csupan a kristalyosodast
befolyasold kisérleti valtozok, példaul az alkalmazott oldoszerek és a matrixként hasznalt
vegyiiletek eredményezhetnek jelentSs vo eltolodast [39, 52, 53]. Altalanossagban
kijelenthetd, hogy a nagyobb kezdeti ionsebességet okozd matrixok (pl. 2,5-DHBA)
lagyabb ionizacidt tesznek lehetévé, mig példdul a CHCA nagyobb mértéki
fragmentaciot indukél. Egy-egy matrix esetében néha eltérd kezdeti sebességek is
megfigyelhetok, ¢és jellemzden kiilonbozd kristalyosodasi allapota teriileteknek
tulajdonithatok, mint példaul egy durvén kristalyos csepp-perem és egy mikrokristalyos
belsd rész. A nagy kezdeti sebesség jelentds szordst mutat (vo = 0,5 vo), amely a linedris
TOF analizis korlataiért felelds, és jelentdsen kompenzéalhatd reflektron detektor
hasznalataval. Az is megfigyelhetd, hogy az axidlis kezddsebesség 1ényegesen nagyobb,
mint a radidlis, ennek megfeleléen a MALDI csova erdsen elérefelé iranyul, amely noveli
az ionizéacios hatasfokot és az analitikai érzékenységet. Ezt a kedvezd orientacids
folyamatot néhany kiilonleges porozitassal vagy nanostrkturaval rendelkez6 MALDI
technika felerdsitheti (pl. desorption/ionization on porous silicon, DIOS, silicon nanopost
array, NAPA) tovabbi eldnyoket jelentve [54-56]. A korabbi vizsgélatokbol az is
egyértelmiivé valt, hogy az ablacid/deszorpcid sordn matrixbol €s a mintavegytilet-
matrixbol 4ll6 nagy molekulatomegli részecske-klaszterek jonnek létre. Ezek a
molekularis  klaszterek az 4ltalanos koriilmények kozott rogzitett MALDI
tomegspektrumon nem, vagy csak a kémiai zajban jelennek meg, azonban az ionforras
nyomasanak ndvelésére (ca. 2 mbar) intenzitdsuk erésodik. Megfigyelhetd volt tovabba
az is, hogy nagyobb lézerfluencia esetén a klaszterek fragmentalodnak és eltlinnek a
spektrumbol [39].

A lézerfluencia hatasara bekovetkezd elsddleges folyamatokhoz hasonldan az ablacios
felhdben lejatszodd mésodlagos interakciok is sokrétiiek. A tdmegspektrumon megjelend
ionok kvalitativ és kvantitativ paramétereiben elsdsorban az ionizécié mechanizmusa, az
ionszupresszid ¢és a feleslegben alkalmazott matrix hozzdjaruldsa a meghatarozo. A
mintaeldkészitésnél alkalmazott oldat pH-értékének fiiggvényében a vizsgalt vegyiiletek
meghatarozott toltési allapotban épiilnek be a matrix kristalyokba. Ennek kdszonhetden
a minta-matrix keverékben mindig taldlhatéak mar toltéssel rendelkezd részecskék,
amelyek a lézer ablacio hatdséra kilokddnek igy esetiikben nincs sziikség tovabbi aktiv
ionizacios 1épésekre. Ennek ellenére a minta-matrix klaszterben szamos matrix indukalta
folyamat jatszodik le, ugyanis a felszabadul6 ionokat el kell véalasztani az ellenionjaiktol,
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ez mellett toltés atrendezOdésre van sziikség az eltérd polaritasti funkcios csoportot
tartalmazoé vegyiileteknél (pl. fehérjék, peptidek) [39].

Az eredendden semleges részecskék ionizacidja szdmara a protontranszfer a legfontosabb
masodlagos reakcio. A peptidek és fehérjék meglehetdsen magas proton affinitdssal
rendelkeznek (>900 kJ/mol), lényegesen nagyobbal, mint a tipikus matrixok proton
affinitas értékei, amelyek 850 és 900 kJ/mol kozott vannak. Varhato tehat, hogy a matrix
hatékonyan protondlja a minta molekuldit és ennek megfeleléen a MALDI TOF
tomegspektrumban tilnyomorészt protonalt formaban fedezhetjiik fel azokat [40]. A
MALDI-t gyakran gyengén savas karakter(i matrixokkal végzik, és a tomegspektrumokat
pozitiv ionizacidos mddban rogzitik. Azonban, ha a vizsgalandé komponens alacsony
proton affinitassal rendelkezik, elényos lehet a negativ ionok mérése és egy bazikusabb
matrix hasznalata. Ezekben az esetekben az elsddleges deprotonalt matrix hatékonyan
képes elvonni protonokat a semleges molekuldktol, és/vagy nem ad protonokat a
deprotonalt részecskéknek. Az oligonukleotidok vagy foszforilalt peptidek altalaban hig
oldatban deprotondlodnak, majd a minta kristadlyosodasakor olyan sokat képeznek,
amelyek nem protonalodnak gazfazisban. Ilyen esetekben megfeleld adalékanyagokkal
(pl. spermin, ammoénium sok) segithetd a protontranszfer és a pozitiv polaritasu ionizacid
[57-59]. A protonatvitelhez kapcsolodik a hidrogénatom transzfer lehetdsége is, amely
soran a molekulatomeg 1, 2 vagy akar 3 daltonnal novekedve detektalhatd. Calba és
munkatarsai megfigyelték, hogy a H atom transzfer fotokrom rendszerek MALDI
ionizaciojaban intenziv [M+3H]" jelet produkalnak a tomegspektrumban. A deuteralt
matrixszal végzett kisérletekb6l kideriilt, hogy a H atomok matrixmolekuldkbol
szarmaznak [60].

A MALDI ionizaciés mechanizmusaban a protontranszfer mellett jelentds szerepe van a
kation transzfernek is. Ebben az esetben tobbnyire K*, Na* esetleg Li* ionadduktok
keletkeznek az ablacios koriilmények kozott. A kationokkal alkotott kvazimolekulaionok
megjelenése gyakran zavard lehet, azonban a gyenge protonalodast mutatd komponensek
esetében érzékenységnovelést is elérhetlink alkalmazasukkal (pl. a lipidek képalkotasi
tomegspektrometrids vizsgalatdnal nagyon gyakran a kéalium- vagy natrium-adduktok
intenzivebb jelet produkalnak, mint a molekulaionok). Felmeriil a kérdés, hogy miért
jelennek meg a kationadduktok ilyen nagy jelintenzitassal a tomegspektrumban annak
ellenére, hogy a proton affinitdsa mindig nagyobb. A valaszt a minta komponensei és
matrix protonokért folytatott versengésében kereshetjiik. A kationadduktok megjelenése
jellemzden fontos azoknal a vegylileteknél, amelyek proton affinitdsa kisebb, mint a
matrixé. Ezért a meghatarozandé komponensnek versenyeznie kell a semleges matrixszal
a gazfazisban elérhetd protonokért és igy a kationaddukt képzés a végsé megoldas a
molekula ionizacidjara [61].

Molekularis gyokkationok megjelenése elektrontranszfer segitségével szamos MALDI
spektrumban megjelenhet, ilyenkor a primer matrixkationok [M]" masodlagos
reakciokban elvonjdk az elektronokat a molekulaktol (A) (1), vagy éppen forditva a
semleges matrixbol (M) a pozitiv téltésti ionokba (Cu?*) torténik a negativ toltés ramlasa

Q).
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(1) M+A —» M+A"
(2) Cu*+M ——> Cu+M*

A MALDI esetében a tomegspektrumban megjelend ionok relativ intenzitdsa szamos
paramétertdl fligg. Elsdként a matrix és minta keverékének eloszlasatol, ugyanis
homogén  mikrokristdlyos  szerkezet  hidnydban a  kapott  eredmények
reprodukélhatatlanok lehetnek. Itt azonban meg kell jegyezni, hogy mig korabban a
matrix-vegyiilet mikrokristalyok homogén keverékének jelenlétét elengedhetetlennek
tartottdk a megfelel6 mindségli MALDI tomegspektrum felvételéhez, napjainkban
szamos alkalmazas haszndl egymassal érintkez6 matrix vagy minta rétegeket (pl.
nanoparticle-assisted laser desorption/ionization, NALDI, surface-enhanced laser
desorption/ionization, SELDI) ionizaciot eldsegitd feliileteket (pl. NAPA, DIOS), illetve
az analizdlandé mintara parologtatott/szublimalt/porlasztott matrixot (pl. képalkotasi
tomegspektrometria). Masodsorban az ablacios felhdben megfelelé szamu iitkozésnek
kell megtorténnie, amely szoros korreldcidban van az alkalmazott [ézerfluencia értékével,
mivel magasabb fluencia nagyobb mennyiségli kilokddott anyagot €s igy nagyobb
stiriségli gazfelh6t eredményez. Végiil termikusan hozzaférhetd aktivaldsi energidk
szliikségesek. Ha a relevdns masodlagos reakciok nagy aktivalasi energidval
rendelkeznek, kinetikailag korlatozott ioneloszlas 1éphet fel, de ez igen ritka a MALDI
tomegspektrometridban. Az alapvetden jellemzdé protontranszfer reakcidk altalaban
meglehetdsen alacsony energetikai gatakkal rendelkeznek, mig a kationtranszfer
reakcidokat kevésbé tanulmanyoztdk, de a natriumionok esetében az atvitel gatja
jellemzdéen 5-10 kJ/mol, igy termikusan meglehetésen hozzaférhetd az ablaciods
géazelegyben [40].

A MALDI vizsgalatoknal a matrixot nagy feleslegben alkalmazzék, azonban optimalis
koncentracio esetén a tomegspektrumban a matrixionok csak csekély mértékben vagy
egyaltalan nem jelennek meg. Ezt a jelenséget matrix elnyomasi effektusnak nevezziik és
a matrix-minta molekuldris kolcsonhatdsainak  koszonhetden jon  létre  (pl.
protontranszfer, hidrogén transzfer).

A matrix elnyomasi effektushoz hasonldan az ablacios gazfelhd termodinamikai modellje
azt is eldrevetiti, hogy egyik komponens képes elnyomni a masik ionizacidjat. Ez a
folyamat a minta elnyomasi effektus, amely igen gyakori a MALDI esetében. Jol ismert
példaul, hogy a triptikus emésztéssel eldallitott peptideknek csak egy részhalmaza
figyelheté meg a MALDI-spektrumban, de ha az egyes peptideket elvalasztjuk és kiilon
elemezziik, akkor mindegyik detektalhatd. Azt talaltdk, hogy a peptid-peptid szupresszid
egy komplex keverékben erdsen korreldl a gazfazis bazikussagaval [40]. Ilyen
szupresszids hatast figyelhetiink meg a lipidek és a fehérjék kozott a képalkotasi
tomegspektrometrias alkalmazasokban, ahol a fehérjék vizsgalata el6tt lipidmentesiteni
kell a szOvetmetszetet annak érdekében, hogy a peptidek és fehérjék detektalhatok
legyenek.

A MALDI MS spektrumban feltiind az egyszeres ionok dominancidja, amely az
alkalmazasok tobbségében eldnyt jelent. Az elérejelzések és az empirikus tapasztalatok
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alapjan is megfigyelhetd, hogy a tobbszords toltési ionok megjelenése a
molekulatomeggel egyiitt novekszik. Ahogy a molekuldk egyre nagyobbak lesznek, a
toltések kellden elkiiloniilnek ahhoz, hogy egyre fiiggetlenebbé valjanak. Igy a rendszer
belsé Coulomb-energiaja kelléen lecsokken ahhoz, hogy a semleges matrixt elektron-
vagy protontranszfer reakciokkal vald redukcié megsziinjon és az ion tobbszordsen
feltoltott maradjon. Ellentétben a nagy toltéshi kis és kozepes méretli ionok 1ényegében
mindig +1 allapotba redukalhatok a semleges matrixszal valé proton- vagy
elektronatviteli reakciokkal.

A MALDI modszer elényei a nagy molekulatomegli fehérjék tomegspektrometrids
elemzései sordn gyorsan kdrvonalazddtak, igy meghatarozo ionizéacios technikava valt a
bioldgiai mintak vizsgalataban [62, XX VIII, XXIX,]. A MALDI esetében korabban 50-
200 Hz frekvencidju nitrogén lézer (337 nm, 3,72eV, 2,5 ns), mig napjainkban tobbnyire
1-2 kHz-es, frekvencia-haromszorozott Nd:YAG lézer (355 nm, 3,53e¢V, 3 ns)
alkalmazésa az éltalanos.

A mintaelOkészités sordn tobbnyire a matrix- és a mintaoldat keverékét (0,2-2 ul) a
rozsdamentes acél mintatartora szaritjuk ugy, hogy lehetdleg homogén mikrokristalyos
szilard elegyet kapjunk (3. dbra). A nanoszekundumos lézerimpulzusok ebbdl a szilard
felilletbdl parologtatnak el anyagot, és ez az ionizalt részecskefelhd, néhany
nanoszekundum (tipikusan 80-200 ns) késleltetés utdn (delayed extraction) keriil az
analizatorba. A késleltetett extrakcio alkalmazédsaval javithatdo a spektralis felbontas,
mivel a kiilonb6z6 kinetikus energidju, de azonos tomegli ionok sebessége az analizator
fokuszalo lencséjéig kiegyenlitddik és igy egy ioncsomagként jutnak be a repiilési csdbe
¢s végiil a detektorba [63].

7

‘ e -
3. abra: Mintafelvitel MALDI TOF MS vizsgalathoz.

Kiilonleges applikéaciok (pl. képalkotasi tomegspektrometria) esetén a matrix felvitele
torténhet kodképzéssel, szublimaltatassal vagy nanocseppek forméjaban, igy biztosithato
az optimalis matrix-minta arany és a kristdlyok homogenitasa egyarant.

A MALDI segitségével kiméletesen, jelentds fragmentacido nélkiil és hatékonyan
ionizalhatok még nagy tomegil, bomlékony molekulak is (fehérjék, lipidek, szénhidratok,
oligonukleotidok, polimerek), igy igen elterjedt modszer a bioldgiai, orvos-biologiai
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kutatasokban [62, 64-69]. Tovabbi eldnye az oriasi minta-ateresztd képessége, amely napi
tobb ezer mintat is jelenthet, illetve a tomegspektrum egyszeri felépitése, hiszen
tobbnyire egyszeres, esetleg kétszeres ionok jelennek meg rajta. A modszer hatranyai
foként a heterogén minta-matrix kristalyszerkezetre és a mai napig felderitetlen
deszorpcids/ionizaciés mechanizmusra vezethetdk vissza, igy az eredmények kvantitativ
kovetkeztetések levonasara csak korlatozottan hasznéalhatok. A kis molekulatomegii
vegyiiletek mennyiségi vizsgalatanak teriiletén a legigéretesebb megoldasok a
nanorészecskék homogén feliiletének alkalmazasa (NALDI) a mintatart6 talcan. Ebben
az esetben ugyanis maga a feliilet segiti a 1ézer energidjanak elnyelését és az ionizaciot
(SELDI) ¢és igy az eredményeket nem befolydsolja a minta/matrix ardny ¢&s
kristalyszerkezet. Alapvetd fontossagii a mérések tomegtartomanyahoz optimalizalt
gyakori, akdr minden minta mérése el6tti tomegkalibracié. A MALDI modszer elényeit
¢s hatranyait a 2. tablazat foglalja 0ssze.

Az ionforras impulzusiizem{i miikddése miatt a MALDI idealis analizatora a repiilési id6
analizdtor (TOF). Ez mellett, a MALDI sordn tobbnyire egyszeresen toltott ionok
képzddnek, igy a nagyobb tomegii vegyiiletek (pl. fehérjék, polimerek, poliszacharidok)
molekula-, illetve kvazimolekula-ionjai csupan repiilési id6 analizatorral detektalhatok.
A replilési 1d0 analizator alkalmazasaval széles tomegtartomany €s nagy érzékenység
érhetd el, amely reflektron modban kiegésziil a nagy spektralis felbontassal is. A MALDI
TOF tomegspektrometria altal biztositott tomegtartomany miatt célszertien két detektort
alkalmazunk. A kis tomegii ionokat a nagyobb uthosszt és jobb ionfokuszalast biztositd
reflektron detektorban, mig a nagyobb tomeglieket linearis modban mérjiik. A MALDI
TOF/TOF MS késziilék sematikus felépitését az 4. dbra mutatja be.

2. tablazat: A MALDI technika eldnyeinek és hatranyainak 6sszefoglaldsa [ XXXII].

Elényok Hatranyok
egyszer( mintael6készités gyakori kalibracios igeny
egyszer(, konnyen értelmezheté spektrum korlatozott kvantitativ informacio
koltséghatékony lizemeltetés erds ionszupresszio
alacsony karbantartasi koltseg valtozé minéségi MS/MS adatok
kis mintamennyiség (1-2 mikroliter) érzékenység a sotartalomra
nagy mintaatereszt6é képesség kis molekulatdmegek interferenciaja a matrixszal
korlatlan ismételhetdéség széles prekurzorion szelekcids ablak (TOF/TOF)

nagy érzékenyseg
képalkotasi lehetéségek

rosszul oldédo mintak, szuszpenziok vizsgalata

A kimutatasi hatar rutinszerien femtomol nagysagrendli, de mivel a minta kristalyos
allapotban a mintartd talcan van, igy a mintak tetszleges alkalommal és szamban
ujramérhetdk, szallithatok, fagyaszthatok, archivalhatok. Az egyedi 1ézerimpulzusok altal
generalt spektrumokat Onalléan is kiértékelhetjiik vagy akar tobb ezer spektrumot
egyesithetiink a jobb jel/zaj viszony és a nagyobb érzé¢kenység érdekében.
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4. abra: A MALDI TOF/TOF tomegspektrométer sematikus felépitése [ XXX, XXXII].

mintatartd 5

A reflektron detektorral rendelkez6 MALDI késziilékek alkalmasak tandem
tomegspektrometrids vizsgalatokra kozvetleniil az ionforrds utdn bekovetkezd
fragmentalassal (post source decay, PSD), ilyenkor a megemelt [ézerenergia segitségével
bekovetkezd unimolekuldris bomlasokbol keletkezett fragmens ionokat detektalhatjuk.
Bizonyos koriilmények kozott, tiszta, nagy mennyiségli (néhdny mikrogramm)
fehérjeminta esetében a modszer alkalmas intakt fehérjék termindlis szekvenciainak
meghatdrozasara. Néhany tipusit MALDI TOF/TOF MS késziilékkel megvalosithato a
prekurzor ion szelekcid és fragmentdcid is, melynek soran az ionforrasbol kilépd
részecskéket a PSD mellett argongaz segitségével egy erre a célra kialakitott {itkozési
cellaban (collision-induced dissociation, CID) is fragmentalhatjuk.

Az utobbi évtizedben a MALDI TOF MS egyre inkabb kiszorul a proteomikai
applikaciokbol, hiszen a nano- és mikrokromatografiaval kapcsolt nagy felbontasu és
tomegpontossagu tandem tomegspektrométerek Iényegesen megbizhatobb, akar
kvantitativ eredményeket is szolgaltatnak. Ennek ellenére a MALDI technikék kivaldan
alkalmasak nagy ateresztOképességii sziirésjellegli, molekuldris ujjlenyomat elemzésre
épiild fehérje és peptid analitikai vizsgalatok elvégzésére. Az egyszerli mintaeldkészités
¢s a sziikséges minta csekély térfogata (0,5-10 mikroliter) miatt szinte minden fajta
mintan gyorsan és konnyen alkalmazhato.

Szamos probalkozas volt az LC MS technikék diagnosztikai laboratériumi bevezetésére,
azonban ezek kevés sikerrel jartak. Ezzel ellentétben napjainkban, a modern
mikrobiologiai laboratoriumok ezrével alkalmazzak kiillonboz6 gyartok, kisméretli
(benchtop) MALDI TOF MS késziilékeit a korokozok fajszintli azonositdsdban és a
mikrobialis fertézések rutin diagnosztikdjadban  [XXIX]. Ezek a mikrobioldgiai
felhasznalasra optimalizalt MALDI késziilékek linearis detektorukkal és tipikusan 200-
2000 Hz-es Nd:YAG szilardtest UV lézeriikkel egy koltséghatékony, de napi rutinban
megbizhatdéan hasznalhaté megoldast jelentenek, amelynek segitségével szovetekbdl,
vérbdl, vizeletbdl a toredékére csokkent a human patogén baktériumok, gombak fajszintli
detektalasanak ideje és koltsége. A vizsgalatok sordn 96 minta felvitelére alkalmas
rozsdamentes acél mintatartd talcara cseppentve a mintat €s a matrix-oldatot, azt
beszaritva mérhetiink. Az analizis tipikus vizsgalati ideje a lézer frekvenciaja
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fliggvényében ca. 30-50 masodperc/minta. A vizsgéalatok soran a késziilék kalibraldsdhoz
altalaban egy baktériumfajbol (pl. E. coli) készitett kivonatot hasznalunk. A gyartok a
késziilékekhez egyszerlien hasznalhato, az egyes felhasznalasi teriiletekre kifejlesztett
(pl. vérmintdk elemzése, baktériumok vagy gombdk vizsgélata) készleteket
forgalmaznak, amelyek segitségével néhdny oOrds betanulds utdn barki megfeleld,
klinikailag validalt eredményeket kaphat. Az eredmények kiértékelése automatikusan a
megfeleld fajspecifikus adatbazis segitségével torténik, amely tetszélegesen bdvithetd,
fejleszthetd.

2.3. Lézeres elparologtatast alkalmazo képalkotasi tomegspektrometria

Gyakran talalkozhatunk a kifejezéssel: ,,egy kép tobbet ér ezer szonal” [70]. Az MS
tomegspektrometrids (imaging mass spectrometry, IMS) eredmények hatasat a bioldgiai,
a gyogyszer- ¢és orvostudomanyi, valamint a klinikai molekularis vizsgéalatok
fejlodésében. Napjaink egyik legizgalmasabb fejlesztése a tomegspektrometria képalkotd
modszerként torténd alkalmazésa, ugyanis segitségével kozvetleniil szoveti vagy sejtes
mintakon vizsgalhatdo a kérdéses molekuldk térbeli eloszlasa. Szdmos molekularis
képalkot6 technika ismert (pl. immunhisztokémia, fluoreszcens mikroszkopia, méagneses
magrezonancia, pozitron emisszios tomografia, komputeres tomografia), amelyek foként
a klinikai és elméleti orvostudomany és a gyogyszertudomany teriiletén terjedtek el. Ezen
képalkotasi technikdk kozos jellemzdje, hogy alkalmazasukkal jo térbeli felbontas és
részletgazdag kép érhetd el, azonban a kérdéses biomarker molekulat/molekuldkat
valamilyen mddon lathatova kell tenni, tehat meg kell jeldlni azokat. Ez 6riasi korlatot
jelent a vizsgalt komponensek szamadban, illetve a jeloléses technikdk gyakorlatilag
alkalmatlanok a még ismeretlen patologias biomarkerek felfedezésére. Ismertek olyan
képalkot6 technikak is, ahol nem sziikséges jelolés (pl. Raman-mikroszkopia), azonban
ezekben az esetekben a spektrum nem szolgaltat kellen specifikus molekularis képet. A
képalkotasi tomegspektrometria a fentiekkel ellentétben 6tvozi a szdvettani, anatdmiai
eloszlasra jellemzd lokalis strukturdkat az MS érzékenységével, viszonylag nagy
dinamikus tartomanyaval, univerzalitasaval és szerkezetazonositasi lehetdségeivel.

Az IMS gyokerei az 1960-as évek elejére nyllnak vissza, ugyanis ekkor jelent meg a
masodlagos ion tomegspektrometria (secondary ion mass spectrometry, SIMS) képalkotd
alkalmazasa. A kezdeti fejlesztések foként elemek (Al, Mg, Si) térbeli eloszlasanak
kimutatasara szolgaltak [71], majd megjelentek a biologiai szovetek kis molekulatomegii
komponenseinek  (lipidek, gyogyszerhatdbanyagok)  vizsgélatai [72]. A
részecskebombazassal kivaltott ionizacid mellett természetesen a lézer ablacids
tomegspektrometria is pillanatok alatt helyet kapott a képalkotési technikék kozott.
Caprioli és munkatérsai a 90-es évek végén hoztak nyilvanossagra a MALDI TOF MS
modszer alkalmazasat kozvetleniil szovettani mintak peptid és fehérje Osszetételének
vizsgalatara [73]. Kozleménytiket kovetden vilagszerte intenziv érdeklédés indult meg a
tomegspektrometrids eljarasok képalkotasi alkalmazaséaval és 0j ,,imaging kompatibilis”
ionforrasok kifejlesztésével és a lehetséges applikaciokkal kapcsolatban [74, 75]. Ennek
koszonhetden a 1ézer ablacids tomegspektrometria jra a kutatasok fokuszaba keriilt és a
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lézerimpulzusokkal kivaltott molekularis képalkotas besziir6dott a biokémia, bioldgia,
orvos- €s gyogyszertudomanyok vildgaba. Nemes és Vértes 2007-ben fejlesztették ki a
LAESI modszert, amelynél 1égkori nyomason a viz gerjesztési hullimhosszan miikodo
impulzus 1ézer segitségével végezett ablaciot kovetden elektroporlasztasos ionizaciot
alkalmaztak [76]. Az G modszer, matrix-mentes, in-vivo elemzési lehetdségeivel és nagy
térbeli felbontdsaval szinte azonnal bizonyitotta benne rejld képalkotéasi lehetdségeket
[77,78].

Az ,,omikdk” (pl. genomika, proteomika, lipidomika, metabolomika) exponencidlis
fejlédéséhez, a jelolésmentes, kelld érzékenységli €s univerzalis detektalasra hasznalhato
1j, képalkotasi tomegspektrometrids koncepcido — amit dsszefoglaloan ,,spatialomics” is
neveznek — megadta a heterogén felépitésii biologiai rendszerek lokalis molekularis
valtozasainak nagy felbontasu vizsgélati lehetdségét.

Jelenleg a leggyakrabban alkalmazott a MALDI képalkotdsi tomegspektrometria,
melynek soran egy specialis, atlatszo elektromos vezetd réteget (indium-6n oxid, indium-
tin oxide, ITO) tartalmazd mintatartéra 10-20 mikronos szdvettani metszetet €s matixot
szaritunk (5. abra) [79-93]. A MALDI tomegspektrometria képalkotasi alkalmazésa soran
alapvetd fontossagli egy vékony matrixréteg kialakitdsa [94], a matrixkristalyok
homogenitasa és mérete, ennek megfeleléen a matrix felvitelének technologiaja
meghatdroz6 jelentdségli. A matrix felvitele torténhet oldatbdl porlasztassal vagy
cseppképzéssel, illetve oldoszer mentes koriilmények kozott, szublimalassal és szilard
bevonat létrehozasaval (dry coating) [95-101]. Jelentds hatdsa van a szdvet és a
matrixszal bevont felillet egyenetlenségének, ugyanis kisebb feliileti eltérések is
csucseltolédashoz €s az érzékenység csOkkenéséhez vezethetnek. Nyilvanvaldan ez a
hatds még kifejezettebben jelentkezik sejtes mintdk, teljes szervek, biopszidk
vizsgalatakor, ilyenkor a feliilet 3D feltérképezésével pontrol-pontra optimalizalhatjak a
lézer fokuszt, illetve belsd kalibracids standard alkalmazasaval a tomegeltolodas is
kikiiszobolheto [102].

A kristalyszerkezet mellett kritikus paraméter a szovetmetszet matrixoldattal torténd
penetracioja és a vizsgaland6 komponensek feliileti extrakcidja. A matrixoldat késziilhet
barmilyen altalanosan hasznalt matrixbol, a vizsgalandé molekulacsoporttol, az ionizacio
polaritasatol és a kivant térbeli felbontéastol (a nagyobb kristalyoknal (pl. DHBA) kisebb
felbontas érhetd el) fliggden, altalaban CHCA-t, 2,5-DHBA-t vagy 9-AA-t hasznalunk.
Az esetek tobbségében a matrixoldatok frissen, 10-25 mg/ml koncentracioban késziilnek,
oldoszerként 0,1%-o0s (V/V) trifluor-ecetsav vizes oldatat és szerves fazisként acetonitrilt,
acetont vagy metanolt alkalmazva. A matrixoldat felvitele a szovetmetszetre tobb, akar
tobb szaz ciklusban torténik, amely a homogén matrix eloszlds mellett biztositja a
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5. abra: Specidlis ITO lemezek befogadasara alkalmas MALDI mintatarto és egy
fagyasztva metszett (15 um) egér uterus minta.

A mérési eredményeket jelentdsen befolyasolja a bevonatkészités soran végbemend
extrakcio, a matrix/minta arany, valamint a kialakult kristdlyok mérete, szerkezete és
térbeli eloszlasa is. Kis térfogatu cseppeket alkalmazva magas felbontést érhetiink el,
azonban a kevés oldoszer jelenléte miatt alacsony hatasfoku extrakcidval megy végbe a
folyamat. Nagyobb térfogat alkalmazasa esetén nagysagrendekkel jobb extrakcidval és
jelentdsen rosszabb térbeli felbontassal szdmolhatunk. Az alkalmazott folyadékcseppek
méretének pontos szabalyozhatosaga tehat jelentds befolyassal bir a mintaeldkészités
kimenetelére és reprodukalhatosagara.

Munkacsoportomban kifejlesztettiink egy olyan késziiléket (6. dbra), amely szabalyozott
piezoelektromos porlasztas segitségével kivalo hatasfokkal végezte el a matrixvegyiiletek
homogén felvitelét a szovetmintak feliiletére. Az altalunk kidolgozott eljaras a jelenleg
ismert technikakhoz képest joval homogénebb matrixréteg létrehozasat teszi lehetdveé
ugy, hogy az ismert technikaktol eltérden a folyadékcseppek nem néhdny szaz nanométer
atmérdjl kapillarisokon, perforacidkon keresztiil jutnak a mintara, hanem egy specialis
puffertérben keletkeznek. A nagyfrekvencids ultrahangos atomizald éltal generalt par
nanométer atmérdjl, a puffertérben lebegd cseppeket inert gaz (N») segitségével 50-100
ciklusban egyenletesen oszlatjuk el a minta felilletén. A késziilék képes mintak
temperalasara is, amellyel csokkenthetdek az eldkészités soran végbemend bomlasi
folyamatok, valamint a hdmérséklet pontos szabalyozasaval nagymértékben novelhetd a
magképzd helyek kialakulasa és igy a kristalyosodasi folyamat is tovabb optimalizalhato.
Lehetdség van tovabba egy kiegészitd oldoszertartidly alkalmazéasaval kis mennyiségli
emésztéenzim (pl. tripszin) gazdasagos felvitelére is. Ebben az esetben a temperalt
mintatartok lehetdvé teszik az enzimatikus emésztési folyamatok lejatszodasahoz
sziikséges homérsékleti viszonyok (37°C) biztositasat.
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6. abra: Munkacsoportomban kifejlesztett piezoelektromos matrixporlasztd berendezés
(TissuePrep).

Amennyiben a szoveti fehérjék lokalis eloszlasanak meghatirozasa a célunk, akkor a
matrix felvitele eldtt lipidmentesiteni kell a szovetmetszetet, hiszen ennek hidnyaban
jelentds ionszupresszids hatast tapasztalnank [103-105]. Ezt kovetden a mintarol elére
meghatdrozott szisztémaban és 1ézerintenzitassal tobb tizezer tomegspektrumot vesziink
fel (7. abra), amelyeket a megfeleld szoftver az egyes m/z értékekhez tartozé intenzitdsok
eloszlasat képként jeleniti meg. A vizsgalatok alkalmasak lipidek, peptidek, fehérjék
lokalis eloszlasanak akéar 5-10 mikrométer felbontasu feltérképezésére. A térbeli
felbontés fligg az alkalmazott 1ézer hullamhosszatol, fokuszalt méretétdl €s alakjatol, a
felvitelének technoldgiajatol, de tipikusan 50-100 mikrométer. A nagyobb felbontés
nagysagrendileg megndveli a vizsgalat idejét és az Gsszegzett mérési adatok méretét, igy
az optimalis felbontas értékét az adott bioldgiai, klinikai kérdéshez és mintaszamhoz kell
igazitani. Ne feledjiik azt sem, hogy egy-egy szOvetmetszet mérése soran akar 150000-
200000 lézerlovést is alkalmazhatunk, amely befolyasolja a 1ézer élettartalmat és az
ionforras tisztitasanak gyakorisagat.
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az alkalmazott Bruker Autoflex Speed késziilék esetében.

A moédszer oriasi eldnye, hogy parhuzamosan alkalmazhatdé az egyéb (in-vivo
fluoreszcens, NMR, MRI, CT, FT-IR, Raman) képalkotasi mddszerekkel, igy olyan uj
tudomanyos és diagnosztikai eredményeket szolgaltathat, amelyek forradalmasitjdk a
klinikai diagnosztika mai moddszertandt. A MALDI IMS modszer kivalo lehet az 0j
patologias biomarkerek felfedezése soran, mivel az egyes vegyiiletek, vegyiiletcsoportok
lokalis eloszlasanak vizsgalataval azok kozvetleniil kotheték az adott, gyakran nagy
heterogenitdssal rendelkezd egészséges vagy patologias szoveti struktirdkhoz [106, 107].
Példaul, altala jol elkiilonithetdk és meghatarozhatok az egészséges, stromalis vagy
neoplasztikus sejtekben expresszalodd potencidlis biomarker molekuldk tomege,
szerkezete.

A MALDI IMS vizsgélatok eredményei statisztikai szempontbol is értékelhetdk specialis
szoftverek segitségével (pl. Bruker Daltonics ClinProTools, MATLAB). Ezek a
programok normalizalds utan a kiilonbozd csoportokba rendezett tomegspektrumokat
Osszehasonlitva meghatarozzak azok 4&ltalanos statisztikai értékeit, diszkriminacios
értékeit és statisztikai probait. Lehetdség van egyes teriiletekrdl felvett tomegspektrum-
csoportok kozvetlen spektralis 6sszehasonlitasara is, amely latvanyosan bizonyithatja az
egészséges €s patologias szovetekbdl kimutatott patologids jelzOmolekuldk prediktiv
értekeét.

A tomegspektrometrids képalkotés oriasi elénye, hogy a molekuléris valtozasokat in-situ
a szoveti struktarakkal egylittesen tudjuk vizsgalni, azonban a mintdk Osszetételének
komplexitasa miatt az ionszupresszios hatdsok is kiemelten jelentkeznek. A mindennapi
gyakorlatban a prediktiv értékii molekulédris valtozasok kvantitativ meghatdrozéasa
érdekében az IMS vizsgalatokat célzott immunhisztokémiai elemzésekkel egészitjiik ki.
A MALDI mellett képalkotasra barmely lézer deszorpcids technika alkalmazhato,
azonban ezek érzékenysége és térbeli felbontdsa altaldban elmarad a hagyomanyos
MALDI IMS technikatol. Specialis kiegészitokkel, pl. optikai szal segitségével torténd
fokuszalassal akar 5 mikrométer alatti térbeli felbontast is elérhetiink [108], amely fontos
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informéciokat szolgaltathat a sejtszintli metabolomikai, peptidomikai, lipidomikai és
proteomikai kutatasokhoz. Az in-vivo koriilmények kozott is alkalmazhatd atmoszférikus
nyomason miitkodé moédszereknél (pl. LAESI) €16 sejtek molekuldris valtozasait pl.
neuralis halézatok metabolizmusat, kommunikéciojat is vizsgalhatjuk [ XXXI].

Specialis fluoreszcens festéket és az adott hulldmhosszra optimalizalt 1ézert alkalmazva
megvalosithatd, hogy a lézerlovés hatasara egy fluoreszcensen megjelolt sejt vagy
sejtcsoport parologjon el, igy ezek molekuldris felépitése akar sejtszinten detektalhatd
legyen [XXXII]. Ezt a technikdt konnyen kombindlhatjuk a hagyomanyos
immunhisztokémiai, fluoreszcens mikroszkopids modszerekkel, amelyek novelik az
eredmények orvosdiagnosztikai, klinikai alkalmazéasanak lehetdségeit.
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3. Célkitiizések
A 1ézer ablacio/deszorpcid alkalmazasa a molekularis tomegspektrometridban immar fél
évszdzados hagyomanyokra tekinthet vissza, és fejlddése a mai napig toretlen.
Napjainkban az analitikai kémia és foként az ,,omikdk™ kivalo, state-of-the-art
miszerezettséggel vannak felvértezve, mégis gyakran szembesiiliink azzal, hogy a
biologiai ¢és klinikai kérdések megvalaszoldsa komoly nehézségekbe iitkozik. A
legéltalanosabb problémdk a mintaeldkészités soran, illetve a magasfoki biologiai
variabilitds miatt alakulhatnak ki. A MALDI és mas lézeres mintabeviteli technikdk
tobbnyire kikiiszobolik a mintaeldkészitésbodl szarmazo bizonytalansagokat, igy a mai
napig versenyképesek maradtak a rutin vizsgalatok és a fejlesztések soran egyarant. A
képalkotasi tomegspektrometria egy olyan univerzalis, nagy érzékenységli ¢és
specificitast, a lokalis szovettani és molekularis heterogenitast kezelni képes modszer,
amely a modern bioanalitika, biokémia és klinikai diagnosztika egyik hajtoereje lehet.
Ertekezésemben felvazolt munkénkat 3 £ cél koré csoportositottam, amelyek a 1ézer
ablacio, elsésorban a MALDI tomegspektrometria alkalmazasa a kismolekulatomegii
vegyiiletek, a peptidek és fehérjék, valamint a szovetmintak kozvetlen vizsgalataban.
Ennek megfelelden az aldbbi célokat fogalmaztuk meg a két évtizedet ativeld munkank
soran:

— fullerének (Cso, C70) MALDI matrixként vald alkalmazasa €és a mérési
kortilmények optimalizalasa kis molekulatomegii vegytiletek vizsgéalatara,

— szteroid hormonok, szintetikus szterdanvazas vegyiiletek, polifenolok,
antocianinok kémiai moddositast nem igényld, nagy mintadteresztoképességii
tomegspektrometrias vizsgéalatanak kidolgozasa,

— a hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) tomegspektrometrids
vizsgalatanak kifejlesztése és a peptid jelenlétének detektildsa biologiai és
klinikai mintakbol,

— fehérjék expresszios valtozasainak meghatarozasa PACAP hianyos (PACAP KO)
egérmodellben,

— ¢évszakos valtozdsokat mutatd (hibernacids) neuropeptidek kvalitativ és
szemikvantitativ tomegspektrometrids meghatarozasa,

— patologias folyamatokra (fej-nyaki tumor, oszteoszarkdéma, ajak- és szajpad
hasadék) jellemzd potencidlis biomarkerek kimutatdsdra alkalmas modszer
kidolgozasa,

— a képalkotasi tomegspektrometria bevezetése és modszertani fejlesztése,

— tumorok molekularis heterogenitasanak tomegspektrometrias vizsgélata,

— a patologias spermatogenezis lokalis lipidomikai véaltozasainak feltérképezése,

— szovetszintli molekularis valtozasok meghatarozasa a korai fazisu embriogenezis
soran,

— amesterséges megtermékenyités (IVF) hatasainak térbeli és id6beni vizsgalata az
endometrialis és embrionalis lipid metabolizmusra,

— egy sejt (single cell) felbontasu képalkotési tomegspektrometria fejlesztése.
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4. Alkalmazott késziilekek és modszerek

Ebben a fejezetben az altalanos MALDI TOF tomegspektrometrids vizsgalatok részleteit
ismertetem. Az egyes alfejezetekben targyalt konkrét analitikai feladatok specifikus
mintaeldkészitését és az ott hasznalt eszkozok bedllitasait és vegyszereket az adott
vizsgalatok leirdsanal adom meg.

MALDI TOF MS

A tomegspektrométer egy Autoflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag) MALDI késziilék, amelyet FlexControl 2.4 szoftverrel vezéreltiink. A
miiszer 337 nm-es 100 kW-os cstcsteljesitményti 2,5 ns impulzusidével mitkodé MNL-
205MC (LTB Lasertechnik Berlin GmbH, Berlin, Németorszag) nitrogén 1ézert hasznal,
amelynek maximalis frekvencidja 50 Hz. A kiilsé tomegkalibraciét minden esetben
Bruker peptid vagy alacsony tomegili protein kalibracios standarddal (Bruker Daltonics,
Bréma, Németorszag) végeztik el. Az adatok kiértékelését FlexAnalysis 3.0 és
ClinProTools 3.0 szoftverek segitségével hajtottuk végre. A protein kereséseket
MASCOT (www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, Anglia) és Bruker
Protein Scape (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) szerverek segitségével hajtottuk
veégre.

A vizsgalatokhoz Bruker MTP 384 rozsdamentes acél mintatartét hasznaltunk. A
mintatartot a mérések eldtt a gyar altal kidolgozott protokoll szerint lemostuk.

MALDI TOF képalkotasi tomegspektrometria

Az IMS vizsgélatokhoz egy Bruker Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag) tipusi MALDI TOF/TOF késziiléket alkalmaztunk. A miiszer 1 kHz-es
frekvencia-haromszorozott SmartBeam II Nd:YAG UV lézerrel mikodik (Lasertechnik
Berlin GmbH, Berlin, Németorszag), melynek paraméterei a kovetkezdk, hullamhosz:
355 nm, 532 nm, 1064 nm, 808 nm, cstcsteljesitmény: 170 kW, impulzus energia: 500
wJ, impulzusidé: 3 ns, atlagos teljesitmény: 1,5W.

A kiilsé tomegkalibraciét minden esetben Bruker peptid vagy protein kalibracios
standarddal (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) végeztiik el. Az adatgyiijtési és
kiértékelési folyamatokat a FlexAnalysis 3.0, FlexImaging 3.0 és FlexControl 3.4
szoftver (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) segitségével valositottuk meg.

A vizsgélatokhoz Bruker ITO bevonatos iiveglemezeket és a befogasara alkalmas Bruker
rozsdamentes acél mintatartd talcat haszndltunk. Az ITO {iveglemezeket egyszer
hasznaltuk. A  matrix felvitele az A4ltalunk fejlesztett  piezoelektromos
porlasztoberendezéssel tortént (lasd 6. 4bra). A metszetek szkenneléséhez egy
hagyomanyos nagyfelbontasu lapszkennert, mig a hisztologiai metszetekhez a 3DHistech
professzionalis metszet digitalizald berendezését hasznaltuk.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

Kisérleti eredményeimet harom alfejezetben mutatom be. Az els6 a kis molekulatomegii
vegyiiletek vizsgalataival foglalkozik, majd a peptidek és fehérjék elemzéseit ismertetem,
végiil a képalkotasi tomegspektrometrids eredményeinket prezentalom.

5.1. Kis molekulatomegi vegyiiletek MALDI vizsgalata

A 1ézeres ablacion és ionizacion alapuld technikak, igy a MALDI is kivaldan alkalmas
kis molekulatomegii (<800 Da) vegyiiletek (low-molecular weight compound, LMWC)
kimutatasara, illetve szerkezetiik azonositadsara. Az egyszerli mintaelokészités és a kis
mintaigény (0,5-2 mikroliter) oriasi elényt jelent, azonban az alkalmazott matrix vegytilet
spektralis interferencidja és erds ionszuppressziv hatdsa megneheziti az értékelhetd
spektrumok felvételét. Bar a 80-as évek végén a MALDI MS forradalmasitotta a nagy,
nem illékony, termikusan labilis molekulak (példaul fehérjék, peptidek, oligonukleotidok
¢és poliszacharidok) elemzését, alkalmazasat kis molekulatomegii vegyliletekre hossza
ideig nem megfelelonek, sét haszontalannak tartottdk. Ennek egyik f6 oka a matrixhoz
kapcsolddd ionok 4altal generdlt nagy hattér volt az alacsony molekulatomeg
tartomanyban. A masodik ok a folyadékkromatografiaval kapcsolt elektroporlasztasos
ionizacio egyidejli robbandsszerli novekedése volt, ami az LC ESI MS-t a jelenleg
elérhetd egyik legsokoldalubb és legerdsebb analitikai eszkdzz¢ tette. Azonban a MALDI
sajatos eldnyei (pl. nagy tolerancia a szennyezd anyagokkal és pufferekkel szemben,
egyszerl spektrumok az egyszeres toltésli ionok szinte kizarolagos megjelenése miatt,
tipikus szub-femtomol érzékenység és nagy ateresztoképességii elemzés) a kapcsolodod
miszerek legjabb fejlesztéseivel parosulva, megalapozta a technika alkalmazasat az
LMWC vizsgalatokban. Valdjadban a MALDI MS kis molekuldkra val6 alkalmazasa
folyamatosan novekszik, ami a metabolomikai vizsgdlatok irdnti érdeklddés
novekedésének és az IMS technikak elsopro terjedésének koszonhetd [109].

A kis molekulatomegii vegyliletek vizsgalatara észszerlinek tlinik a matrix mentes LDI
hasznélata, azonban ebben az esetben az eredményes ionizdcidhoz magasabb
lézerfluencidra van sziikség, amely erds fragmentacidhoz vezethet. Szdéba johet
valamilyen feliilet-segitett ionizacios technika alkalmazasa is (pl. SALDI, SELDI, DIOS,
NAPA) azonban ezek robosztussaga, érzékenysége és reprodukalhatosdga gyakran
elmarad a MALDI MS vizsgélatok sordn tapasztaltakétol. Mindezeket szem el6tt tartva a
kis molekulatomegli vegyiiletek vizsgéalatara tobbnyire MALDI TOF MS-t hasznaltunk
specialis matrixokat (pl. fullerén) alkalmazva.

5.1.1. Matrixok hatasa

Ahogy kordbban a 2.2. fejezetben ismertettem a MALDI MS sikeres alkalmazasa
szigoruan fligg a matrix megvalasztasatol. A matrixként alkalmazott vegyiiletnek meg
kell felelnie a specifikus kovetelményeknek, beleértve a minta komponenseinek
beépiilését a matrix feleslegébe, a besugarzasi lézer hulldmhosszan torténd nagy
abszorpcidt (elektronikus vagy vibracids gerjesztéssel), hatékony ionizaciot ¢és
szabalyozott fragmentaciot biztositva. Az altaldnosan hasznalt matrixok jellemzden
linedris konjugalt n-rendszereket és/vagy aromas gytriiket tartalmaznak a fotonok UV-
tartomanyban torténd abszorpcidjahoz, valamint savas funkcids csoportokat a minta
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komponenseinek protonalasihoz. Altalanossagban elmondhaté, hogy a benzoesav, a
fahéjsav és a rokon aromas vegyiiletek szdrmazékait a fehérjék és peptidek matrixaként
hasznaljuk [110], mig a pikolin- és borostyankdsavakat az oligonukleotidok MALDI MS
analiziséhez [111].

A matrixként hasznalt vegyiiletek elsé generacidja jellemzéen 300 Da alatti kis
molekulatdmegli molekula, mint példaul a CHCA, SA, 2,5-DHBA. Az ilyen tipust
matrixok erds jelinterferenciat okoznak az m/z 600 alatti tartomanyban, ugyanis a
lézerenergia hatasara klaszterképzddésre hajlamosak €s sajnalatos médon ez az effektus
az Ujabban hasznalt 355 nm-es szilardtest 1ézereknél még kifejezettebben jelentkezik. A
képet még szinesiti az ionklaszterek molekulaion csucsai mellett gyakran megjelend
protonalt, natrium- és kalium-addukt ion jelek is (8. abra).

El El
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8. abra: N¢éhany altalunk matrixként alkalmazott vegyiilet pozitiv modban rogzitett
MALDI TOF MS tomegspektrumja (a) CHCA, (b) SA, (¢) 2,5-DHBA, (d) C7o fullerén
[IX].

A matrixhattér elnyomasara szdmos adalékanyagot és specialis matrix felviteli modot
alkalmaztak [112]. Kvaterner ammonium sok, feliiletaktiv anyagok (pl. cetil-trimetil-
ammoOnium bromid, CTAB) hasznalatdval Guo ¢és munkatdrsai bevezették a matrix
elnyomott 1ézerdeszorpcids ionizacid (matrix supressed laser desorption/ionization,
MSLDI) moédszert [112]. Lin és Chen DHBA matrix sz6l-gél polimerszerkezetbe valo
beépiilése segitségével csokkentette a matrix klaszterek megjelenését [113], mig masok
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cézium- és litium-sok haszndlataval csokkentették a matrix ionszuppreszids hatasat [114,
115].

A masik, népszerli stratégia a nagy molekulatomegli matrix alkalmazédsa. Chen és
munkatarsai 2,3,4,5-tetrakisz(3',4'-dihidroxi-fenil)-tiofén (DHPT) segitségével femtomol
tartomanyban vizsgalt aminosavakat, peptideket és B-vitamint [116]. Ugyancsak
figyelemreméltdé a szintetikus porfirinek alkalmazasa, amelyek elég nagy
molekulatomeggel rendelkeznek ahhoz, hogy biztositsak a spektrélis interferencia
hianyat a kis molekuldk szamdra. Tovabbi eldnyiik, hogy lézerabszorpciojuk és proton
affinitadsuk finomhangolhaté a kozponti szerkezeten 1évé oldallancok véltoztatasaval.
Ayorinde és munkatérsai eldszor tesztelte a mezo-tetrakisz(pentafluorfenil)porfirint (F 20
TPP), mint MALDI-matrixot az alkil-fenol-etoxilatok elemzéséhez [117]. Az F 20 TPP-
t szamos mads alkalmazasban is sikeresen alkalmaztak, mint példdul novényi olajok
zsirsavosszetételének elemzésére [118], cukrok, aszkorbinsav, citromsav és natrium-
benzoat kimutatasara [119].

A szervetlen (pl. szilicium- és fémalapu) nanoanyagokat nagyrészt feliileti deszorpcios
ionizacios (SELDI, SALDI) technikdkkal tanulményoztdk. A szilicium alapt matrixok
kozé tartoznak a szilicium nanooszlopok [56,120], a szilicium nanoszalak [121] és a
szilicium nanopillérek [122], mig alkalmaznak arany [123-127], eziist [128,129]
szubsztratokat vagy kiilonb6zé fém-oxidokat ugy, mint titan-oxid [130-132], cink-oxid
[133] és litium-oxid [134].

A szén alapu nanorészecskék, fullerének, grafének, nanocsovek kiterjedt delokalizalt
elektronszerkezettel és igy széles energia abszorbcids képességekkel rendelkeznek, ennek
eredményeként viszonylag koran felmeriilt MALDI matrixként, SALDI és SELDI
felilletként torténd alkalmazasuk [135, 136]. El6nyds tulajdonsagaikat kihasznalva
szamos molekulacsoporton bizonyitottak széleskori alkalmazhatosagat [137-139].
Korabbi fullerénekkel végzett tomegspektrometrids tapasztalataink alapjan [XLI, XLV],
munkacsoportomban a kis molekulatomegti vegytiletek vizsgalatara fullerén (Ceo, C70)
matrixot alkalmaztunk.

5.1.2. Szteroidok vizsgalata [11, VI]

A semleges szteroid hormonokat tobbnyire gaz- vagy folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrids modszerekkel elemzik [140-144]. A legtobb szteroidvegytilet
azonban nem illékony, és nem tartalmaz poldris csoportokat, ami nem megfeleld
kromatografids viselkedést és alacsony ionizacidés hatékonysagot eredményez. A
szteroidok szarmazékképzése illékonyabb, hdstabilabb ¢és polarisabb termékekkeé
megoldja ezt a nehézséget, de az ismeretlen kémiai csoportokat tartalmazo vegyiiletek
reprodukélhatd, kvantitativ szarmazékképzése, foként bioldgiai mintabol nem egyszerii
feladat [145].

A nemi hormonok és sok mas szteroid alapvetd biomolekuldk az emberi és allati
szervezetekben és alacsony koncentracioban erds endokrin aktivitdssal rendelkeznek.
Szabalyozzéak az érést [146] és a szaporodast [147-153], és részt vesznek az immunologiai
folyamatokban [154], a csontanyagcserében és oszteogenezisben [155-158]. Az etiologiai
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jelentdsége is ismert, mivel a szteroidok alapvetd szerepet jatszanak a csontritkulds
[159,160], a kardiovaszkularis betegségek [161, 162], a prosztatardk [163-164] és az
emlorak [165-167] kialakuldséban, pozitiv korrelacidval a vérplazma 0sztrogénszintje és
a daganatok és attétek kockéazata kozott. A hatdst nem csak az intracellularis szteroid
receptorok kozvetitik, hanem a membranhoz kapcsolodo szteroid receptorok is, amelyek
Osszefiiggésben allnak a novekedési faktorokkal és ndvekedési faktor receptorokkal
[168].

A szbovetekben vagy testnedvekben nagyon alacsony, nanomoldris vagy akar pikomolaris
koncentraciojuk, valamint szerkezeti hasonldésaguk miatt pontos és érzékeny vizsgalati
modszerek sziikségesek a megbizhaté eredményekhez. A humdn mintékat altalaban
vérbdl, vizeletbdl vagy agy-gerincveldi folyadékbol gytijtik [169-175].

A szteroid vegyliletek kimutatdsara kordbban radioimmunoassay (RIA) technikat
alkalmaztak [176], de a mddszer nem minden esetben megbizhatd, foként 0jsziildttektol
¢és csecsemOktdl szarmazoé mintdk esetén [177-179]. Napjainkban, gdzkromatografiaval
vagy folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometriat (GC MS/MS, LC
MS/MS) és MALDI TOF MS-t alkalmaznak komplex bioldgiai mintdk szteroid
Osszetételének vizsgalatara [180-184]. Fontos azonban megjegyezni, hogy a kis
polaritassal rendelkezd szteroidoknak alacsony a hdstabilitasuk €s az illékonysaguk, igy
a kozvetlen GC-elemzés nem kivitelezhetd. Ez mellett a kdzvetlen MS analizis alacsony
érzékenységet eredményez [185, 186], amelyet a szteroidok szerkezetében 1évd savas
vagy bazikus csoportok hianya general [187]. A probléma szarmazékképzéssel oldhatod
meg, melynek sordan a semleges szteroid vegylileteket illékonyabb ¢és stabilabb
termékekké alakitjak, egyben poléris funkcidés csoportokkal modositva, amelyek
hatékonyabb ionizacidt tesznek lehetove [188]. A kiilonféle szarmazékképzd reagensek
széles skalaja hasznalatos, és tobb protokollt is kidolgoztak kifejezetten a kiilonb6zd
tipusu kémiai csoportokkal rendelkezd szteroidokra [189-193]. A MALDI TOF MS
vizsgalatoknal a derivatizal6 reagensek alkalmazédsa tovabbi elényt jelent, mivel a
szteroid vegyiiletek molekulatomege az altalanosan hasznalt matrix anyagokéval azonos
tartomanyban van, igy a derivatizaloszer tomegének hozzdadasaval a kérdéses ion egy
masik tOmegtartomanyba keriil, ahol a matrixcsucsok méar nem zavarjak. Ugyanakkor a
derivatizalds hatranya a kiilonbozd szteroid vegyiiletekre univerzalisan hasznalhato
derivatizaloszer hianya, illetve a reakcid csekély reprodukalhatosaga biologiai mintdkban
[194-197].

Nagy érzékenységli, a szteroid vegyiiletek kémiai atalakitasat nem igényld6 MALDI TOF
MS modszert dolgoztunk ki C7o fullerén matrix alkalmazasaval. A kisérletek kezdetén
klasszikus MALDI matrixként alkalmaztuk a fulleréneket szerves oldoszerben oldodo
vegyliletek vizsgalatara. Ilyenkor toluolos Ceo vagy Cro oldatot azonos térfogata (10-10
ul) szerves apolaris olddszerben oldott mintaval kevertiink 6ssze, majd az elegy 2 pl-ét
fokozatosan a rozsdamentes mintatarto talcara cseppentettiik. Ilyenkor a mintafelvitelnél
igen kortiltekintden kellett eljarni, mivel a szerves oldoszerek csekély viszkozitdsa miatt
az oldatok eltertiltek a rozsdamentes mintatarto feliiletén, amely konnyen kontaminéciot,
a mintdk keveredését eredményezhette. Tapasztalataink alapjan eredményesebbnek
bizonyult a fullerén oldat el6zetes raszaritasa a mintatartora, majd az olddszer elparolgasa
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utan keletkez6 nanokristalyos vékony fullerén filmrétegre vittiik fel a mintakat. Az eljaras
elénye, hogy a poléarisabb mintdk akar vizes oldatokbdl is mérhetdk voltak, illetve a
keresztszennyezddés kockazata a minimalisra csokkent. Tovabbi eldnyt jelentett, hogy a
matrix/minta ardny optimalizalhatd volt Gigy, hogy a beszaradt minta feliiletére ijabb
fullerén réteget szaritottunk. Ilyen ,,szendvics” technikat alkalmaztunk szamos olyan
esetben, amikor egyébként a fragmentacid jelentdsnek bizonyult (lasd. 5.1.3. alfejezet,
antocianinok, polifenolok). A leirtak alapjan a kifejlesztett modszer kozelebb all a
nanorészecske- vagy feliilet-segitett 1ézerdeszorpcid/ionizéacios technikak egyikéhez (pl.
SALDI, SELDI).

Munkank soran, szilard C7o fullerén (gold grade, Hoechst) felhasznalasaval toluolban
23°C-on telitett oldatot készitettiink, amelyet vékony filmrétegként szaritottuk rd a
rozsdamentes mintatart6 talcara. Az oldoszer elparolgésa utan a szilard fullerén bevonatra
pipettaztunk a mérendd oldatokbol és azok beszaradasa utan végeztiik el a méréseket. A
modszert 6t altaldnos nemi szteroid hormonon: 6sztron (1,3,5(10)-estratrien-3-0l-17-
one), [-Osztradiol (3,17 B,-dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene), Osztriol (1,3,5(10)-
estratriene-3,16 a,17B-triol), tesztoszteron (17 B-hydroxy-3-oxo-4-androstene) ¢€s
progeszteron (4-pregnene-3,20-dione) (9. 4bra), szintetikus szteroidvegyiileteken,
valamint terhes egyéntdl gylijtott vizeletmintan teszteltiik [I1].

A szteroid hormon standardokbodl (Sigma-Aldrich) 0,1 mg-ot mértiink be, amit 1 ml
metanolban oldottunk, majd a viszkozitas novelése érdekében az elegyhez 0,2 ml Milli-
Q vizet adagoltunk. A referencia oldatok 1-1 pl-ét cseppentettiik fel a mintatarton
elézetesen kialakitott szilard Cyo fullerén réteg tetejére, majd negativ és pozitiv ionizacids
modban is felvettik a reflektron detektor segitségével detektalt spektrumokat.
Eredményeink jol reprezentaljak, hogy a matrixként alkalmazott Co fullerén kellen
elésegitette a nitrogénlézer energidjanak abszorpcidjat és meggatolta a szteroid

crer

tartomanyon, nem okozott sem jel interferenciat sem zajnovekedést a mérések soran.

CHy a ch, p b OH ¢

ullllOH

HO
HO HO

CHj;

o o

9. abra: A vizsgalt nemi hormonok kémiai szerkezete (a) 6sztron, (b) B-0sztradiol, (c)
Osztriol, (d) progeszteron, (e) tesztoszteron.
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Az dsztron, B-Osztradiol és 0sztriol negativ mddban, mig a progeszteron és tesztoszteron
pozitiv ionizacids modban mutatott jobb eredményeket. A vizsgalatok reprezentativ
tomegspektrumjait a 10-14. abrak szemléltetik, amelyek minden esetben 500-500 egyedi
l1ézerimpulzus (50 Hz) dsszesitett eredményét mutatjak. Az E1, E2 és E3 negativ mddban
deprotonalt kvazimolekulaionként [M-H], rendre m/z 269,37, m/z 271,39 és m/z 287,39,
mig a tesztoszteron (m/z 289,19) és progeszteron (m/z 315,21) pozitiv mddban protonalt
kvazimolekulaionként [M+H]"* volt detektalhato.
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10. abra: Az 6sztron referencia oldat C7o matrix alkalmazasaval negativ ionizacios
modban készitett MALDI TOF MS tomegspektruma.

5 400 4 271.39
3,
2 -
5 600
= -

400 -

200

Ukl. il n " i

L R I R B O T B B I O R R B N B R B R B N B |
250 300 350 400 450

m/z

11. abra: Az B-0sztradiol referencia oldat C7o matrix alkalmazasaval negativ ionizacios
modban készitett MALDI TOF MS tomegspektruma.
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12. abra: Az 6sztriol referencia oldat C7o matrix alkalmazésaval negativ ionizacids
modban készitett MALDI TOF MS tomegspektruma.
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13. abra: A progeszteron referencia oldat C7o matrix alkalmazéséaval pozitiv ionizacios
modban készitett MALDI TOF MS tomegspektruma.
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14. abra: A tesztoszteron referencia oldat C7o matrix alkalmazaséaval pozitiv ionizacids
modban készitett MALDI TOF MS tomegspektruma.

A referencia oldatok MALDI TOF MS vizsgalataibol lathatjuk, hogy a C7o fullerén matrix
mindkét ioniz4dcidos modban hatékonynak bizonyult kémiailag nem moédositott szteroid
hormonok esetében. A kifejlesztett analitikai mddszer segitségével az egyes nemi
hormonokra vonatkoz6 kimutatasi hatarokat a 3. tablazat Osszesiti. A szakirodalmi
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adatokkal jol korreldlva az illékony olddszerrel, vékony rétegben felvitt nanokristalyos
fullerén réteg javitotta a mddszer érzékenységét és az ionizéacios hatasfokot [198]. Az
eljaras teljesitoképességét és tényleges alkalmazhatosagat szamos szintetikus szteroid-
szarmazek és bioldgiai minta segitségével teszteltiik [II, VI, XLIX, L, LI, LIX].

3. tablazat: A C; matrix jelenlétében elvégzett MALDI TOF MS vizsgalatok
eredményei a detektalt és elméleti (zardjelben) monoizotdpos tomegek és kimutatasi
hatarok tekintetében.

monoizotopos  kimutatdsi hatdr ~ kimutatési hatar
tomeg (Da) (,on plate” ng)  (,,on plate” pmol)

osztron CisH2202 269,37 (270,37) 20 74
B-0sztradiol C1sH2402 271,39 (272,39) 11 39
osztriol C1sH2403 287,39 (288,39) 14 49
progeszteron C21H300: 315,21 (314,46) 12 38
tesztoszteron CioH230> 289,19 (288,43) 14 49

m/z 304.2

15. abra: Eltérd csoportokkal modositott szintetikus szteroid konjugatumok kémiai
szerkezete és néhany jellemzd fragmens tomege (a) F-506 szteroid szekohidrazon
(monoizotdpos tdmeg: 509,68 Da), (b) KE-47F heterociklusos 6sztronszarmazék

(monoizotdpos tomeg: 562,43 Da).

A szintetizalt szteroid konjugatumok Szegeden, Wolfling professzor ur
munkacsoportjaban késziiltek. A sikeres egyiittmiikodés sordn az altaluk eldallitott
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vegyiiletek molekulatdmege mellett azok fragmentécios profiljat és igy szerkezetét is
modunkban allt meghatarozni az 0j eljaras segitségével, jol kiegészitve az NMR mérések
adatait. A MALDI nagy ateresztoképességének és a szokdsos GC/LC MS
mintaeldkészités elhagydsdnak koOszonhetéen latvanyosan leegyszerlisodott és
meggyorsult a mintdk analizise, szerkezetigazolasa, amelynek eredményeként 5 kozos
publikacié és szamos konferencia eldadas sziiletett [1I, XLIX, L, LI, LIX]. A 15. dbra két
eltérd szerkezetll és ionizacids tulajdonsdgu szteroidszarmazék kémiai szerkezetét
mutatja be. Az F-506 kodjelli szteroid szekohidrazon detektalasa negativ ionizacids
modban volt hatékony az m/z 508,68 deprotonalt kvazimolekulaion [M-H] form4jaban.
A keletkezd fragmensionok koziil a legjelentdsebb az m/z 137,18 értéknél megfigyelhetd
hidrazon csoportot képviseli (16. dbra)

5 137.184
= —
F
=
b
g
6000 4
508.682
508.682
4000
2000 4
97.037 258.229
179.161 ——
91.134
629904
| | 22
ol L b UL L
el e e e
100 200 300 400 500 600

m/z
16. abra: Az F-506 kodjeltl szteroidszdrmazék negativ modban, C7o matrix jelenlétében
felvett MALDI TOF MS tomegspektruma.

A KE-47F jelti heterociklusos 0sztronszarmazék tomegspektrumat pozitiv modban vettiik
fel, ahol az [M]" molekulaion (m/z 562,4) mellett tobb fragmens, igy a benzilkation (m/z
91,1) és az m/z 304,2-nél jelentkezd hasadasi termék volt detektalhato (17. abra) [199].
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17. abra: Az KE-47F kodjelii szteroidszarmazék pozitiv médban, C7o matrix
jelenlétében felvett MALDI TOF MS tomegspektruma.
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Szamos tovabbi Szegeden szintetizalt szteroidalis termék molekulatomeg-igazolasat és
szerkezetazonositasat végeztiik el a kifejlesztett modszer segitségével, bizonyitva annak
sz¢leskorli alkalmazhatosagat [ XLIX, L, LI, LIX]. Ezek k6zé tartozott az EM-660 kodjeli
szteroid hidrazon szdrmazék (molekulatomeg: 509,64 Da), amelynek szerkezeti képletét
és pozitiv, illetve negativ modban felvett spektrumjat a 18. abran mutatom be.
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18. abra: Az EM-660 kodjelt szteroidszarmazék szerkezeti felépitése és C7o matrix
segitségével készitett MALDI TOF MS spektruma (a) pozitiv és (b) negativ ionizacios
modban.

A C70 MALDI matrix alkalmazéasanak biologiai és klinikai alkalmazhatosdganak
lehetdségeit harmadik trimeszterben 1év6 29 éves varandds nd vizeletmintdjan teszteltiik.
A hormon kivonast folyadék-folyadék extrakcioval végeztiik. El6szor a mintat 4000
fordulat/perc sebességgel centrifugéltuk 4°C-on 20 percig. A feliiluszobol 1 ml-t
haromszor extrahaltunk 1 ml diklor-metannal. Az oldoszert vakuumban elparologtattuk,
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¢s a maradékot 10 pl acetonitril/viz (9:1) térfogataranyti elegyében Ujra feloldottuk. A
vizsgalatokat negativ és pozitiv modban is elvégeztiik, az eredményeket a 19. abra
reprezentalja. Negativ ionizaciés modban szabad Osztriolt (m/z 287,17) és Gsztradiol-
szulfat konjugatumot (m/z 351,13), mig pozitiv modban szabad progeszteront (m/z
315,22) detektaltunk. A terhesség folyaman a fotoplacentalis egység nagy mennyiségben
termel ndi nemi hormonokat, amelyek megjelennek az anyai vérben, vizeletben is. Jol
ismert, hogy a vizeletben a nemi hormonok tobbnyire glikkoronid és szulfat
konjugatumok formdjaban vannak jelen, de alacsony koncentracioban megjelennek a
szabad formék is [200, 201].
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19. abra: Harmadik trimeszterben jaro terhes n6 vizeletének Cro fullerén matrix
segitségével készitett MALDI TOF MS spektruma (a) negativ, (b) pozitiv ionizacios
modban. Szabad 6sztriol m/z 287,17, 6sztradiol-szulfat m/z 351,13, szabad
progeszteron m/z 315,22.

A HUN-REN Balatoni Limnologiai Kutatointézetével (kordbban MTA Balatoni
Limnologiai Kutatointézet, Tihany) egylittmiikodve a kdrnyezetiinket érintd, elsésorban
a felszini vizeinkben magtalalhatd szteranvazas gyogyszermaradvanyok kimutatasara
hasznaltuk a Cy fullerén-segitett 1ézer deszorpcid/ionizacidés modszert [VI].

A vizmintdkat 100 ml-es livegedényekbe a Balatonbol (Tihany), a Dundbdl (Budapest,
Vigado-tér) és a Velencei-tobol (Agard) gytijtottiik, 2009. aprilisaban. A mintakat a
felhasznalasig 4°C-on taroltuk, majd a felhasznalas el6tt 10 percig 13000 g-n 4°C-on
centrifugaltuk. A feliiluszot leszivtuk (80 ml), majd azt vdkuumban beparoltuk és
vizsgalat el6tt a mintdkat 1 ml steril bidesztvizben visszaoldottuk.

Eredményeink alapjdan megallapithato, hogy mindharom viztest hormonalis
szennyezettsége kimutathatd6. A MALDI-t kiegészitd kvantitativ LC MS vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a Velencei tonak a legnagyobb és a Dunanak a legkisebb az dsztrogén
tipusu  hormonterheltsége. Kvantitativ eredményeink jo egyezést mutatnak a
szakirodalomban publikalt eredményekkel [201, 202].
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20. abra: Osztrogén hormonok Cro segitett MALDI TOF MS vizsgalata (negativ mod)
a Balaton, Duna és Velencei-t6 vizébdl (6sztron: m/z 269, B-0sztradiol: m/z 271,

Osztriol: m/z 287).

Ugyanakkor, a Balaton és a Duna esetében elmondhatd, hogy az 6sztrogén tipust
hormonok koziil az 6sztron van legkisebb aranyban, mig az B-0sztradiol, mint a ndi
fogamzasgatlok egyik bomlasterméke, a legnagyobb mennyiségben (20. 4bra). Ertéke a
Balatonban kiemelkedd. Vizsgélataink alapjan az is megfigyelhetd, hogy a Balatonban és
a Dundban kozel azonos aranyban van a progeszteron és a tesztoszteron
hormonszennyezés (21. abra).
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21. abra: Progeszteron ¢és tesztoszteron Cro segitett MALDI TOF MS vizsgalata
(pozitiv mod) a Balaton, Duna és Velencei-t6 vizébdl (tesztoszteron: m/z 289,
progeszteron: m/z 315).

Mindkét viztestben a progeszteron ardnya a nagyobb, ez részben magyarazhatd azzal,
hogy ezt a hormont mind a ndk, mind a férfiak termelik és a vizelettel iiritik. Erdekes
médon ez az arany a Velencei-tdo esetében forditott volt. A MALDI TOF MS
méréseinkben kontrollként gleccservizet (3200 m, Kaprun, Ausztria) hasznaltunk,
aminek szteroid hormon szintje detektalasi hatér alatt volt.
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5.1.3. Fitoosztrogének, polifenolok, antocianinok vizsgalata [I, IX, XVII]
Munkacsoportomban 2003-ban kezdtem el, az elsésorban villanyi régiobol szdrmazod
vorosborok kémiai vizsgalatait a benniik talalhato polifenolok kvalitativ és kvantitativ
analizise céljabol.  Széleskortien alkalmazhatd, minimalis mintael6készitéssel
alkalmazhatd, nagyérzékenységli HPLC, majd LC ESI/APCI MS és MALDI TOF MS
modszereket fejlesztettiink ki. Az eltelt évek alatt elemzéseinket kiterjesztettiik a tokaji,
egri, szekszardi borvidékekre, illetve nemzetkozi egyiittmiikodésként macedoniai
borokra. Mindezek mellett vizsgaltuk az egyes komponensek (pl. tramsz-rezveratrol,
ferulsav, malvidin, kavésav), a vordsborok és alkoholmentesitett borkivonatok élettani
hatdsait sejtes, allatmodell ¢és klinikai kisérletekben. Eredményeink igazoltdk a
polifenolok pozitiv élettani hatésait szivinfarktust kvetd patologids elvaltozasokban (pl.
hipertréfia, kollagénrost lerakodas), oxidativ stresszben és inzulin rezisztencidban [LII,
LIIT]. A hosszatava gylimoles6zd kapcsolatnak szamos tudomanyos és ipari eredménye
sziiletett a két évtized soran [IX, XVII, XLII, XLIII, XLVII, LIV].
Folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias vizsgalataink
segitségével elsdként azonositottunk egy 0 rezveratrol szarmazékot (3,4’,5-trihidroxi-
difenilacetilén, TDPA) [I], amely a transz-rezveratrol UV izomerizaciojakor a cisz-
rezveratrol mellett jon 1étre (22. és 23. abrak).
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] 182.9 ; '
T T T T T T T T T T T v
120 140 160 180 200 220 miz

22. abra: A transz- és a cisz-rezveratrol szerkezeti képlete (A) és APCI MS/MS
fragmentacios profilja (B) [I].
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23. abra: A transz-rezveratrol UV izomerizalasa soran keletkez6 szarmazék (3,4°,5-
trihidroxi-difenilacetilén, TDPA) UV-Vis spektrumja (A), APCI MS (B) és MS/MS (C)
spektrumja.

A polifenolos vegyiiletek a természetben eléforduld masodlagos ndvényi
anyagcseretermékek, amelyek a sz6l6 bogyoiban, leveleiben, magvaiban és ndvényi
szoveteiben talalhatok, ¢s az UV- és mikrobialis stressz hatasara szintetizalodnak [204,
205]. Az egyszerti fenolos vegyiiletek egy aromas gytiriit tartalmaznak, ezek a mono-, di-
¢s trifenolok, mint példaul a galluszsav, a kavésav, a ferulasav, mig az Osszetettebb
polifenolok két vagy tobb aromas gytriit tartalmaznak, mint a rezveratrol, a flavonolok
és az antocianinok [206]. A ndvényekben betdltott biologiai funkcidjuk mellett a fenolos
anyagok hozzajarulnak a gylimdlcsok és az azokbol késziilt termékek, példaul a bor
szinéhez, izéhez és taplalkozasi tulajdonsdgaihoz [207, 208]. A fenolos vegyiiletek az
emberi taplalkozéas alapvetd Osszetevdi is, amelyek dontd szerepet jatszanak egyes
betegségek megeldzésében. Az emberi szervezetbe nagyrészt élelmiszerekkel, taplalék
kiegészitokkel keriilhetnek be, szerepiik itt is sokrétli, epidemiologia jelentdségiik
nehezen vitathatd. Csokkentik a vérlemezke aggregaciot, jelatviteli folyamatokon
keresztlil hatnak az apoptézisra €és a proliferaciora [209], antioxidans [210] és
antikarcinogén [211] hatassal rendelkeznek, valamint kardioprotektiv szerepiik is
bizonyitott [212, XLII]. Ez utébbi tulajdonsag kiilondsen figyelemremélté a WHO
haldlozési statisztikdinak ismeretében, ugyanis napjainkban a sziv és érrendszeri
megbetegedések szerepelnek vezetd haldlokként a fejlett orszagokban, a haladlozdsok
egyharmadéat okozva.
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Az elmult évtizedekben szamos modszert fejlesztettek ki a polifenolok elemzésére. A
leggyakrabban hasznalt technikak a folyadékkromatografia és az elektroporlasztasos,
illetve az atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacids (atmospheric pressure chemical
ionization, APCI) tomegspektrometria, de folyamatos aramlasu gyors atombombazéasos
(continuous-flow fast atom bombardment, CF FAB) és tjabban MALDI TOF MS
modszert is alkalmaztak [206, 213-221, I, XLII, XLIII ].

Munkédnk sordn megvizsgaltuk a matrix mentes LDI alkalmazasanak lehetdségét a
hagyomanyos matrixok (CHCA, SA, 2,5-DHBA, THAP) és a Cy fullerén-segitett
1ézerdeszorpcid/ionizacié alkalmazésat.

Az LDI modszer segitségével vizsgalt polifenolok a tramsz-rezveratrol, kvercetin-
dihidrat, rutin-trihidrat, piceid, malvidin-klorid, malvidin-3-galaktozid-klorid voltak. A
standard oldatok eldallitasahoz metanolt és frissen bidesztillalt vizet hasznaltunk. Az
oldatok készitésénél 0,2 mg polifenol standardhoz 200 pl metanolt, majd 200 pl vizet
adtunk. A mintdkat a vizsgalatig 4°C-on taroltuk. A standard oldatokbol és a
bormintakbdl 1-1 pl-t cseppentettiink egy polirozott rozsdamentes acél mintatartora. A
kristalyositas utan 1 ul 0,1%-os (V/V) trifluorecetsav oldatot adtunk a mintakhoz,
amelyet 30 masodperc mulva eltavolitottunk. Az ionokat késleltetett extrakcids
koriilmények kozott (80 ns) gyorsitottuk pozitiv ion moddban, 17,05 kV
gyorsitofesziiltséggel és 20,00 kV reflektorfesziiltséggel. A mért vegyiiletek
fragmentaldsdra a forrds utdni bomlast (post source decay, PSD) alkalmaztuk. A
tomegspektrometrias vizsgalatoknal a célvegyiiletrdl, mint prekurzor ionrél 150, mig a
TOF/TOF MS analiziseknél a fragmensek esetében 500 egyedi lézerimpulzust
Osszesitettiink. Minden mérést pozitiv ion moddban, azonos koriilmények kozott
végeztiink. A transz-rezveratrol LDI MS spektrumat a 24.A dbra mutatja. Ez a vegytilet
tudott a leghatékonyabban ionizalddni matrix mentes lézer ablacios koriilmények kozott.
A molekulaiont [M]" m/z 228,24-nél, mig a dimerjét m/z 455,3-nél detektaltuk. A transz-
piceid esetében ugyancsak az m/z 228,25 értéknél detektaltuk a legintenzivebb csucsot,
ami egy gliikoz egység elvesztésének [M-Glu]" felel meg, ami egy transz-rezveratrol
molekulaiont eredményez. Az m/z 803,47-nél 1évé cstcsot a piceid dimerjének
natriummal képz6dé adduktja [M+M+Na]", mig a m/z 413,25-nél 1évé csucs
valdsziniileg maganak a transz-piceid natriummal képzett kvazimolekulaionjanak felel
meg [M+Na]" (24.B abra). A kvercetin-dihidrat hatékonyan ionizalodott egy kvercetin-
kvazimolekulaionna két viz molekula elvesztésével [M+H-2H>O]" m/z 303,26-nél és egy
kvazimolekulaionna, amely natriummal [M-2H,O+Na]®™ m/z 325,21-nél képzett
adduktot. A két masik detektalt érték az m/z 449,54 és 665,3, a kvercetin standard rutin-
szennyezddésének fragmentumainak felelhet meg, mivel mindkettd jelen van a rutin MS-
spektrumaban, bar kevésbé intenziv (24.C ébra).

A rutin-trihidrat detektalhato volt vizvesztéses natriumion adduktként [M-3H,O+Na]" az
m/z 633,36 értéknél. A 303,26 m/z-nél detektalt fragmentumot a kvercetin protonalt
kvazimolekula [M+H]" ionjaként hataroztuk meg, amely a rutin molekulaboél a két gliikoz
egység elvesztése utan jelenik meg (24.D 4bra)
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24. abra: Pozitiv médban elvégzett LDI MS vizsgélatok spektrumjai a vizsgalt

polifenolok vonatkozaséban. (A) transz-rezveratrol, (B) piceid, (C) kvercetin-dihidrat,
(D) rutin-trihidrat, (E) malvidin-klorid, (F) malvidin-galaktozid-klorid.
A malvidin-klorid m/z 331,27-nél megfigyelhetd cstcsa az egyik klorid [M-CI]*

elvesztésének kdszonhetd. A tovabbi jelentds csucsok figyelhetdk meg az m/z 315,26, az
m/z 181,2 és azm/z 507,31 €s 539,29 kozott. Feltételezziik, hogy ez a klaszter a malvidin
di- tri- vagy polimerjeinek fragmentacioibol szarmazik (24.E abra).

A malvidin-galaktozid-klorid MS-analizise soran a legintenzivebb csucs a malvidinhez
hasonléan m/z 331,27-nél mutatkozott, ami a [M-Glu-Cl]" ionnak felel meg (24.F abra).
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A vizsgalt vegyiiletek kimutatési hatarait a 4. tablazat, mig a tandem tomegspektrometrids
vizsgalatok 0Osszefoglald eredményeit az 5. tiblazat tartalmazza. A vegyliletek
fragmentécios folyamatainak dsszefoglalasa a 25-27. abrakon lathato.

4. tablazat: A vizsgalt polifenolok kimutatdsi hatdrai matrix mentes LDI MS (pozitiv
mod) alkalmazésa esetén.

kimutatasi hatar (LOD)
rezveratrol 0,40 pmol
piceid 0,26 pmol
malvidin-klorid 0,27 pmol
malvidin-3-galaktozid-klorid 0,19 pmol
rutin-trihidrat 0,15 pmol
kvercetin-dihidrat 0,30 pmol

5. tablazat: Az LDI TOF/TOF tandem tomegspektrometrids vizsgalat (PSD) eredményei
az egyes polifenolok vonatkozasdban, zarojelben a 25-27. dabrdkon szerepld
fragmentumokra torténd utalés talalhato.

PSD fragmensek (m/z)
rezveratrol 110,88 (A/1.), 119,05 (A/IL.), 136,65 (A/IIL.)
148,89 (A/1V.)
piceid 203,27 (B/1.), 299,69 (B/11.), 348,9 (B/IIL.)
kvercetin-dihidrat 138,73 (C/1.), 166,65 (C/11.), 260,35 (C/I11.)

285,98 (C/IV.)

rutin-trihidrat 258,15 (D/1.), 309,52(D/IL.), 339,54 (D/IIL.)
501,24 m/z (D/IV.)

malvidin-klorid 153,36 (E/L), 181,52 (E/IL), 288,38(E/IIL.)

malvidin-3-galaktozid-klorid 124,49 (F/L.), 180,13 (F/IL), 314,04 (F/IIL.)
370,42 (F/1V.), 389,63 (F/V.)
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25. abra: Az LDI TOF/TOF MS vizsgalatok soran detektalt lehetséges fragmentacios
folyamatok (A) transz-rezveratrol, (B) piceid.
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26. abra: Az LDI TOF/TOF MS vizsgalatok sordn detektalt lehetséges fragmentacios
folyamatok (C) kvercetin-dihidrat, (D) rutin-trihidrat.
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27. abra: Az LDI TOF/TOF MS vizsgalatok soran detektalt lehetséges fragmentacios
folyamatok (E) malvidin-klorid, (F) malvidin-galaktozid-klorid.

A fenti eredményekbdl jol megfigyelhetd, hogy a polifenolok matrix mentes
kortilmények kozott elvégzett LDI MS vizsgalatai soran tobbnyire jelentds fragmentéacio
kovetkezik be. Ez arra vezethetd vissza, hogy a hatékony foton abszorpcid és ionizéacio
csak magasabb lézerfluenciandl kovetkezett be, termikus instabilitast és az anyavegyiilet
bomlasat idézve eld.

vizsgalatokat végeztiink el, hagyomanyos (CHCA, SA, 2,5-DHBA) és C7o fullerén matrix
alkalmazaséval. Tanulmdnyunkban antocianin standardokat (cyanidin, peonidin,

delphinidin, petunidin, malvidin), sz6l6h¢j extraktumot és borokat analizaltunk [IX]. A
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sz6l0bogydkat a szkopjei MezOgazdasagi Intézet (Institute of Agriculture, Skopje)
sz6ldiiltetvényein termesztették.

A MALDI TOF MS elemzéseket pozitiv ionizaciés modban a borok 3 honapos, a boraszat
pincéjében torténd tarolasa utadn végeztiik el. A matrixoldatokbol 1-1 pl-t vittiink fel a
rozsdamentes mintatartora, annyi modositassal, hogy a C;0 oldatbol a minta
felcseppentése €s beszaradasa utan is felvittiink 1 pl-t (,,szendvics” technika). A 28. dbra
mutatja a Vranec sz616héj extraktumbol kiilonbdz6 matrixokkal (CHCA, SA, 2,5-DHBA,
Cro) készitett reprezentative MALDI TOF MS spektrumokat, mig vizsgalataink
szemikvantitativ eredményeit a 6. tablazatban foglaltuk dssze.
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28. abra: A Vranec sz616héj kivonat kiilonb6z6é matrix alkalmazéasaval elvégzett
MALDI TOF MS vizsgélatainak eredményei (a) CHCA, (b) SA, (¢) 2,5-DHBA,
d) Cyo fullerén ,,szendvics”.
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6. tablazat: A kiilonb6z0 matrix vegyiilettel (CHCA, SA, 2,5-DHBA, Cyo) elvégzett
MALDI TOF MS vizsgalatok soran detektalt antocianin csticsok relativ intenzitasa (%) a
Vracec sz6l0héj- és bormintakban.

Antocianin Cy Pn Dp Pt DMy Cy Pn Dp Pt My Cy Pn Dp Pt My Cy Pn Dp Pt My
Matrix  Rel /% aglycon ¢ AGlut 3-GluAc® 3-GluCoum *
CHCA <1 4 <1 5 100 - - - - 2 - - - - <1 - <l - <1 1
SA - <1 <1 <1 10 1 <1 - <1 11 - - - - 2 - 1 - 1 27
1,5-DHBA <1 3 <1 3 41 - 3 - 2 78 - <1 - <1 19 - 4 - 5 83
Coo “szendvies” 2 g8 3 9 90 - - - - - - - - - - - - - - -
Bor (M30-fic) ¢
CHCA <1 5 1 4 T N - ] - - - - 1 - - - B
S5A - <1 <1 <1 B - - - - 19 - - - - 3 - <1 - <1 14
1,5-DHBA - 1 1 1 14 - 2 - 1 30 - <1 - - 6 <1 1 - <1 10

Cn “szendvies™ <1 2 | 1 kE] - - - - - - - - - - - - - - -
Bor (M30-10d) ©

CHCA - 2 a 1 s - <l - - 4 - - - - a - - -~ a
sA - 1 1 1 2 S - = = = 4 e U R T
2,5DHBA - a 1 < 5 - 1 <1 <1 13 S I U B

Cm “szendvies™ =l 5 1 2 100 - - - - - - - - - - - - - - -

6 nap maceralas utan

®10 nap maceralas utdn

¢Cy: Cyanidin (m/z 287), Pn: Peonidin (m/z 301), Dp: Delphinidin (m/z 303), Pt: Petunidin (m/z 317), Mv: Malvidin (m/z 331)
4Cy-3-Glu: Cyanidin-3-gliikozid (m/z 449), Pn-3-Glu: Peonidin-3- gliikozid (m/z 463), Dp-3-Glu: Delphinidin-3- gliikozid (m/z 465),
Pt-3-Glu: Petunidin-3- gliikozid (m/z 479), Mv-3-Glu: Malvidin-3- gliikozid (m/z 493)

¢ Cy-3-GluAc: Cyanidin-3- acetilglikozid (m/z 491 m/z), Pn-3-GluAc: Peonidin-3- acetilgliikozid (m/z 505), Dp-3-GluAc:
Delphinidin-3- acetilgliikozid (m/z 507), Pt-3-GluAc: Petunidin-3- acetilglitkozid (m/z 521), Mv-3-GluAc: Malvidin-3- acetilgliikozid
(m/z 535)

fCy-3-GluCoum: Cyanidin-3-p- kumaroilgliikozid (595 m/z), Pn-3-GluCoum: Peonidin-3-p- kumaroilgliikozid (m/z 609), Dp-3-
GluCoum: Delphinidin-3-p- kumaroilgliikozid (m/z 611), Pt-3-GluCoum: Petunidin-3-p- kumaroilglikozid (m/z 625), Mv-3-
GluCoum: Malvidin-3-p- kumaroilgliikozid (m/z 639)

Ahogy eredményeinkbdl kitlinik a legjobb eredményeket a 2,5-DHBA jelenlétében
kaptuk, de az aglikonok esetében a C7o ,,szendvics” technika is hatékonynak bizonyult. A
legintenzivebb csticsokat a malvidin €s szarmazékai esetében detektaltuk. A malvidin
pozitiv toltésti flavilium-kationjat (m/z 331) minden mintdban kimutattuk minden
kisérleti feltétel mellett. A tomegspektrum egyéb csucsai, az m/z 493, az m/z 535 és az
m/z 639 rendre a malvidin-3-glilkozidnak, a malvidin-3-acetilgliikozidnak, illetve a
malvidin-3-p-kumaroilgliikozidnak felelnek meg. A 2,5-DHBA matrix jelenlétében a
Vranec-sz016h¢j kivonat MALDI TOF MS analizisei sordn a petunidin, petunidin-3-
gliikozid és petunidin-3-p-kumaroilgliikozid csticsokat mutattuk az m/z 317, m/z 479 és
m/z 625 értékeknél. Az m/z 301, m/z 463 és m/z 609 csucsok a peonidint, a peonidin-3-
gliikozidot és a peonidin-3-p-kumaroilgliikozidot, mig az m/z 303 és m/z 287 cstcsok a
bormintakban megfigyelt delfinidin- és cianidin-kationok voltak.

A 2,5-DHBA alkalmazéasaval kapott eredményeink jO egyezést mutatnak a
szakirodalomban publikalt LC MS fragmentacios profilokkal (29. abra) [222-224]. A Cro
fullerén matrixként torténd alkalmazéasa az antocianin aglikon formainak kimutatasara
kivaloan alkalmasnak bizonyult, azonban a gliikozid, acetilgliikozid és kumaroilgliikozid
konjugatumok fragmentaciot szenvedtek az ionizdcidjukhoz sziikséges magas
lézerfluencia hatdsara. JOl érzékelhetd modon a fullerén csokkentette a hagyoményos
matrix vegyliletek okozta hattér mértékét és az aglikon formak hatékony detektalasaval
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lehetdséget nyujt a kiilonbozé komplex Osszetételi mintak ujjlenyomat elemzésére (30.
abra).
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29. abra: Vranec sz6l6h¢j és vordsbor mintdk pozitiv ion mdodban 2,5-DHBA matrix
jelenlétében felvett MALDI TOF MS spektrumai (a) sz616héj extraktum, (b) bor 6 nap
maceraléds utan, (c¢) bor 10 nap maceralas utan.
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30. abra: A vizsgalt mintak Cro fullerén-segitett LDI TOF MS ujjlenyomat spektrumai
(a) Vranec bor 6 nap, (b) Vranec bor 10 nap, (¢) Vranec sz6l6héj extraktum

2014-ben publikalt tanulmanyunkban [XVII] tovabb fejlesztettilk a mdodszert 1) matrix,
2’,4°,6’-trihidroxiacetofenon (THAP) alkalmazasaval, illetve forditott fazisu Cis szilard-
folyadék extrakcios mintaeldkészitéssel kiegészitve azt. Osszesen harom Vitis vinifera
fajtabol (Vranec, Merlot és Cabernet Sauvignon) és harom kiilonb6z6 évjaratbol (2006,
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2007 és 2008) szarmazo6 kilenc vordsborminta volt a vizsgalat targya. Minden bormintat
a Tikves Pincészet (Kavadarci, Maceddnia) biztositott.

7. tablazat: A vizsgalt vorosborokban (Vranec, Merlot, C. Sauvignon) MALDI TOF ¢és
MALDI TOF/TOF tomegspektrometriaval azonositott fenolos vegyiiletek molekulaionjai
[M]" és PSD fragmensionjai.

Phenolics MS (m/z)  MS/MS (m/z)
M" Fragment ions
Anthocyanins
Non-acylated glucosides
Dp-3-glc 465 303
Pt-3-glc 479 317
Pn-3-glc 463 301
Mv-3-glc 493 331
Acetylglucosides
Muv-3-acetylglc 535 331
p-Coumaroylglucosides
Dp-3-p-coumglc 611 303
Cy-3-p-coumglc 595 287
Pt-3-p-coumglc 625 317
Pn-3-p-coumgle 609 301
Mv-3-p-coumglc 639 331
Ethyl-bridged flavan-3-ol-anthocyanin adducts
(Epi)cat-ethyl-Mv-3-p-coumglc 955 665, 357
Pyranoanthocyanins
Vitisin A 561 399
p-Cm-vitisin A 707 399
Vitisin B 517 355
Ac-vitisin B 559 355
p-Cm-vitisin B 663 355
A-type vitisin of Pt-3-p-coumglc 677 369
10-DHP-pymv-3-glc (pinotin A) 625 463
10-MHP-pymv-3-cmglc 755 447
10-(Epi)Cat-pymv-3-glc 805 643, 491
10-(Procyanidin dimer)-pymv-3-glc 1,093 931, 803
10-(Procyanidin dimer)-pymv-3-acglc 1,135 931, 845

Dp: delfinidin, Cy: cianidin, Pt petunidin, Pn: peonidin, Mv: malvidin, Cat: katechin, Epicat: epikatechin

A borpigmentek, antocianinok kivondsdhoz szildrd fazisi extrakcios eljarast
alkalmaztunk forditott fazisu Zip-Tip C18 pipettahegyekkel. A hegyeket 1 ul 0,1% (V/V)
acetonitril és 0,1% (V/V) trifluor-ecetsav (TFA) 1/1 térfogataranyu keverékével mostuk,
valamint 1 pl 0,1% (V/V) TFA oldattal kondicionaltuk. Ezutdn a bormintat (1 ul)
felszivtuk, majd 1 pl 0,1%-0s (V/V) TFA oldattal mostuk a cukrok és savak eltavolitasara.
Az allofazisbol a pigmentek elualasat 1 pl acetonitril/0,1 % TFA 1/1 térfogataranyu
keverékével végeztiik el.

A matrixoldatot elkészitéséhez 10 mg 2'4'.6'-trihidroxi-acetofenont (THAP) 1 ml
acetonitril/viz (1/1 V/V) elegyben oldottunk. A MALDI TOF MS vizsgalatokhoz azonos
mennyiségli 1-1 pl matrixot és elualt mintat kevertiink dssze a rozsdamentes mintatartd
talcan. A tomegspektrumokat a m/z 350-1400 vagy m/z 750-1800 tartoméanyokban vettiik
fel, és 300 egymast kovetd lézerimpulzus Osszegét rogzitettik. Az PSD MS/MS
kisérletekben a prekurzorion izolalasi ablakat a prekurzor ion tomegének +1%-ara
allitottuk be.

53



mar k. |l aszl o_314 25

A THAP matrixot eredményesen alkalmaztdk Wang és munkatarsai élelmiszermintak
oligoszacharidjeinek és polifenoljainak vizsgélatara, illetve Kussmann és munkatéarsai
peptidek és oligonukleotidok analizisére [222, 225, 226].

A borok tisztitadsara alkalmazott szilard fazisu extrakciés modszer segitségével Gsszesen
22 vegyiiletet azonositottunk MALDI TOF MS technikéval. A 7. tablazat és a 31. dbra az
azonositott vegylileteket mutatja be, amelyek 6t csoportba tartoznak: antocianok, vitizin
tipusu piranoantocianok, hidroxifenil-piranoantocianok, flavanil-piranoantocianok és
acetaldehid-medialt flavanol-antocian adduktok. Az azonositds a flavilium-kationok
monoizotopos molekulatomege [M]" vagy a protonalt kvazimolekula ionok [M +H]"
alapjan tortént pozitiv ionizdcidos modban. A vegyiiletek azonositdsa PSD TOF/TOF
fragmentécioval, illetve az azonos kisérleti koriilmények kozott elemzett malvidin-3-
gliikkozid standarddal és/vagy a mar publikalt adatokkal valo dsszehasonlitassal tortént.
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31. abra: A vorosbor extraktumbdl (Vranec 2008) THAP matrix jelenlétében pozitiv
ionizacids modban elvégzett MALDI TOF tomegspektrometridval azonositott
vegyiiletek reprezentativ spektruma.
gy a malvidin-3-gliikozid [M]" kationjat (m/z 493) minden mintaban kimutattuk, a
tomegspektrumban m/z 535 és 639-nél megjelend molekulaion-csucsok a malvidin-3-
acetilgliikozidnak, illetve a malvidin-3-p-koumaroilgliikozidnak felelnek meg. E harom
ion (m/z 493, 535 és 639) fragmentacidja soran a gliikkdz, az acetil-gliikozid és a p-
koumaroilgliikozid részek eliminaciojanak eredményeként m/z 331-nél 1év6 fragmension

keletkezett.

A borextraktum MALDI TOF MS spektrumdban az m/z 465, m/z 479 és m/z 463
csticsokat a delfinidin, petunidin és peonidin 3-gliikozidjaiként azonositottuk. A 10-
karboxi-pyranoantocianinokat vagy A-tipusu vitizineket (vitizin A és p-kumaroil-vitizin
A) az m/z 561 és m/z 707 [M]" molekulaionok alapjan mutattuk ki, amelyek m/z 399-nél
adtak fragmentumot, ami a gliik6z (162 Da) és a p-kumaroilgliikozid (308 Da) részek
elvesztésének felel meg. Az m/z 677-nél 1¢v6 molekulaion-csticsot €s az m/z 369-nél 1évo
fragmensiont a petunidin-3-p-koumaroilgliikozid A-tipust vitizinjeként azonositottuk
[227]. A malvidin-3-gliikozid (m/z 493) és a p-kumaroil-vitizin A (m/z 707) MALDI PSD
TOF/TOF fragmentéciojat a 32. abra mutatja be.
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32. abra: A malvidin-3-gliikozid (a) és a p-kumaroil-vitizin A (b) MALDI PSD
TOF/TOF fragmentécioja soran keletkezd leanyionok spektrumjai.

A borbol szdrmaz6 pigmentek egy masik csoportjat ugyancsak azonositottuk, amely a 10-
H-piranoantocidnok (B-tipusu vitizinek, piranoantocianok) csoportjaba tartozik. Az m/z
517, 559 és 663 molekulaion-csiicsokat piranomalvidin-3-gliikozidként (vitizin B),
piranomalvidin-3-acetilgliikozidként  (acetilvitizin B) és  piranomalvidin-3-p-
koumaroilgliikozidként (p-koumaroilvitizin B) azonositottuk, mindegyike a gliikozid
(162 Da), acetil-gliikozid (204 Da) és p-koumaroilgliikozid (308 Da) csoportok
eliminacigjanak eredményeként m/z 355-nél 1évd fragmensiont eredményezett [227]. A

vitizin B (m/z 517) és az acetilvitizin B (m/z 559) MALDI-MS/MS fragmentaciojat a 33.
abra mutatja be.
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33. abra: A vitizin B (a) és az acetilvitizin B (b) MALDI-MS/MS fragmentacioja.

375328 431 445
o0 |

Ezenkiviil harom 10-flavanil-piranoantocianin pigmentet mutattunk ki a borokban,
amelyek m/z 805 (fragmensek m/z 643 és 491), m/z 1093 (fragmensek m/z 931 és 803)
¢s m/z 1135 (fragmensek m/z 931 és 845) értékeknél jelentek meg. Ezek a pigmentek
rendre a 10-(epi)katechin-piranomalvidin-3-gliikozid, a 10-(procianidin dimer)-
piranomalvidin-3-gliikozid, illetve a 10-(procianidin dimer)-piranomalvidin-3-p-
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acetilgliikozid. Az elsé molekulaion (m/z 805) fragmenticidja a gliikozidvesztés
kovetkeztében m/z 643-nal aglikon-kationt, az m/z 1093 és 1135-nél 1év6 molekulaionok
pedig az acetilgliikozid-csoportok eliminaciojanak eredményeként m/z 931-nél 1évo
kationokat eredményeztek. Az m/z 491-nél 1évé fragmentumion a (+)-katechin-rész
Retro-Diels-Alder hasadasanak felelt meg (152 Da). Az m/z 803 és 845 fragmentumok
mindkét komponens esetében a procianidin-dimerek interflavonoid kotésének
hasadéasaval keletkeztek, ami a flavan-3-ol monomerion elvesztését eredményezte, majd
flavanil-karboxi-piranomalvidin-3-gliikozid ~ és  flavanil-karboxi-piranomalvidin-3-
acetilgliikozid ionok keletkeztek.
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34. abra: Két hidroxifenil-piranoantocianok csoportjaba tartozo vegytilet (a) 10-(3",4"-
dihidroxifenil)-piranomalvidin-3-gliikozid (pinotin A) és a (b) 10-(4"-
monohidroxifenil)-piranomalvidin-3-p-kumaroilgliikozid MALDI PSD TOF/TOF
fragmentécioja.

Egy acetaldehid-medialt flavanol-antocian kondenzatumot is kimutattunk a vizsgalt
borokban. Ezt a vegyiiletet (epi)katechin-etil-malvidin-3-p-kumaroilgliikozidként
azonositottuk, amely a MALDI TOF MS spektrumban m/z 955 molekulaionként
jelentkezett. A molekulaion tandem tomegspektrometrids vizsgalata m/z 665 és 357
fragmensionokat eredményezett. Az elsé fragmentum (m/z 665) egy (epi)katechin
molekula (m/z 290) eliminaciojanak felel meg, a masodik fragmentum pedig a p-

kumaroilgliikozid csoport elvesztésének eredménye.

A borokban két, a hidroxifenil-piranoantocianok csoportjaba tartozd vegyiiletet
mutattunk ki: az m/z 625 molekulaionnal és m/z 463 fragmenttel rendelkezd vegyiiletet
10-(3",4"-dihidroxifenil)-piranomalvidin-3-gliikozidként (pinotin A), mig az m/z 755
molekulaionnal (fragmension m/z 447) rendelkezd vegyiiletet 10-(4"”-monohidroxifenil)-
piranomalvidin-3-p-kumaroilgliikozidként azonositottuk. A 34. é&bra a vegyliletek
MALDI PSD TOF/TOF fragmentacidjat mutatja az m/z 625 és m/z 755 prekurzorionok
esetében.
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35. abra: Kiilonb6z6 évjaratokbol szdrmazd Vranec borok MALDI TOF MS (THAP
matrix, pozitiv mod) vizsgalatainak eredménye.

A 35. ébra a kiilonbozé évjaratokbdl szdrmazd Vranec borok MALDI TOF MS
,ujjlenyomat” tomegspektrumait mutatja be. A {6 antocian, a malvidin-3-gliikkozid
tomegjelének relativ intenzitdsa az m/z 493 értéknél egyértelmiien kiilonbozik
mindharom mintéban, a legnagyobb intenzitas a 2007-ben késziilt borban figyelhetd meg.
Hasonloképpen, az m/z 535, m/z 609 és m/z 639 ioncstcsok relativ intenzitas értékei,
amelyeket a malvidin-3-acetilgliikozidnak, a peonidin-3-p-koumaroilgliikozidnak, illetve
a malvidin-3-p-koumaroilgliikozidnak tulajdonitunk, melyek ugyancsak a 2007-es
Vranec borban voltak a legmagasabbak. Ez azt jelenti, hogy nemcsak az érlelési
koriilmények, hanem a borkészités soran alkalmazott boraszati eljarasok is befolyasoljak
a bor antocidn-tartalmat. Ez mellett jelentds befolydssal vannak a szdldiiltetvények
mikroklimatikus viszonyai és az alkalmazott miivelési eljarasok. A 36. abra az azonos
évjarata (2006) Vranec, Merlot és Cabernet Sauvignon borok MALDI tomegspektrumat
mutatja. Jol lathatd, hogy az antocianok és mas pigmentek a Merlot borban voltak a
legnagyobb mennyiségben jelen. A kapott eredmények jo 6sszhangban vannak a korabbi
villanyi vordsborok vizsgalataval kapott analitikai eredményeinkkel. A Merlot fajta
kiemelked6 transz-rezveratrol, 6ssz-polifenol és antocianin koncentracidokat mutatott a
Polgar, Vylyan és Bock pincészetek esetében. Kimutattuk, hogy a szdl6fajta, az évjarat
¢és az éghajlat mellett a mezdgazdasagi miivelés és a borkészités technologiaja hatarozza
meg a borok polifenolos komponenseit. Statisztikai eredményeink alapjan a vizsgalt
pincészetek egyértelmiien elkiilonithetdk voltak boraik kémiai dsszetétele alapjan [XLIII,
XLIV] (37. abra).
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36. abra: Azonos évjarata (2006) kiilonbozé tipust vordsborok (Vranec, Merlot, C.
Sauvignon) MALDI TOF MS (THAP matrix, pozitiv méd) vizsgalatainak eredménye.
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37. abra: A boraszati technoldgia hatédsa a polifenol és antocianin tartalomra harom

villanyi boraszat (Vylyan, Polgér, Bock) mintai alapjan [XLIV].

Osszefoglalva, a Zip-Tip pipettahegyekkel végzett szilard fazist extrakcid egy gyors,
alacsony oldoszerigényli modszer, amely alkalmas bormintdk MALDI TOF MS
vizsgalatok el6tti tisztitdsara. A THAP matrix alkalmazasa a borextraktumok MALDI
TOF tomegspektrometrids elemzésére hatékonynak bizonyult MS és MS/MS mddban

egyarant.
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5.2. Bioaktiv peptidek és fehérjék vizsgalata

Napjainkban a peptidomikai, proteomikai tandem tOmegspektrometrids vizsgalatok
foként a HPLC-vel vagy nanoLC-vel kapcsolt ESI MS/MS vagy MS" modszerekre
éplilnek, amelyek kivalo kvalitativ és kvantitativ lehetdséget biztositanak. Ennek ellenére
a MALDI technika nem szorult ki teljes mértékben az ,,omikai” teriiletr6l, koszonhetden
az egyszerli mintael6készitéssel parosuld nagy ateresztoképességnek és valtozatos
tandem analizatoros lehetdségeknek. A szakirodalomban jol nyomon kovethetd, hogy az
utdbbi idészakban a MALDI alkalmazasanak nemzetkozi trendje foként a mikrobioldgiai
¢s a képalkotasi alkalmazasok felé tolodik el [228-235].

A 1ézerdeszorpcios ionizacids modszerek, elsdsorban a MALDI technika kivalo
lehetdséget nytjt peptidek, oligopeptidek detektalasara, azonositasara Gsszetett biologiai
és klinikai mintdkbol. Az m/z 600-10000 tartomanyban a vegyiiletek konnyen és nagy
spektralis felbontassal detektalhatoak reflektron modban, az ionizéci6 hatékonyséaga és a
jel/zaj arany idealisnak mondhat6, valamint a matrix ionok zavaré interferencidja nem
szdmottevd. A MALDI nem kiilondsen érzékeny a mintdban jelenlévd esetleges
szennyezokre, sokra, pufferekre, precipitdlodo, koagulalodé komponensekre, ami
jelentds elényt jelent a kromatografidval kapcsolt technikékkal szemben. Ez mellett, off-
line, tetszélegesen kombindlhaté elvéalasztastechnikai miiveletekkel, HPLC-vel,
gélelektroforézissel, kapillaris elektroforézissel, vékonyréteg kromatografiaval.
Mindezek alapjan a MALDI TOF MS nem csupén triptikus peptidek detektalasara, de
nativ peptidek, oligopeptidek, fehérjék kimutatasara és szerkezetiilk azonositdsara is
kivalé moédszer.

Munkank soran neuropeptidek, patologias biomarkerek analitikai vizsgalatait dolgoztuk
ki, féként klinikai diagnosztikai és terapias célokat szolgélva.

5.2.1. Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid tomegspektrometrias vizsgalata
[I11, V, VII, VIII, XX]

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptidet (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide; PACAP) 1989-ben izolaltdk eldszor birka hipotalamuszbol, nevét a
hipofizisben kifejtett adenilat cikldz enzim aktivacidos hatdsardl kapta. Az emlds
szervezetben el6forduldé PACAP kozel 90%-at a 38 aminosavbol (PACAP-38) 4llo
neuropeptid teszi ki, a 27 aminosavas (PACAP-27) forma csak kisebb mennyiségben van
jelen [236]. Néhany tanulmény szerint PACAP-27 nagyobb mennyiségben fordul el a
gerinctelen ¢éldvilagban [237, 238]. A két polipeptid aminosavszekvencidit a 38. abra
szemlélteti.

(a) HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL
(b) HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

38. abra: A PACAP-27 (a), és a PACAP-38 (b) aminosav szekvenciai
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Az ennél rovidebb fragmensek altaldban antagonista hatassal rendelkeznek (PACAP 3-
38, PACAP 6-38), bar bizonyos szovetekben agonista hatast is leirtak [239]. A PACAP
a szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) peptidcsalad tagja, szerkezetét
tekintve nagyon konzervalt polipeptid: szekvencidja minden emlésben azonos, és egyéb
gerincesekben is csak par aminosavval eltérd formaban taldlhat6. Legnagyobb
mennyiségben a kozponti és periférias idegrendszerben, valamint az endokrin szervekben
fordul eld. A periférias idegrendszerben a vegetativ pre- és posztganglionaris neuronok,
valamint a spindlis ganglionok tartalmaznak PACAP-ot [240]. A PACAP szamos,
részben egymassal konvergélo jelatviteli uton keresztiil fejti ki védd hatasait. A PACI
receptorokon keresztiil aktivalja az adenilat ciklazt és a foszfolipaz C-t, melynek hatasara
cAMP-fiiggd, és attol fliggetlen utvonalak aktivalodnak. A protein kindz A (protein
kinase A, PKA) aktivacid hatasara éaltalaban a véddé hatasi MAPK (mitogen-activated
protein kinase), és az ERK (extracellular signal-regulated kinase) foszforilacioja
figyelheté meg, ezzel szemben a neuronpusztuldst elésegitd JNK (C-jun N-terminal
kinase) és p38 MAPK foszforilacié csokken. A PKA a Rapl és Ras aktivacion keresztiil
is aktivalja az ERK-t, valamint ndveli CREB (cAMP response element-binding protein)
foszforilaciot. Az apoptdzis mitokondrialis utvonaldra is hatassal van: a Bcl csalad
antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2, Bel-xL), mig proapoptotikus tagjait inaktivalja
(Bad, Bax). A PACAP jelentdsen gatolja a kaszpaz-fiiggd és fiiggetlen apoptotikus
folyamatokat is [241].

A PACAP jelenlétét tobb periférids szovetben is igazoltdk mar tobbek kozott
ivarszervekben, a kardiovaszkuldris és a gasztrointesztinalis rendszerben.

8. tablazat: A PACAP-27 és PACAP-38 atlag és monoizotopos tomegei a jellemzd
kémiai modositasokat figyelembevéve (Peptide Mass Calculator)
molekulatomeg (Da) modositas

N-term szabad
3148,611 (atlag) 3146,622 (monoizotopos)  C-term szabad
Cys redukalt
PACAP-27
N-term szabad
3147,626 (atlag) 3145,638 (monoizotopos)  C-term amid
Cys redukalt

N-term szabad
4535,274 (4tlag) 4532,459 (monoizotopos)  C-term szabad
Cys redukalt
PACAP-38
N-term szabad
4534,289 (atlag) 4531,475 (monoizotopos)  C-term amid
Cys redukalt
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Az idegrendszeren kiviil jelentds koncentracidban mutathato ki a herében, a mellékvese
kromaffin-sejtjeiben és a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek sejtjeiben, valamint
szinte az 0sszes szervben (sziv, tidd, maj, vese, nyirokszervek) detektaltdk mar [240].
Felfedezése 6ta a PACAP, illetve a VIP/PACAP csalédba tartoz6 peptidek kvalitativ és
kvantitativ analitikdja radioimmunoassay (RIA) modszerrel tortént. A PACAP antitestek
specificitasanak ingadozasa azonban azt eredményezte, hogy a vizsgalatok soran a fals
pozitiv arany jelentdsnek bizonyult. Példaul voltak olyan vizsgalati 6sszeallitasok, ahol a
PACAP-génkiiitott (PACAP KO) egérmodellben is megjelent a PACAP-38-szerli
immunreaktivitas jelenléte RIA-val. Ez az analitikai bizonytalansag, illetve a gyorsabb és
koltséghatékonyabb vizsgalatok lehetdsége teremtette meg az igényt a PACAP-38 és
PACAP-27 MALDI TOF tomegspektrometriaval torténd meghatarozasara.

A PACAP-38 és 27 aminosavbol felépiild valtozatainak molekulatomegei 4,5, illetve 3,1
kDa (8. tablazat), amely idealisnak mondhatdé a nagy érzékenységli és felbontasu
tomegspektrometrias detektalashoz, azonban a mddszerfejlesztés soran szdmos nehezitd
tényezdvel kellett szembenézniink a biologiai és klinikai mintdk elemzése kapcsan. A
PACAP-38 polipeptid fiziologias életideje ca. 3-5 perc, amely foként a dipeptidyl
peptidaz IV (DPP IV) enzim hat4sanak tudhat6 be, ez mellett empirikus tapasztalataink
alapjan a peptid hajlamos az iiveg- és nem kezelt miianyagfeliiletekhez irreverzibilis
modon kiko6tédni.

A B

4535479

3146.8
1004

1500 2000 2500 3000 3500

15754

|

M

T
1000

T T T T T T T T T T T T
1250 1500 1750 2000

TR UL Ry B
2250 2500 2750 3000 3250

B B e e e
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
m

2053

1253
2574 4824

“r——— 7403

1009.7

bbbl

2157

28089

21417
2662.6
24739

17814

15020
|

Y

20754
||I L
bl

T T
500 1000

T T
3000
mz

L LI S B S S e
1500 2000 2500

39. abra A PACAP-38 és PACAP-27 standardok MALDI TOF, illetve MALDI PSD
TOF/TOF tomegspektrometrias vizsgélata (A) PACAP-38, (B) PACAP-27,
(C) PACAP-38 PSD fragmentaci6, (D) PACAP-27 PSD fragmentacio.
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A nehézségek ellenére munkacsoportomnak elséként sikeriilt a PACAP-38 és PACAP-
27 kvalitativ MALDI TOF tomegspektrometrias analitikajat kidolgozni biologiai és
klinikai mintdkbol (39. dbra).

9. tablazat: Munkacsoportom altal végzett MALDI TOF tomegspektrometrias PACAP
analizisek attekintése a mintaelokészités és a vizsgalat specialis paramétereinek ¢és
eredményének rovid osszefoglalasa.

minta megnevezése specialis paraméterek PACAP hivatkozas

vérplazma (patkany) 200 ns, off-line HPLC, on-plate | P38 XLVI
tripszines emésztés P38 Na*

CNS (éti csiga) 140 ns, PSD P38szerti | XLVII

P27szerti
hemolimfa (éti csiga) 140 ns, PSD P38szerti | XLVII
P27szerti

vérszérum (human) 200 ns, 10 kDa MWCO, ZipTipCl18, | P38 III
PSD

tej (human) 200 ns, lipidmentesités | P38 I, LX
fagyasztassal, ZipTipC18, PSD

nyal (human) 200 ns n.d. Vil

orrvaladék (human) 200 ns n.d. Vil

csarnokviz (human) 200 ns n.d. Vi

tiisz6folyadék 200 ns, fehérjementesités TCA, | P38 VIII, LVII

(human) ZipTipCl18,

méhnyakvaladék 200 ns n.d. Vi

(human)

magzatviz (human) 200 ns n.d. Vi

CNS (nagy | 140 ns, ZipTipCl8, tripszines | P27szerti | VII

mocsaricsiga) emésztés (oldatban) P38szerti

vese (vad és PACAP | 200 ns, 10 kDa MWCO, ZipTipC18 | P38 v

KO egér)

vese (patkany) 200 ns, 10 kDa MWCO, ZipTipC18 | P38 LV

agy-gerincvel6i 200 ns, ZipTipC18 P38 LvII

folyadék (patkany)

szeminalis plazma | 200 ns n.d. LVI

(human)

konny (egér) 140 ns, CID, nanoDESI MS/MS P38 XX

konny (human) 140 ns, CID, nanoDESI MS/MS P38 XX

P38: PACAP-38, P27: PACAP-27, PSD: post source decay, CID: collision-induced decay, MWCO:
molecular weight cut-off, n.d.: nem detektalhato

A konnyebb attekinthetdség érdekében és a teljesség igénye nélkiil, néhany jelentésebb
biologiai és klinikai minta vizsgalati paraméterét, a PACAP analizis eredményét és a
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relevans sajat kozleményeket a 9. tablazatban foglaltam Ossze. A modszert szdmos
kollaboraciods vizsgalatban alkalmaztuk a polipeptid jelenlétének igazoldsara biologiai és
klinikai mintdkon [III, V, VII, VIII, XV, XX, XXIX, XXX, XLVI, XLVII, LV, LVI,
LVII, LVII, LX]. Munkank jelentds mérfoldkovét a 2016-ban kozolt Nature
Communications [XX] folyoiratban megjelent kozleménylink jelentette, amelyben
meghatdroz6 szerepe van az altalunk kifejlesztett MALDI TOF MS és nanoDESI MS/MS
moddszernek, ugyanis eredményeink bizonyitottdk a PACAP-38 endogén jelenlétét az
egér és human konnymintakban, amelynek jelentds klinikai vonatkozasait tartuk fel a
japan kollaboracié soran.

Osszességében a MALDI vizsgéalatokat CHCA miatrix jelenlétében pozitiv ionmddban
végeztiik el, a késleltett extrakcid id6tartama tobbnyire 200 ns volt (néhany mintanal 140
ns, lasd 9. tablazat) 20,00 kV gyorsitd fesziiltség mellett. Linedris detektaldst
alkalmaztunk a nativ polipeptidek kimutatasanal, mig az enzimatikus emésztmények és a
tandem TOF/TOF vizsgalatoknal reflektron detektorral dolgoztunk.

2009-ben publikalt tanulmanyunkban egészséges 20-40 éves ndk és férfiak (n=19), illetve
1-6 honapos csecsemdjiiket szoptatd kismamak (n=31) vérmintdit vizsgaltuk [III]. A
kismamak esetében 5-5 ml anyatejet is gytijtottiink MALDI TOF MS elemzések céljara.
A vérmintakat jégen tartott EDTA (18 mg) tartalmu csovekbe vettiik le és a mintdkhoz
azonnal peptiddz inhibitort (aprotinin) (1200 U) adagoltunk. A centrifugalast kdvetden a
vérplazma mintdk 1-1 ml-ét ultraszliréssel (Amicon Ultra-4 10 kDa MWCO) tisztitottuk.
A 10 kDa -ndl kisebb vegyiileteket tartalmazo sziirletet forditott fazisu szilard fazisu
extrakcio (ZipTipC18) segitségével somentesitettiik és acetonitril/0,1% TFA (1/1 V/V)
eleggyel kozvetleniil a rozsdamentes acél MALDI mintatarté talcara elualtuk. Az anyatej
mintdk lipidmentesitését 4°C-on végeztik el, majd kozvetleniil a mintatartora
csepegtettiilk. 1-1 pl plazma ¢€s tej mintdhoz azonos mennyiségli CHCA matrixot
adagoltunk, majd a teljes kristalyosodast kovetden Bruker Autoflex MALDI TOF/TOF
tomegspektrométerrel mértiik. A tomegspektrométert MS modban lineéris detektalassal
1000-10000 m/z tartomanyban, mig tandem TOF/TOF azonositasnal LIFT m6édban PSD
fragmentaciot alkalmazva hasznaltuk. A PACAP standardok esetében 200, mig a plazma
és tej mintdk esetében 1000-1000 egyedi 1ézerlovés eredményét Osszesitettiik.
Eredményeink alapjan mind a humén plazmaban, mind az anyatejben megtalalhatd a
PACAP-38, amelynek kvantitativ vizsgalatait PACAP-szerli immunreaktivitds alapjan
RIA eljaréassal hataroztuk meg. A mintakbdl sikeresen detektaltuk a polipeptidre jellemz6
m/z 4535 értéknél megjelend molekulaion csticsot, valamint az aminosav szekvencidjara
utalé diagnosztikus fragmentacioés profilt. A MALDI TOF és PSD TOF/TOF
mintdkban a 40. 4bra mutatja. A PACAP standard és a mintakbol szadrmazd
tomegspektrometrias eredmények jo egyezést mutatnak. A kontroll vérplazmak PACAP-
38 koncentracidja ca. 300 fmol/ml-nek adodott, ahol a néktdl és a férfiaktol szarmazd
mintak kozott szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk. Vizsgéalataink alapjan a
laktaci6 idészakéaban 1évo édesanyakra szignifikdnsan magasabb ca. 400 fmol/ml plazma
érték volt jellemz0. Ehhez képest az anyatej mintak PACAP-szerli immunaktivitasa, tehat
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megkozelité PACAP-38 koncentracidja atlagosan tizszeres (5-20X) novekedést mutatott,
értéke ca. 3500 fmol/ml-nek adodott (40.G abra).

Az anyatej rendkiviili PACAP-38 koncentracioja a csecsemokori taplalas fontossagara és
a polipeptid korai neuralis fejlédésben betdltott szerepére utalhat [241-244].

A B s ofal #fr ofs| s v nIxfalu/aviKK /A vi o km YK aRiknK

yi0

08

Interrs. (3.0

4535

Intens. fau]

4535

Imans. fau]
2

T T T T T T
3780 4000 4750 300 arsn so0n 5250 5500 =750

3 -
G a0 [__] Plasma of healthy volunieers
aceo | I Fiasma of lactating women
S Breast milk whey
=
00
£
S b
2 v
.
00

40. abra: A PACAP-38 MALDI TOF tomegspektrometrias vizsgalatainak eredményei
(A) PACAP-38 standard, (C) human vérplazma, (E) humén anyatej tdmegspektrumai.
MALDI PSD TOF/TOF tandem tomegspektrometrids eredmények (B) PACAP-38
standard, (D) huméan vérplazma, (F) huméan anyatej. (G) RIA eredmények PACAP-
szerll immunreaktivitas kvantitativ meghatarozasardl a plazma és anyatej mintak
vonatkozaséaban.

Jol ismert a PACAP meghatarozo szerepe a fertilitds és receptivitas kialakulasaban, az
implantacidban, valamint a korai embrionalis €s neonatélis fejlddésben [244-247]. A
PACAP reprodukcios folyamatokban betoltott biokémiai funkcidjdnak ¢és lokalis
megjelenésének felderitése érdekében ndgyogyaszati €s androldgiai mintdk MALDI
tomegspektrometrids vizsgalatat végeztiik el. Az analizisek sordn tiiszéfolyadékot,
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méhnyak valadékot, magzatvizet [VIII, LVII], szemindlis plazmat és spermiumokat
vizsgaltunk meg [LVI].

A tlisz6folyadék mintakat (n=40) 20 és 35 év kozotti mesterséges megtermékenyitést (in-
vitro fertilization, IVF) megel6z6 hormonalis kezeléssel kivaltott petefészek stimulaciot,
illetve szuperovuléaci6 indukciot kovetden gytijtottiik. A magzatviz mintdk (n=25) a 16.
magzati héten egyéb diagnosztikai célbol amniocentézisen atesett 35. évnél idésebb
¢desanyaktol szarmaznak. A méhnyakvéladék mintdkat (n=10) a ciklusuk lutedlis
fazisaban tartd 25-35 év kozotti ndktdl steril Schirmer papir segitségével gyljtottiik.
Vizsgalatok el6tt a tliszé6folyadékokat centrifugéltuk (10000 fordulat/perc, 5 perc), majd
a fels6 fazis 90 pl-¢hez 10 ul 72% (V/V) triklorecetsav (TCA) oldatot €s 100 pl H>O»-ot
adtunk. Ezutdn a keletkez0 csapadékot centrifugalassal elvélasztottuk (13000
fordulat/perc, 10 perc) és a felsd fazis 1 pl -ét ZipTip C18 szilard fazist extrakcioval
somentesitve vittiik fel a MALDI mintatartora.

A magzatviz mintdk 200 pl-ét 5 percig 10000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk,
majd savanyitds utan (100 ul 1% TFA) gjra levalasztottuk a keletkezett csapadékot
(13000 fordulat/perc, 10 perc) és ZipTip C18 segitségével somentesitve és tisztitva
pipettaztuk a mintatartéra. Az elticié minkét esetben 3 pl acetonitril-0,1% TFA (50/50,
V/V%) eleggyel tortént.

A méhnyakvaladék mintak esetében (100 pl) azonos térfogata acetonitril-0,1% TFA
(5/95, V/IV%) eleggyel ultrahang segitségével oldottuk fel a mintékat és igy pipettaztuk a
mintatartora.

Mindegyik mintdhoz 1-1 pl frissen készitett szobahdmérsékleten telitett CHCA
matrixoldatot pipettaztunk, majd a teljes kristalyosodas utan elvégeztiik a MALDI TOF
MS méréseket. Vizsgalataink a tiisz6folyadékban detektaltdk a PACAP-38 megjelenését,
a tobbi ndgydgyaszati és andrologiai mintdban nem volt kimutathatd mennyiségben.
Méréseink alapjan a tliszéfolyadék PACAP-szerli immunreaktivitas alapjan becstilhetd
RIA-val mért PACAP-38 koncentracidja 161,1+20,3 fmol/ml.

Tanulmanyunk az elsé tomegspektrometrids bizonyitéka volt annak, hogy a PACAP-38
eléfordul a petefészek tiisz6folyadékban és a vizsgalati koriilmények kozott nem talalhatod
meg a magzatvizben és méhnyakvaladékban. Vizsgélataink mind a 40 stimulalt néi alany
mintaibol kimutatta a PACAP jelenlétét. A tiiszéfolyadék a fejlédo petesejt taptalajaként
szolgél, ¢és fontos a csirasejtek fejlddésének morfoldgiai és funkciondlis integritdsa
szempontjabol. A PACAP-nak tobb funkciodja is bizonyitott a tiiszémirigy fejléddésében.
A PACAP stadiumspecifikusan expresszalodik a nagy, érett tliszOk granuldzasejtjeiben
az ovulacio elétt, de gyengébb expresszidjat kimutattak az éretlen antralis és a preantralis
tiiszOk falaban is [248-250]. Megjelenik a fejlodo tiiszokben [251-253] és a sargatestben
[254]. A tiiszéfolyadékban taldlhaté PACAP a granuldzasejtekbdl és/vagy a theca
sejtekbdl szarmazhat. Az, hogy a PACAP-38 valamennyi petefészek tliszéfolyadék
mintdban el6fordul, a PACAP fontos fiziologids szerepére utal a fejlodd petesejtek
metabolizmusaban [VIII].

Az idegrendszeren kiviil a PACAP jelent6s mennyiségben jelenik meg a herékben [236],
azonban az andrologiai mintakban (szeminalis plazma, spermium) nem volt detektalhato
mennyiségben a PACAP-38. Kimutattuk, hogy PACAP”- KO egereknél a spermiumok
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motilitdsa karosodott, illetve, hogy hozzaadott szintetikus PACAP-38 hatdsara a
motilitasi funkcio javithat6 volt [LVI].

Kutatésaink sordn tanulméanyoztuk a PACAP konnyszekrécidra vald hatasat és az igen
gyakori szarazszem szindroma (keratoconjunctivitis sicca) betegségre gyakorolt terapids
lehetdségeit. Kisérleteink bizonyitottak, hogy PACAP KO egerekben a szarazszem
szindroméhoz hasonl¢ tlinetek alakulnak ki, tigy, mint a szaruhartya keratinizacidja és a
termelt konny mennyiségének csokkenése. Vizsgalataink alkalméaval PACAP-38
standard, vad és PACAP”- KO egerek konnymintait elemeztik MALDI TOF MS és nano-
DESI Orbitrap MS segitségével. Munkdnk eredményeként elsdként sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a koénny endogén formaban is tartalmaz PACAP-38-at, amely a
génkilitott allatoknal nem volt detektalhato. A kisérleti allatok egyik szemét PACAP-38
tartalmi szemcseppel kezelve a patologids elvaltozasok visszaszorithatok voltak, a
konnytermelddés stimuldlhato volt (41a, 41b. és 42. abrak) [XX].

a group1 group2

PACAP saline saline PACAP
side(R) side(L) side(R) side(L )

—_
H

saline-L
PACAP-R J 9roup1
saline-R
PACAP-L }9'°“F’2

—_

N
N
N

—_
o
L

Wet cotton thread (mm

AMM1IMMDIDMIKY

o N BN [0)} oo

pre 15 30 45 60 120
Time after eyedrops(min) (n=5)

41.a abra: Egyoldala PACAP szemcsepp-teszt him vad tipust egereken. 1. csoport:
PACAP38-kezelt jobb oldal és sooldattal kezelt bal oldal; 2. csoport: sdoldattal kezelt
jobb oldal és PACAP38-kezelt bal oldal (n=5 csoportonként).
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41.b abra: Osszefoglaldo mindkét kezelt csoport konnyszekréciojat illetéen (n=10
oldalanként, egyiranyu ANOVA). A PACAP csak a kezelt oldalon indukélta a konny

termelodését.
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42. abra: A PACAP-38 tartalmt szemcsepp hatdsa a PACAP”- KO néstény egerek
konnyszekrécidjara. (a) a konnyszekrécidé mértéke sooldat és 101°M PACAP-38
szemcsepp alkalmazasa utan (n=9 csoportonként). *P<0,05 a sdoldattal kezelt
csoporthoz képest, (b) reprezentativ képek a szaruhartya felszinérdl a szemcsepp
alkalmazasa el6tt és utan, (c) szaruhértya értékelése PACAP”~ KO egerek PACAP
szemcseppjének 3 héten keresztiil torténd alkalmazésa eldtt és utan
Meéretskala: 2 mm. *P<0.05.

A konnymintakat tartalmazd Schirmer papirokat (n=5) peptiddz inhibitor jelenlétében
(aprotinin) 100 pl acetonitril-0,1% TFA (5/95, V/V%) elegyben 5 percig ultrahangos
fiirdoben 4ztattuk. Az extrakciot kdvetden a mintdk 1-1 pl-ét azonos térfogati 23°C-on
telitett CHCA matrix oldat jelenlétében a polirozott rozsdamentes mintatartora
pipettaztuk.
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43. abra: Egérkonnyek MALDI TOF MS vizsgalatainak reprezentativ eredményei.
(a) A PACAP-38 standard (m/z 4535,4), (b) vad tipusu és (¢) PACAP”- KO egerek.
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44. abra: Az m/z 648,5+2 nano-DESI SIM spektrum reprezentativ adatai (a) PACAP38
standard (z=7), (b) vad tipust egér minta, amely a PACAP-38 diagnosztikus csticsokat
mutatja, és (¢) PACAP”~ KO egér minta, amely nem tartalmaz PACAP-38-nak
megfeleld csucsokat. A 100%-os relativ ionintenzitas a standard esetében 2,8¢6, a
PACAP”- KO egérminta esetében pedig 1,1e5. Nano-DESI MS/MS spektrumok m/z
648,5+1 prekurzorion kivalasztasa esetén (d) PACAP-38 standard esetében a harom
legintenzivebb fragmens m/z értékével, (e) harom tomegspektrum nagyitva a vad tipusu
egérmintabol szdrmazo harom fragmension bemutatasara, és (f) harom tomegspektrum
a (b) panelen szerepldvel megegyez6 m/z tartoméanyban, a PACAP” KO egérmintabol
szarmazo fragmensek nélkiil.

A MALDI TOF MS vizsgalatokat az el6bbiekben ismertetett modon, linearis detektorral
pozitiv modban végeztiik el. Eredményeink igazoltak a PACAP-38 molekulatomegére
jellemzd m/z 4535,4 tomegspektrometrids cstcs jelenlétét a referencia oldatok és a vad
tipusu allatok koénnymintai esetében, mig a génkiiitott (PACAP”- KO) mintidkban a
PACAP nem volt detektalhato (43. abra).

Nanoporlasztasos deszorpcids elektroporlasztasos ionizaciot (nano-DESI) hasznéltunk az
MS/MS spektrumok felvételére kdzvetleniil a konnyeket tartalmazo Schirmer papirokrol
(n=6). A nano-DESI szonda két olvasztott szilicium-dioxid kapillarisbol (ID 50 um, OD
150 pum, Polymicro Technologies, Molex, Lisle, IL) allt, amelyek egymassal 45°-os
szoget zartak be. Az elsddleges és masodlagos kapillarisok kozott 0,5 pl/min dramlasi
sebességgel 2% (V/V) hangyasav tartalmi metanol-viz (9/1, V/V) elegyet aramoltattunk.
A masodlagos kapillarison keresztiil a mintaval érintkez6 olddszer a tomegspektrométer
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ESI forrasaba jutott. A mintdkat tartalmazé Schirmer papir feliiletét 10 pl 0,1%-o0s (V/V)
TFA-val egy mikroszkép targylemezen aztattuk, majd az {iiveglemezt motorizalt
mintamozgat6 asztalra helyeztiikk (Newport Corporation, Irvine, CA, USA) és a nano-
DESI szonda ala iranyitottuk. Az anyagot nano-DESI szondaval extrahéltuk a Schirmer
papir nedves feliiletérél, és QExactive Plus Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Németorszadg) elemeztiikk. A miszer spektralis felbontdsat
70000-re (m/Am) allitottuk be és a vizsgalatok soran 3 kV-os primer kapillaris
fesziiltséget alkalmaztunk. A szelektiv ionmonitorozast (SIM) m/z 648,5+2-re allitottuk,
ami megfelel az altalunk kordbban nanoESI-vel detektalt 7-szeresen toltott PACAP-38
ionnak (z=7). A CID tandem tomegspektrometrids vizsgalatoknal prekurzorionként az
m/z 648,51 értéket allitottuk be (44. abra).

Eredményeink alapjan a 45. dbran sematikusan felvazolt PACAP, illetve PACI1 receptor
fiiggd konnyszekrécids mechanizmust tartjuk valdszinitinek.

O
)

L secretion f
45. abra: A PACAP altal kivaltott konnyelvalasztas javasolt mechanizmusainak séméaja
[XX].

A konnyhoz hasonldan steril Schirmer papiron gytjtottiink orrvaladék (n=10) és nyal
mintakat (n=10) 20 és 40 év kozotti egészséges résztvevoktdl, mig a csarnokviz mintdk
60 ¢és 85 év kozotti betegek sziirkehalyog miitétje kozben kertiltek levételre. A mintakat
peptiddz inhibitor jelenlétében (aprotinin) 100 pl acetonitril-0,1% TFA (5/95, V/V%)
elegyben 5 percig ultrahangos fiirddben aztattuk. Az extrakcidt kovetden a mintak 1-1 pl-
¢t azonos térfogati 23°C-on telitett CHCA matrix oldat jelenlétében a polirozott
rozsdamentes mintatartora pipettdztuk. A csarnokviz mintdk és a matrixoldat 1-1 pl-ét
elékészités nélkiil vittiik fel a rozsdamentes MALDI talcara [ VIII]. Ezekben a mintdkban
a PACAP-38 detektaldsara optimalizalt koriilmények kozott, nem volt detektalhato a
peptid jelenléte.
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46. abra: A PACAP-38 jelenlétének kimutatasa patkany plazma mintaban.
(A) PACAP-38 standard, (B) vérplazma a PACAP Na" adduktjanak
kvazimolekulaionjaval, (C) a vérplazma ,,on-plate” enzimatikus emésztésbol szarmazo
diagnosztikus PACAP triptikus peptidek MALDI TOF tomegspektruma.

Patkany vérplazma mintaban sikeresen detektaltuk a PACAP-38 molekulaionjat (m/z
4535), azonban nagy mennyiségben mutattuk ki a PACAP-38 Na® ionhoz kot6do
adduktjat is (m/z 4558). A PACAP-38 szérumban valo jelenlétének tovabbi igazolasdhoz
mintdinkon ,,on-plate” triptikus emésztést végeztiink, majd a triptikus peptideket MALDI
TOF/TOF vizsgalatokkal azonositottuk (46. abra). Ennek sordn a vérplazma mintakat
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HPLC-t kovetd frakciogytiijtéssel tisztitottuk és a PACAP-38-at tartalmazo részletet a
MALDI mintatartora cseppentve ott 1 pl Sng/pl-es tripszin (Promega, sequencing grade)
oldattal emésztettiik. Az emésztményt tartalmaz6 mintat CHCA matrix jelenlétében m/z
500-5000 tartomanyon beliill MALDI PSD TOF/TOF MS alkalmazasaval elemeztiik. Az
azonositott triptikus peptideket a 10. tablazat foglalja 6ssze. Vizsgalataink segitségével
egyértelmiien sikeriilt igazolnunk, hogy a PACAP 38 nativ és Na" addukt formaban is

jelen van a szérumban [XLVI].

10. tablazat: A vérplazma HPLC frakciogytjtéssel kapott részletének ,,on-plate”
triptikus emésztése utdn detektalt peptidek és a PACAP-38 szekvencigjanak in-silico
(szamitogép asszisztalt) emésztésébdl szarmazo peptidek jellemzé adatai.

tartomany elméleti monoizotopos detektalt monoizotépos szekvencia
tomeg (Da) tomeg (Da)

31-34 594,336 594,381 YKQR

22-29 834,508 834,520 YLAAVLGK

22-30 990,610 990,618 YLAAVLGKR

21-30 1118,704 1118,707 KYLAAVLGKR
1-12 1384,613 1384,629 HSDGIFTDSYSR
1-14 1703,777 1703,779 HSDGIFTDSYSRYR
1-15 1831,872 1831,862 HSDGIFTDSYSRYRK

Tovabbi vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a gerinctelen él6lények szervezetében a
PACAP-27 detektilhato nagyobb mennyiségben. FEti csiga (Helix pomatia)
hemolimf4janak ¢és kozponti idegrendszerének MALDI MS és RIA vizsgélataival
kimutattuk a PACAP aktivités fliggd valtozasat, amelyet a 47. abra szemléltet [ XL VII].

A
M active
60 O inactive
]
g 50 4
2 w0
E 30
Qi .
= *
10 - -
N |
PACAP27 PACAP38

47. abra: A PACAP mennyiségének valtozasa az éti csiga évszakfiiggd aktivitasanak
fiiggvényében.

A vizsgalatok sordn a szivet tlivel atszartuk, miutdn eltavolitottuk az allat héjat, és
egyedenként koriilbeliil 1 ml hemolimfat (n=6) gy(jtottiink egy el6hlitott csOben, amit a
felhasznalasig jégen taroltunk. A kozponti idegrendszert (n=6) kimetszettiik, hideg
fiziologias sbéoldatot tartalmazd edénybe gytjtottik, majd SDS pufferben
homogenizaltuk. A homogenizatumokat centrifugélassal 13000 g-vel 10 percig 4°C-on
tisztitottuk. A hemolimfa és CNS mintdkat kozvetleniil a MALDI mintatartora
pipettaztuk azonos térfogata (1 pl) telitett CHCA matrix oldat jelenlétében (48. abra).
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48. abra A PACAP-27 jelenlétének igazolasa éti csiga hemolimfajabol végzett MALDI
TOF MS (A) és MALDI PSD TOF/TOF MS (B) vizsgalatok segitségével.

Az éti csiga mellett nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) kdzponti idegrendszerét is
vizsgaltuk annak érdekében, hogy feltarjuk a PACAP szerepét a tanulds és a memoria
kialakuldsanak molekularis kaszkadrendszerében [VII]. A Lymnaea stagnalis tocsiga
értékes kisérleti modelleket szolgaltat a klasszikus kondicionélas top-down elemzéséhez,
lehetévé téve szamunkra, hogy Uj betekintést nyerjiink az asszociativ hosszll tava
memoria (long term memory, LTM) sejtes és molekuldris mechanizmusaiba [255].
Tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy a PACAP jelen van-e a Lymnaea agyi
ganglionjaban (CQG), az ajakidegekben és az ajakérzékeld teriileteken, a taplalék-
megjutalmazas kondicionédladsaban részt vevo f0 strukturdkban. Tovabba megvizsgaltuk,
hogy a PACAP képes-e stimuldlni az adenilat ciklazt (AC) és a cAMP-t a Lymnaea
cerebralis ganglion mintdkban, és hogy ez a hatas blokkolhat6-e a PACAP 6-38, ltalanos
PACAP-receptor inhibitorral és egy maxadilan antagonistaval, a PACI1 receptor
specifikus blokkolojaval.

Az allatokat az angliai Sussex Egyetemen és a Magyar Tudomanyos Akadémia Balatoni
Limnoldgiai Kutatointézetében tenyésztették. A csigakat Cu®'-mentes vizzel toltott
tarolotartalyokban 18-20°C-on és 12 6ras vildgos-sotét ciklussal tartottuk, ad libitum
salataval és zoldség alapt haleledellel etettiik (TETRA Werke, Melle, Németorszag). A
kondicionalasi vizsgalatok megkezdése eldtt az allatok taplalék nélkiil voltak 2 napig.
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A tomegspektrometrias méréseket felndtt példanyok agyi ganglionjain végeztiik. Ot agyi
gangliont (cerebralis ganglion, CG) feldaraboltunk és hideg fiziologids sooldatot
tartalmazé edénybe gytjtottiink, majd 1 ml 10 mM ammoénium-foszfatban (Sigma)
homogenizaltuk Polytron (PT-10) segitségével. A homogenizatumokat centrifugéldssal
tisztitottuk 13000 g-vel 5 percig 4°C-on, és a feliiluszot (500 pl) Eppendorf-csdvekbe
gyljtottik. A mintakbol 50 pl-t megsavanyitottunk 50 pl 1%-os (V/V) trifluor-
ecetsavval, majd centrifugalas (8000 g) utan a feliiluszot ZipTipC18 pipettahegyekkel
tisztitottuk.

A mintdk enzimatikus emésztésénél a tripszin-oldattal (100 ng/uL 25 mM Tris-HCL-ben)
37°C-on egy ¢jszakan at inkubdltuk. Emésztés utan a peptideket ZipTipC18
pipettahegyekkel extrahaltuk, 0,1%-os (V/V) hangyasavas mosassal sotalanitottuk, majd
50%-0s (V/V) acetonitril-0,1%-os (V/V) hangyasavval a MALDI mintatartora elualtuk.
Vizsgélataink eredményeként elsdként mutattuk ki PACAP-szerli peptid jelenlétét L.
stagnalis idegrendszerében, illetve az AC/cAMP/PKA aktivacidoban vald lehetséges
szerepét a klasszikus kondicionalds soran. A tintahal kozponti idegrendszerének
PACAP38-szerli molekuldjanak szekvencidja alapjan PACAP-38-szerli molekulat
tudtunk azonositani m/z 4656,4-nél a Lymnaea CG-mintdkban (49. dbra). A protonalt
kvazimolekularis ioncstics mért atlagos tomege m/z 4656,4 kozel volt a tobbi gerinctelen
PACAP38-szerli molekulaszekvencidra szamitott 4656,3 Da értékhez (Q8IU38 NCBI
GeneBank ¢és ExPASy). A PACAP-szerli peptid azonositdsa mellett biokémiai
bizonyitékokat talaltunk az AC-aktivald hatdsara a Lymnaea kozponti idegrendszerében.
A biokémiai kisérletekben Lymnaea CG homogenizatumait PACAP-38-cal inkubaltuk.
Megkozelitoleg 82%-0s novekedést értiink el cAMP-szintjében, ami arra utal, hogy a
PACAP hasonl6 hatést fejt ki Lymnaedban, mint gerincesekben. A PACAP hatasahoz
hasonléan a maxadilan, egy specifikus PAC1-R agonista, valamint a VIP, a VPACI ¢és
VPAC2 receptorok agonistdja, amely szintén koti a PACAP-ot, szintén fokozhatja a
cAMP szintézist 47%-kal, illetve 79%-kal. A PACAP cAMP-stimulalo hatasa
megkozelitéleg 50%-ban blokkolhato a PACAP 6-38 vagy egy maxadilan antagonista
alkalmazaséaval. A biokémiai eredmények megerdsitették, hogy a PACAP-szerti peptidek
a PACAP receptorokon keresztiil novelhetik a cAMP szintjét az agyi ganglionok
neuronjaiban. Osszefoglalva, a PACAP, VIP és maxadilan aktivalhatja az AC-t és
jelentésen novelheti a cAMP szintet. A PACAP-ra adott véalasz fokozodasat a PACAP 6-
38 altalanos PACAP-receptor-blokkolo és egy specifikus PAC1 antagonista egyarant
blokkolhatja. Ezek alapjan a PACAP-szerli peptidek a Lymnaea agyi ganglionokban
expresszalt PAC1 és VPAC receptorokon keresztiil egyarant hatnak.
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49. abra: PACAP-szerli peptidek azonositdsa MALDI-TOF tomegspektrometriaval a
Lymnaea stagnalis cerebralis ganglionokban. (a) szintetikus PACAP-27 spektrumja, (b)
a PACAP-27 jelenlétének igazoldsa az agyi ganglion homogenizatumban, (c) a
feltételezett PACAP-szerli peptid m/z 4656,4 ioncstcsa, (d) PACAP triptikus
peptidjeinek diagnosztikus tomegspektrometrids cstuicsai.

5.2.2. Fehérje expresszio vizsgalata PACAP-hianyos (PACAP KO) egérmodellben
[XV]

Az endogén PACAP-ot nem tartalmazod egerekkel kapcsolatos tuddsanyag még
hidnyosnak mondhatd, de ugy tlinik agyi morfologiai kiilonbségek csak kis mértékben
figyelhetéek meg mind makroszkdopos, mind mikroszkdpos szinten [256]. Azonban, ha
ezeket az egereket valamilyen karos behatas éri, példaul hipoxia/ischémia, trauma vagy
valamilyen toxikus behatés, a PACAP génkititott allatok szignifikansan nagyobb sériilést
szenvednek el. Ez bebizonyosodott tobb kisérletes modellben is, példdul autoimmun
encephalimyelitis [257], agyi ischémia [258], retina ischémia, €s retina excitotoxicitas
[259, 260]. Ezenkiviil az endogén PACAP-ot nem tartalmaz6 egerekben csokkent
regeneracios képességet figyeltek meg a gerincveld és periférias idegek sériilésekor [261,
262]. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a hattérben olyan biokémiai valtozasok allnak,
amelyek képesek kompenzalni e hatdsokat PACAP hianyéaban, abban az esetben, ha nem
éri kiilondsebb stresszhatés az allatokat. Azonban, e kompenzald hatdsok nem elegenddek
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a stresszhatasok, sériilések altal kivaltott folyamatok kivédésére és a cellularis védelem
fenntartasara.

A CD-1 PACAP KO egértorzs kialakitasat a PTE AOK Anatomia Intézetében végeztiik,
tiz generacidra visszamendleg keresztezve a CD-1 KO egér populacidkat. Az agyi
fehérjeprofil meghatarozasahoz vad tipustt (PACAP™", n=5) és homozigota KO (PACAP-
", n=5) egereket hasznaltunk fel. Ad libitum taplalkozhattak, 12 oranként valtakozo
nappali és az ¢jszakai koriilményeket biztositottunk szamukra.

Munkénk soran a vad tipusti és a PACAP KO allatok agyat izofluran anesztézidban
tavolitottuk el. Az agymintakbol a kovetkezd 6 régiot preparaltuk ki: frontalis kortikalis
régiod, temporalis lebeny—diencephalon komplex, mesencephalon, az agytorzs tobbi része
(pons és medulla), valamint kisagy. 50 mg preparalt agyrégiohoz 200 pl lizispuffert
adtunk (2 mM EDTA, 10 mM EGTA, 20 mM HEPES, pH 7.5). Az agymintékat szoveti
homogenizatorral homogenizaltuk, majd 6x10 masodperces sejtfeltarast végeztiink nagy
energidju ultrahangos feltaroval (UIS250V-Hielsher Ultrasound Technology, Teltow,
Németorszag). A 10 masodperces ciklusok kozott jeges hiitést alkalmaztunk. A feltart
mintakat 10000 g-n 10 percig centrifugaltuk. A tiszta feliiliszokat ) csébe pipettaztuk
at, majd 100 pl -30°C-os kloroformot adtunk a mintdkhoz. A kloroformot a fehérjék
kicsapasahoz, ill. a nagy mennyiségben jelenlévd lipidek eltavolitasara alkalmaztuk. A
kloroformos kétfazisu rendszert néhany masodpercig nagy sebességgel kevertettiik egy
emulzids rendszer eléréséig, hogy megfeleld érintkezési hatarfeliilet alakuljon ki a kelld
mindségli fehérjekicsapas eléréséhez. 3 percig folytattuk a fehérje kicsapast kis energidji
ultrahangos flirddn, ami biztositotta az emulzios rendszer fennallasat. A vizes és a szerves
fazist 4000 g-n 5 percig torténd centrifugalassal szeparaltuk. A teljes minta-el6készitési
folyamat alatt LoRetention pipettahegyet és LoBind Eppendorf cséveket (Eppendorf,
Wien, Ausztria) hasznéaltunk, hogy elkeriiljiik a fehérjeveszteséget. Mindkét fazist
kipipettaztuk, majd a kloroform maradvanyokat Speed Vac koncentrator (Concentrator
Plus, Eppendorf) segitségével eltavolitottuk. A fehérjekicsapas eredményességét a vizes
¢és szerves fazisok esetében MALDI TOF tomegspektrometrids (linearis mod, pozitiv
ionizécio, 10 mg/ml SA, acetonitril/0.1 % TFA,1/2 v/v%) vizsgélataval ellendriztiik.
Amennyiben az ellendrzd vizsgalat soran nem talaltunk oldatban 1évd fehérjéket, a
kloroform mentes fehérjéket - 80°C-on taroltuk a tovabbi feldolgozasig.

Az Agilent 2200 TapeStation rendszerhez (Kromat Kft., Budapest, Magyarorszag)
tartoz6 minta feldolgozasi protokollt kovetve P200-as puffer oldatokat készitettiink a
minta-el0készitéshez. Két-két pul P200-as festd és jelold oldathoz 2-2 pl mintat vagy
molekulatdomeg standardot adtunk, majd 7 percig 75°C tartottuk az oldatokat. A
keverékeket P200-as redukaldé oldattal 5 percig 75°C-ra torténd melegitésével
denaturaltuk, majd 2 pl P200 nem redukald oldatot adtunk az Osszes mintdhoz és a
tomegstandardhoz. Az oldatokat kevertettiik, centrifugéltuk, majd a tiszta feliiluszokat a
2200 TapeStation rendszerbe vittiik at. A vezérlést és a szemikvantitativ kiértékelést a
2200 TapeStation rendszerhez tartozé szoftverrel végeztiik el.

A 1D gélelektroforézishez az agymintakat 1 M Tris/HCI pufferben homogenizaltuk, (pH:
8,0), ami 0,5 mM EDTA-t, 0,7 mM beta-merkaptoetanolt és 10% (V/V) SDS-t is
tartalmazott. Homogenizalds utan a mintékat 5 percig foztiik, majd 8000 g-n 10 percig
centrifugéltuk. 12%-os (m/V) poliakrilamid gélben Laemmli moédszere szerint SDS

76



mar k. |l aszl o_314 25
jelenlétében gélelektroforézist (PAGE) végeztiink. Molekulastly standardként
ProSieveTM QadColorTM fehérjemarkert alkalmaztunk 4,6-300 kDa kozotti
tartomanyban. A gélek festéséhez R-250 Coomassie Brilliant Blue oldatot hasznaltunk,
amely 5% (V/V) ecetsavat és 16,5% (V/V) metanolt tartalmazott. A géleket Quantity One
(Bio-Rad, Budapest) szoftverrel értékeltiik ki. Az érdekes fehérje savokat szikepengével
kimetszettiik a gélb6l, majd haromszor tiz percig mostuk 200 pL 50 mM
ammoOniumbikarbonatot (pH: 8,3) tartalmazo 50% (V/V) acetonitril oldattal. A fehérjéket
50 uL 10 mM DDT-vel (50 mM ammoéniumbikarbonat pufferben) 1 6ran keresztiil 55°C-
on redukaltuk, majd ezt kovetéen 50 pl 55 mM jodacetamid oldattal (50 mM
ammoniumbikarbonat pufferben) alkilaltuk. A gél darabokat Speed Vac koncentratorral
szobahOmérsékleten megszaritottuk, majd a fehérjéket modositott tripszinnel (Promega,
Madison,WI, USA) 37°C-on egy ¢éjszakan at tartd inkubalassal megemésztettiik (tripszin
koncentrécio: 5 ng/pl 50 mM-os ammoniumbikarbondt oldatban, pH=8,3). A keletkezett
triptikus peptideket 50 pl vizes acetonitriles hangyasavas oldattal (44/50/6 V/V/V%)
eludltuk, majd liofilizaltuk az oldatokat és a tovabbi feldolgozasig -80°C-on tartottuk a
mintékat.
A 2D gélelktroforézishez az agymintdkat 8 M urea, 50 mM DTT, 4% (V/V) CHAPS,
0,2% (V/V) amfolit és 0,0002% (V/V) bromfenol kék feltar6 pufferben homogenizaltuk,
amely oldatot az IPG csik rehidralasahoz is hasznaltuk. A mintakat kevertettiik, majd 10
percig 10000 g-n centrifugaltuk, hogy elkiilonitsiik a szovettormeléket. Rehidratalt IPG
csikon (7 cm, lineéris gradiens pH 4-7 kozott) elvégeztiik a feliiluszok izoelektromos
fokuszalasat, PROTEAN IEF rendszer (Bio-Rad, Budapest) hasznalataval. A kovetkezd
beallitadsokat hasznaltuk: 250 V 20 percig, 4000 V 2 6ran keresztiil és 2,5 ora alatt 4000
V-r6l 10000 V-ra emeltiik a fesziiltség értéket. Az atfolyd aram 50 pA/csik volt. Az
izoelektromos fokuszalas utan a gél csikokat -80°C-n taroltuk. A masodik dimenziéhoz
a gél csikokat 10 percig egyensulyi pufferben (6 M urea, 2% (V/V) SDS, 0,05 M Tris/HCl
pH 8.8, 20% (V/V) glicerin nagy tisztasdgu desztillalt vizben), inkubaltuk, amely 2%
(m/V) DTT-t tartalmazott. A kovetkezd inkubacid azonos Osszetételii pufferben tortént
10 percig, amely 2,5% (m/V) jodacetamidot tartalmazott. A gél-csikokat SDS futtato
pufferrel mostuk és Laemmli modszere szerint 12%-o0s (m/V) poliakrilamid gélben
futtattuk. A géleket PharosFXTM (Bio-Rad, Budapest) kép szkenner segitségével
rogzitettiik és PDQuestTM 2-D analizis szoftverrel elemeztiik. Minden futtatést
haromszor végeztiink el. A gélek festését és az érdekes fehérjék kivagasat, emésztését a
bemutatott egy dimenzids fehérje elvalasztas protokolljai szerint végeztiik.
A kiilonbozd agyrégiok (frontalis kortikalis régid, temporalis lebeny—diencephalon
komplex, mesencephalon, az agytorzs tobbi része [pons €s medulla], valamint kisagy)
proteomikai profiljanak eredményeit az 50. d&bra mutatja. A frontalis kéreg (50. abra A1,
A2) és a hid-medulla komplex (50. abra B1, B2) agyi régiok nem mutattak jelentds fehérje
expresszios kiilonbségeket a vad tipusi és a KO egyedek kozott. Ellenben a
mesencephalon (50. dbra C1, C2) és a temporalis lebeny-diencephalon komplex (50. abra
D1, D2) fehérjemintazataban detektalhatd kiilonbségek voltak kimutathatok.
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50. abra: A vad tipusu (1) és a PACAP KO (2) egér agy mintak fehérje térképe az
Agilent 2200 TapeStation rendszer hasznalataval. (A) cortex, (B) hidmedulla komplex,
(C) mesencephalon, (D) temporalis lebeny-diencephalon komplex.

Fehérjeanalitikai eredményeinkbdl kidertilt, hogy hatarozott kiilonbség figyelheté meg a
PACAP-hianyos egerek és a vad tipus fehérjekészletét tekintve (51. és 52. abrak).
Vizsgélataink ravilagitottak a PACAP-hidnyos egerek novekedett sebezhetdségére és az
oregedés fokozott mértékére. A fehérjék egy csoportja, amelyekben kiilonbségeket
talaltunk a két populacio kozott, szerepet jatszik az oxidativ stressz kivédésében és az
antioxidans kapacitas fenntartdsaban. E fehérjéknek csokkent szintjét detektaltuk a
PACAP KO egerekben.
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51. abra: Mesencephalon (A) és a temporalis lebeny-diencephalon komplex (B) régiok
egydimenzidés SDS-PAGE képe. Az inzertek a legnagyobb kiilonbségeket mutatod
gélrégiokat mutatjak. Az A és a B panelek esetében is a bal oldali gél mutatja a vad
tipusu minta gélképét, mig a jobb oldali a PACAP KO mintéaét.

A peptidilprolil izomerdz A (PPlase), példaul kulcsszerepet jatszik a hd-sokk fehérjék
altal indukalta stressz valaszban. A glutation S-transzferdz fontos a detoxifikacioban és a
mar emlitett antioxidans kapacitas fenntartasadban.

Eredményeink 0Osszhangban vannak azon korabbi megfigyelésekkel, amelyek azt
mutattak, hogy a PACAP-hidnyos egerekben fokozott oxidativ stressz hatasra emelkedett
malondialdehid-, illetve csokkent glutation és szuperoxid-dizmutaz szint figyelhetd meg
[263, 264]. Tovabba, mig a fiatal korban a PACAP KO és a vad tipusu egérpopulaciok
szérum antioxiddns kapacitdsa és a szérum reaktiv szabadgyok szintje kozott nem
figyelheté meg kiilonbség, id0s egerek 0Osszehasonlitdsanal csokkent antioxidans
kapacitds és fokozott reaktiv szabadgyok termelddés figyelheté meg a génhidnyos
allatokban [265]. Egy 2012-ben publikalt tanulmanyban megvizsgaltdk a PACAP
indukalta valtozasokat agyi ischémiaban [266]. A kutatok az antioxidans hatasa
molekulak szintjének emelkedését figyelték meg PACAP kezelés hatasara. Egy korabbi
tanulmanyban PACAP kezelés alkalmazdsit kovetden a hoé-sokk fehérje-27
expresszidjanak emelkedését, mig a neurotoxikus hdsokk fehérjék expresszidjanak
csOkkenését figyeltek meg [267].
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52. abra: 2D gélektroforézis eredményei a mesencephalon régio (A), és a temporalis
lebeny-diencephalon komplex régio (B) mintaibol. A vad tipusu és a PACAP KO

mintdk 2D gélképeit egymadsra vetitettiik. A

piros nyilak mutatjak a vad mintakbol, mig

a kék nyilak reprezentaljak a KO mintdkbol szarmazo fehérje kiilonbségeket.

Mindezek, az emlitett kordbbi eredmények, megfigyelések 0Osszhangban allnak

eredményeinkkel és kovetkeztetéseinkkel,

hogy mind az endogén, mind az exogén

PACAP jelenléte egy fontos molekuléris faktor az oxidativ stressz kivédésére szolgalod

mechanizmusok megfeleld miikodéséhez.
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reprezentativ tomegspektrumai. (A) glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz, (B)
glutation S-transzferdz, (C) ATP szintaz.
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11. tablazat: A vad tipust és PACAP KO allatok agyi mintaibol azonositott fehérjék és
azok expressziods valtozasai és bioldgiai funkcioi.

gil498752597 | hemoglobin beta-1 alegység + - oxigén transzport 15,8 111,0 88,4
katalitikus enzim,
i|6679439 peptidilprolil izomeraz A + +| interrakcié HSP-kkel 18,0 95,3 66,5
gi|6754084 glutation S-transzferdz Mu 1 + +| detoxifikacid 26,0 91,1 63,3
citokrom ¢ oxidaz alegység
gil407261468 | 1 + + mitokondrialis 1égzési lanc 28,9 67,5 50,0
malat dehidrogenaz 1, NAD
gi|74224797 izoforma + +| katalitikus enzim 36,5 70,5 43,7
Gliceraldehid-3-foszfat
gi|55153885 dehidrogenaz + + glilkolitikus enzim 35,8 89,1 42,9
gi|148677501 | ATP szintaz, izoforma - + ATP szintézis 54,6 96,4 39,2
gi|7305027 enolaz 2, gamma neuron + +| glilkolitikus enzim 47,3 105,0 38,9
gi|6671539 aldolaz 1, A izoforma + +| glilkolitikus enzim 39,3 74,3 31,6
aminosav metabolizalo
gi|387106 asrpartat aminotranszferaz + +| enzim 46,2 81,7 31,0

leucin-gazdag
ismétlédéseket tartalmazé 9

gi|148704587 | izoforma + +| fehérje szerkezti motivum 81,7 63,4 25,1
0il42561824 MITF fehérje + + transzkripcios faktor 38,6 83,7 33,8
gi|114326546 | foszfoglicerat mutaz 1 + +| glilkolitikus enzim 28,8 61,0 43,7
gi|13097483 Tubb2 fehérje - + szerkezeti fehérje 34,0 61,3 26,2
piruvat kinaz, izom izoforma
gi|359807367 | M1 + +| glilkolitikus enzim 57,9 135,0 36,2
vér kolloid ozmotikus
gi|26340966 albumin 1 + +| nyomasszabalyzas 68,7 106,0 34,5
gi|914317 neurofaszcin + + sejt adhéziés molekula 9,5 60,9 33,7
gi|74189848 spektrin alfa lanc - + eritrocita szerkezeti fehérje | 97,8 76,8 25,5
gi|51313 Hiszton (H1) domén + +| Hiszton fehérje 20,8 65,7 64,9
gi|74188189 akonitaz 2 + +| katalitikus enzim 85,3 114,0 33,2
gi|148669535 | vinculin, izoforma - + citoszkeletalis fehérje 123,8 68,0 18,7
gi|81882894 Szecretin receptor + +| G-fehérje kapcsolt receptor | 50,9 62,1 15,0

A fehérjék egy masik csoportja, amelyben jelentds kiilonbségeket talaltunk a két
populacié agyi fehérje Osszetételében, a glikolitikus enzimek csoportjaba tartozik. A
vizsgalatok soran azonositott fehérjéket és azok jellemzd paramétereit a 11. tablazat
mutatja. Malat-dehidrogendz 1, enoldz 2, aldolaz 1, foszfoglicerat-mutdz 1 (PGM) és
piruvat-kinaz (PK) szintjének csokkenését, mig az ATP szintaz szintjének emelkedését
figyeltik meg (53. abra). Hasonloan az oxidativ stresszmarkerekhez, a glikolitikus
enzimek valtozasai is 0sszhangban 4llnak a Hori munkacsoportja altali megfigyelésekkel
[266], hogy az exogén PACAP befolyésolja a glikolizisben szerepet jatszé enzimeket és
a PACAP kezelés pozitivan hathat az energia homeosztazis fenntartdsara és védelmet
biztosithat az ischémids sériilésekben. Ezen eredmények megerdsitik, hogy az endogén
PACAP sziikséges a megfeleld energiahdztartas fenntartdsdhoz. Ezen szabalyozasi
mechanizmusnak hidnyaban zavar 4ll fenn az energiaegyenstlyban és igy sebezhetdvé
valik a szervezet az artalmas ingerekre (hipoxia, ischémia, Oregedés, toxinok,
neurodegenerativ korképek). Ezek az eredmények Osszhangban dallnak azzal a
tanulmannyal, amelyben arrél szdmoltak be, hogy ennek az enzimatikus gépezetnek a
stimuldlasa neuroprotektiv hatdssal van a hipoxia allapotaban [268].

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP-hidnyos allatokban az ATP-szintaz szint
emelkedése egy kompenzacids mechanizmus eredménye lehet, mely a sériilt
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energiaegyensuly kompenzalasara szolgal intakt vagy stresszmentes koriilmények kozott.
Ez korabbi tanulmanyok megfigyeléseivel is 0sszhangban all [265], amelyekben mar
leirtdk, hogy ehhez hasonlé kompenzalé mechanizmusokat taldltak fiatal génkititott
egerekben oxidativ stressz kivaltasakor, viszont ezt a mechanizmust iddskora
egyedekben nem figyelték meg.

5.2.3. Evszakfiigg6 neuropeptidek azonositdsa hibernacié soran [IV]

A gerinces ¢s gerinctelen faunaban is megfigyelhetd a hibernacié jelensége. A kiils6
koriilmények, mint példaul a kornyezeti hdmérséklet, paratartalom, illetve a taplalék
mennyiségének csokkenése kivalthatja a metabolikus depressziot és a nyugalmi allapot
kialakuldsat. Szdmos gerinctelen allatfaj, koztik a szarazfoldi csigdk az alacsony
hémeérsékletre, a kedvezdtlen fényviszonyokra és az alacsony paratartalomra hetekig
vagy akar honapokig tartdé nyugalmi idészakokkal reagalnak. A csigak téli inaktivitasa
soran a leginkabb vizsgalt valtozasok kozé tartoznak az enzimek foszforilacidjanak
hipometabolizmus okozta valtozasai [269] és a fehérjék foszforilacidos mintdzatanak
valtozésai [270]. Ramnanan és munkatarsai a Na/K ATP-4z erdsen csokkent aktivitdsat
figyelték meg a represszalt metabolikus éallapot sordn kiilonb6zd csigdkban [271]. A
hibernacié a neuronok elektromos aktivitdsdnak csokkenését [272], az intracellularis
nyugalmi Ca?*" koncentracio novekedését [273] és kiilonb6zd krioprotektiv anyagok,
példaul glicerin és gliikkoz felhalmozodésat is okozza [274]. A neurotranszmitterek
szintén fontos szerepet jatszhatnak a metabolikus depresszid szabalyozdsdban mind a
gerinceseknél, mind a gerincteleneknél. Tobb bioaktiv amin és metabolitja (szerotonin -
SHT, dopamin - DA, 5-hidroxi-indol-3-acetat - 5-HIAA) szerepét is vizsgaltak téli almot
alvo csigdkban. Kimutattadk, hogy az SHT és az 5-HIAA szintje az agyban és a szivben a
hibernacié elsdé két honapjaban megemelkedik, majd ezt kovetden jelentds csokkenést
mutat. A dopamin, valamint annak metabolitja, a homovanillinsav és a GABA szintje
nem valtozik jelentdsen a hibernacid elsd két honapja alatt, de a DA szintje ezt kovetden
csokken [275-277]. Mésrészt az SHT-immunpozitivitds csokken a neuropilekben, és nd
az agyi ganglionok neuronjaiban a hibernalé csigaban [278]. Osszességében ugy tiinik,
hogy az SHT egy kulcsfontossagl vegyiilet, amely felkésziti a csigdkat a hibernacios
allapotba keriilésre és annak fenntartasara [277].

A kalmodulin, a citoszkeletalis komponensek €s a foszfatazok valtozasait is megfigyelték
a téli almot alvo csigakban, ami visszafogott neurotranszmisszidra és neuromodulaciora
utal [279]. Az anyagcsere altalanos csokkentése az allatok altaldnos stratégidja a
hibernacié sordan a szélsOséges kornyezeti stressz lekiizdése érdekében. Az
anyagcsererata ilyen jelentds valtozdsa hosszabb idén keresztiil az ATP termelés és
felhasznalds Osszehangolt csokkentését és ujboli kiegyensulyozasat igényli [280].
Feltételezhetd tehat, hogy a peptid- és fehérjeszintézis depresszidja, amely egy nagy
energiaigényli folyamat, jelentdsen hozzdjarul a csiga hibernalt allapotanak
kialakitasahoz és fenntartasahoz [280, 281]. A PACAP mennyiségének évszakfiiggd
csokkenését sajat eredményeink is alatdmasztottak (47. dbra) [XLVII]. A peptid- és
fehérjeszintézis altalanos szupresszidjaval parhuzamosan a hibernalt éallatokban a

crer
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szintézisére is megfigyeltek példakat [281]. A téli almot alvd allatok kozponti
neuronjaiban megfigyelték a VIP, a substance P, a kolecisztokinin, az endotelin, a
kalcitonin-génnel kapcsolatos peptid és a ,,hibernaci6 altal indukalt delta opioid peptid”
mennyiségének novekedését, és ezzel parhuzamosan az immunpozitiv rostok szamanak
csOkkenését a neuropilben [278, 282-284]. Téli almot alvo foldimokusokban és
patkanyokban parhuzamosan megfigyelték a TSKYR szivre hat6 peptid megnovekedett
Megfigyelték tovabba a Coxl, a2-macroglobulin, moesin, hasnyalmirigy lipaz,
antioxidans enzimek, hibernacidval kapcsolatos fehérjék és stresszel kapcsolatos fehérjék
mennyiségének ndvekedését hibernacios koriilmények kozott [281, 287-291].

Kutatdsi munkdnk sordn éti csiga hiberndcidjakor bekdvetkezd peptid valtozasokat
kisértiikk figyelemmel. Az allatok egy csoportjat (n=30) nedves koriilmények kozott
(pératartalom 95-98%), szobahdémérsékletli (24+2°C) terrariumban aktivan tartottuk,
12/12 6ras nappali/éjszakai ciklusban, és az allatokat hetente kétszer saldtdval vagy
uborkaval etettiik. Az allatok masik csoportjat (n =30) a kisérletek el6tt harom honapig
4+2°C-on taroltuk (relativ paratartalom 20-25%).

A kozponti idegrendszert (CNS) felboncoltuk és hideg fiziologias sooldatba helyeztiik,
amely 80 mM NaCl, 4 mM KCI, 10 mM CaCl,, 5 mM MgCl, és 10 mM TRIS-HCI
tartalmazott, NaOH-val bedllitott pH=7,4 pH-ji desztillalt vizben oldva. A 3 allatbol
nyert izolalt agyakat 100 pl, 0,1 M hideg foszfat pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk,
amely 10% (V/V) protedz/peptiddz inhibitor koktélt (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazott. Csiganként koriilbeliil 1 ml hemolimfat gytijtottiink ugy,
hogy a csigahdz eltdvolitasa utan tiivel atszurtuk a szivet a kopenyen keresztiil, €s a mintat
felhasznalasig jégen taroltuk. A homogenizalt CNS mintékat és a hemolimfat 13000 g-
nél 4°C-on 10 percig tartd centrifugalassal tisztitottuk. A MALDI TOF
tomegspektrometrids elemzéseket ZipTipC4 és CI18 tisztitds kdvetben CHCA matrix
jelenlétében reflektor detektor (késleltetett extrakcid 120 és 140 ns) alkalmazasa mellett
végeztiik el. A peptidek célzott mennyiségi meghatarozasat szelektiv ionmonitorozassal
ESI ionforréassal egy Finnigan AQA (Thermoquest, San José¢, USA) egyszeres kvadrupol
tomegspektrométerrel végeztiik. A segéd- és porlasztdgaz nitrogén volt 600 1/h dramlasi
sebességgel. Az ionforras hdmérséklete 250°C volt, a kapillaris fesziiltséget 3,5 kV-ra
allitottuk be. A spektrumokat pozitiv ion modban vettiik fel 1,2 scan/s sebességgel az m/z
400 ¢és 1600 kozott. A kvadrupol analizatoron a pasztazasi sziirét 10, 30, 70 és 100 V-ra
allitottuk be.

A vegyiletek tomegspektrumainak feldolgozasara a Finnigan Xcalibur szoftvert
hasznaltuk. A kiilonbozd peptidcsticsok mennyiségi meghatarozasahoz a kiindulasi
peptidmintdk azonos mennyiségli peptidet tartalmaztak. Az aktiv és hibernalt csigdk
agyanak homogendtumaiban azonos intenzitasu csucsokat talaltunk (m/z 502,9; 593,3;
686,1; 817,2; 918,7 és 1181,6), igy ezeket a cstucsokat belsd standardként hasznaltuk a
kvantitativ meghatarozashoz. Az intenzitas adatokat az OriginPro8 szoftverrel dolgoztuk
fel, és parositatlan t-tesztet alkalmaztunk az aktiv és a hibernalt allatok agymintai kozotti
kiilonbségek elemzésére.

83



mar k. |l aszl o_314 25

12. tablazat: A vizsgalatok soran az aktiv €s a hibernalt allatokban kimutatott peptidek

. e
jellemz6i.

Sequence Theoretical masses Observed mfz (M+H)* Intensity (a.u.)

Active Hibernating
FMRF, 598.294 599.3 18.6+5.78 80.3%12.34
GSPYFV, 667.322 668.3 2983+1134 4261 +157.8
FRTFQon 697.355 698.1 7.3 +2.66 75.6 £20.41
FRTFEon 698.339 699.4 68.3 £ 24.83 102 +31.64
DPPYFV, 735.348 736.9 49+ 18.47 50 +20.37
DPFLRF, 792.417 793.1 29.3£5.08 121 £9.02
TSSFVRI, 807.449 808.3 52.6+10.2 76.6 £24.01
GLNMLRL, 814.474 815.3 15.6 + 0.66 95.3+22.31
PQLSMLRL, 841.484 8423 63.3112.07 23.3+9.45
PMSMLRL, 861.451 862.3 1253108 96+5.9
PRYGHSFV, 960.482 961.3 19.3+8.33 73+1.66
PIDSIGSSFYon 1035.528 1036.2 95.4 19.65 33.2+11.56
SGYLAFPRM, 1039.516 1040.2 66.3 £ 34.04 15.3+3.84
RLDRFCFAGGI, 1206.651 1206.8 46.6 + 15.07 90.8 £26.13
PFCNSYGCYNS, 1252453 1251.9 89.61 1745 13.2+£2.67
RFDSISGLSSFGoy 1271615 1306.4 26.6+7.17 96+1.2
PQGDTADNEYLRF, 1409.621 1410.6 57.6 £37.77 70.3 £46.33
PACAP1-27* HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLa Average mass: 3148.611 Average mass: 3146.8  In active animals the level of PACAP27

increased app. fourfold
PACAP1-38-like® HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYRQRYRNK  Average mass: 3147.626  Average mass: 4656.35 No significant difference
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54. abra: Aktiv (A) és hibernalo (B) allatokbol nyert CNS minték peptid profiljanak
reprezentativ MALDI TOF MS vizsgalata (m/z 600-3000). (A) Az agyi homogenatum
peptidprofilja az aktiv allatokban. A jobb felsé spektrum a szekvencia alapjan
azonositott peptideket mutatja (1asd az 12. tablazat). (B) A hibernalt allatok agyi
homogenatumanak peptidprofilja a hibernalt allapotra jellemz6 peptideket. A mindkét
aktivitasi allapotban jelen 1év0 csucsokat az m/z értékekkel jeloltiik.
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Vizsgélataink eredményei alapjan a MALDI TOF MS figyelemremélto kiilonbségeket
mutatott ki a hibernaldé és az aktiv allatok agyi homogendtumaiban. Az alacsony
tomegtartomanyban (m/z 600-3000) szamos csucs, mint példdul az m/z 668,4; 698.4;
720,8; 741,4; 768,5; 782,5; 835,4; 977,6; 1054,9; 1110,7; 1171,8; 1251,9; 1339. 9;
1573,1; 1829,3; 1867,3; 1972,4; 2078,3; 2190,4; 2302,5; 2411,5; 2605,5; 2697,6 ¢és
2999,2 volt jelen mind az aktiv, mind a téli 4lmot alvo allatokban (54. dbra A és B). Az
m/z 1376,9; 1522,7; 1746,8; 1813,0; 2576,4 és 2740,3 csticsok kizardlag az aktiv allatok
agyl homogenatumaban voltak megfigyelhetdk (54.A abra nyilakkal jelolve) mig az m/z
1514,0 és 1738,4 csticsok jellemzden a hibernalé allatok homogenatumaban jelentek meg
(nyilak az 54.B. abran) (12. tablazat).
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55. abra: A hibernalt és aktiv allatokbol nyert agyi homogenatum peptidprofiljanak
reprezentativ linearis MALDI TOF MS vizsgalata (m/z 2000-7000). Az aktiv (A) és a
hibernal6 (B) allatok agyi homogenatumanak peptidprofiljai.

A peptid- €s polipeptidprofilban bekovetkezd valtozasok hasonld mintdzata figyelhetd
meg a magasabb tomegtartomanyban is (m/z 2000-7000). A MALDI TOF MS vizsgalat
eredményei hasonld (peptid/polipeptid) tomegeket mutattak mindkét mintdban, példaul
m/z: 2197,9; 2697,8; 2938,1; 3082. 2; 3146,8; 3332,6; 3484,4; 3912,9; 4279,3; 4535,6;
4656,3; 4766,7; 4982,8; 5292,1; 5811,6; 6165,2; 6429,8; 6741,5; 6980,8 (55. abra A ¢és
B). Ezek kozil az m/z 3146,8 és m/z 4656,3 megfelelnek a PACAP-27 ¢és a
puhatestiiekben taldlhat6 gerinctelen PACAP-38-szerli molekuldknak. Az aktiv
allatokban 6 peptidcstcs (m/z 2788,6; 3122,6; 3208,4; 3377,1; 3614,9; és 4919,3), mig
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az m/z 2884,3; 3007,6; 3425,4 csucsok jellemzden a téli almot alvd allatok mintaiban
jelentek meg (nyilak a 55. abra A és B).

13. tablazat: A hibernalt és aktiv allatok hemolimfajaban MALDI TOF MS segitségével
kimutathat6 peptidek jellemzdi.

Measured m/ Peptide sequence: Active Hibernated
z animals: animals:
monoisotopic n=3 n=4
masses

(M+H)'

793.1 DPFLRF,

794.8

7972

801.3

803.2

1036.2 PIDSIGSSFYqu
1040.2 SGYLAFPRM,
1070.7

11259

1182.7

1206.8 RLDRFGFAGGI,
12519 PFCNSYGCYNS,
12943

1306.4 RFDSISGLSSFGon
13504

1409.6 pQGDTADNEYLRF,
1518.6 +
15729
1636.9 +
1685.1 NYIQACYFQAISCY oy

1746.8 VAPKFVGRRDPPYFV,

1797.7

1854.1

19125

20789

2301.4 SLEAALRAPPSIYSESLIESPA gy

26973

31421

3146.8 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAV La
3526.9

4104.2

42533

4456.7

44789

4857.3

G6082.8 g

6430.7 g

6488.1 +
6699.2 +
67029 +
6819.9 +

+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ + + + F + + + + + + +

+ + + + + o+

+

+ + 4+ +
+ + + + +

+ + + + + o+

+ + + + +
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56. abra: Az m/z 1110,7 [M+H]" neuropeptid fragmentacioés mintazata MALDI
TOF/TOF MS segitségével. A kisérleti paramétereket 1110,7-re optimalizaltuk.
Reprezentativ peptidprofil aktiv (A) €s hibernald (B) allatokbol, (C) az m/z 1110,7
prekurzorion PSD fragmentacidja €s javasolt aminosav-szekvencidja:

GSGASGSGSMPATTS.

Az aktiv és a hibernalt csigdk peptid intenzitdsainak atlagat dsszehasonlitva kidertilt,
hogy legalabb négy peptid, az FRTFEOH, DPPYFVa, TSSFVRIa, pQDTADNEYLRFa,
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nem mutatott szignifikans kiilonbséget kozottiik (12. tablazat). Az FMRFa, GSPYFVa,
FRTFQOH, DPFLRFa, GLNMLRLa és RLDRFGFAGGIa peptidek intenzitasa azonban
jelentdsen megndtt a hibernald allatokban. Masrészt az aktiv allatok agyi
homogenatumaban a PQLSMLRLa, PMSMLRLa, PRYGHSFVa, PIDSIGSSFYOH,
SGYLAFPRMa, PFCNSYGCYNSa ¢és RFDSISGLSSFGOH peptidek intenzitdsdnak
jelentds novekedése volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy ezek a peptidek az aktiv
allapot fenntartdsaban jatszhatnak szerepet.
A hemolimfa szdmos, az agyban szintetizalt neuropeptidet tartalmaz. A MALDI TOF MS
mérések jelentds kiilonbségeket mutattak az aktiv és a hibernal6 allatok hemolimfajanak
peptid/polipeptid (m/z 700-7000) vagy fehérje (>m/z 7000) profiljadban, ami aldtdmasztja
az agybol nyert adatokat. A legmarkansabb kiilonbségek az aktiv allatok m/z 7500-9500
molekulatartomdnyaban voltak megfigyelhetdk, ahol a hibernal6 allatok hemolimfajabol
teljesen hidnyoztak a megfeleld fehérjék. Ezzel szemben az m/z 4000-5500
tomegtartomanyban megfigyelt peptidcsucsok csak a hibernald dallatokban voltak
kimutathatok. Az aktiv és hiberndl6 allatok hemolimfajabol nyert peptidek (m/z 700 és
7000 kozott) kumulativ spektrumai azt mutattdk, hogy szédmos peptid/polipeptid
kizarolag az aktiv (10 cstics) vagy a hiberndlo allatokban (13 cstics) volt jelen, mig masok
(18 cstics) mindkét allapotban megjelent (13. tablazat).
A MALDI TOF MS m/z 1110,7 érteéknél mindkét élettani allapotban kimutathatd
peptidcstcsot detektalt (56. abra). A kvantitativ ESI adatok alapjan statisztikailag
szignifikans kiilonbséget (p<0,001) allapitottunk meg a peptid vagy peptidfragmens
intenzitasaban az aktiv (34,24+11,76) és a hibernalo allatok agyi homogenatumai
(14,6+3,22) kozott. Ezek az adatok arra utaltak, hogy a neuropeptid jelentOsen
hozzdjarulhat az aktivalt allapot kialakuldsdhoz. Az 1110,7 Da tomegli peptid tovabbi
MALDI PSD TOF/TOF tandem tomegspektrometrias vizsgalatdval az aminosav
szekvencidja GSGASGSGSMPATTS-nak adodott (56.C ébra).
Tanulmanyunkban az aktiv és a hibernalt Helix pomatia agyanak és hemolimfajanak
neuropeptid profiljanak mindségi és mennyiségi elemzése azt sugallta, hogy tobb peptid
is részt vesz a kiilonboz6 aktivitasi allapotok kialakuldsaban és/vagy fenntartdsaban. Az
agyl homogenatumokban 79 cstcsot figyeltiink meg, ami j6 0sszhangban van a Helix
agyaban talalt neuropeptidek szdmaval [292, 293]. A tomegspektrometrids adatok alapjan
e peptidek/polipeptidek koziil 11-et kizarolag vagy kdvetkezetesen nagyobb intenzitassal
detektaltunk a hibernalt allatok agyi homogenatuméaban. A szignifikdnsan magasabb
intenzitassal rendelkezd azonositott peptidek az ESI kvadrupolos adatok szerint a
kovetkezok voltak: FMRFa; GSPYFVa; FRTFEOH; DPFLRFa; GLNMLRLa;
RLDRFGFAGGIa. Ezenkiviil 30 peptidet/polipeptidet mutattunk ki a hibernalt allatok
hemolimf4jaban, és ebbdl az allomanybol 13 csicsot csak a hibernalt allatokban
figyeltink meg. Tobb peptid és polipeptid megndvekedett intenzitdsa a hibernalt
allatokban arra utalt, hogy ezek a molekuldk hozzajarulhatnak az allapot fenntartdsdhoz.
A hemolimfaban Osszesen 41 peptidnek/polipeptidnek megfelelé csucsot talaltunk,
fiiggetleniil az allatok allapotatol. Az aktiv éallatok hemolimfidja 10 olyan peptidet
tartalmazott, amelyek a hibernalt 4llat hemolimf4jaban nem detektalhatok, és ezek koziil
hatot az aktiv allatok agyaban is megfigyeltiink.
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Az agyban talalt 43 peptid/polipeptid és a hemolimfaban talalt 18 peptid/polipeptid
valdsziniileg nem vesz részt a hibernalt allapot kialakuldsaban/fenntartasdban, mivel
hasonl6 intenzitast mutatnak az aktiv és a hibernalt allatokban. Koéziilik 6t peptid
(FRTFEOH; DPPYFVa; TSSFVRIa; pQGDTADNEYLRFa; NYIQACYFQAISCYOH)
volt altalanosan jelen mind az aktiv, mind a hibernalt csigak agyaban és hemolimfajaban
a korabban azonositott 25 potencialis neuropeptid koziil.

Az agyi homogenatumban egy 1j, aktivitdsfliggd neuropeptidet vagy neuropeptid-
toredéket azonositottunk, amelynek javasolt aminosav-szekvencidja a kovetkezd:
GSGASGSGSMPATTS. A peptidet szignifikdnsan magasabb koncentracidban
figyeltiink meg az aktiv allatokban, ami arra utal, hogy a neuropeptid valdsziniileg részt
vesz az aktiv allapot kialakulasaban és fenntartdsdban. Hasonl6 szekvencidt nem talaltunk
az NCBI adatbazisdban és az ExPASy Proteomics Serverben (http://www.expasy.ch),
ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a peptid vagy egy 0j peptid, vagy egy
polipeptid fragmentuma lehet [ XXXIII].

5.2.4. Fej-nyaki és szajiiregi tumorbiomarkerek MALDI TOF MS vizsgailata [XI,
XIIL, X1V, XVIII, XXXV-XXXVII]

A fej-nyaki laphamsejtes karcinoma (HNSCC) a szaj, torok, gége, mellékiiregek ¢és
nyalmirigyek érintettségét mutatd daganatokat foglalja magédba. A fej-nyaki régioé
laphamkarcinomdja a 6. leggyakoribb daganatos megbetegedésnek szamit vilagszerte,
évente mintegy 887000 11j esetet diagnosztizalnak [294, 295]. A diagnosztikus €s terapids
lehetdségek fejlodésének ellenére az 5 éves tulélési ardny az elmult 30 évben nem
emelkedett szamottevden, jelenleg is csupan 60%-ra tehetd [296]. Ennek egyik {6 oka,
hogy az esetek 20-40%-aban jelentkezik recidiva még akkor is, ha a kimetszés
szovettanilag a teljes neoplasztikus régiot érinti. A tilélési mutatokat tovabb rontja az,
hogy a betegség sokszor elérehaladott stddiumban keriil felismerésre. Ilyen esetekben a
sugar -, és/vagy kemoterapidval kombinalt radikalis kimetszés jelenti az egyetlen
megoldast, mely sok esetben az életmindség kifejezett romlasat vonja maga utan.

A Nemzetkozi Rékregiszter adatai alapjan a fej-nyaki daganatok eléfordulasa 3-10-
szeresére nott egy generacionyi id6 alatt. Ez a ndvekedés az alkoholfogyasztds ¢és
dohdnyzas elterjedésével magyardzhato. A fej-nyaki laphdmrdkos megbetegedések
tobbnyire a 40. ¢letév felettieknél jelentkeznek, azonban az utdbbi évek adatai szerint a
fiatalabb korosztaly is egyre nagyobb ardnyban érintett. A fej-nyaki laphamkarcinoma
eléfordulasi aranya relativan alacsonyabb a néknél: a férfi/né ardny hozzavetdlegesen
10:1 [297]. A fej-nyaki daganatok mortalitasa szignifikdnsan megvaltozott az elmult 50
évben, Eurdpat tekintve megduplazddott. Amig a magyarorszagi Gsszes daganatos
haldlozas 2,8-szorosara nétt az 1948 ¢és 2000 kozotti idoszakban, addig a fej-nyaki
daganatos haldlozas 6-szorosara emelkedett. Az adatok azt mutatjdk, hogy a
legdinamikusabban emelkedd halalozasi arany Magyarorszagon a fej-nyaki daganatok
esetében figyelhetd meg, ez az ardny Eurdpan beliil ndlunk a legmagasabb. A gégetumor
miatti haldlozas Eurdpat tekintve Magyarorszagon, Romaniaban, Lengyelorszagban ¢és
Szlovékidban a legmagasabb. A Nemzetkdzi Rakkutaté Ugynokség (IARC) adatai szerint
a dohanyzds okozza Eurdpdban a szdjiiregi daganatok 60%-at a férfi, 40%-at a
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nébetegeknél. Mig a dohanyzds és rendszeres alkoholfogyasztds Onmagaban 2-3-
szorosara, addig ezen két rizikofaktor egyiittes megléte mintegy 15-szordsére noveli a
daganat kialakulasanak kockazatat. A genetikai prediszpozicido és a mutacidk iranti
egyéni érzékenység is szerepet jatszik a tumorok kialakuldsaban. A HPV infekcio tovabbi
lehetséges faktorként jon szoba, tekintve, hogy a HPV 16-0s és 18-as tipusa a fej-nyaki
daganatok 70%-4bol kimutathat6 [297-299].

A korai kimutatas dontd jelentdséggel bir a daganatok elleni kiizdelemben. Azonban a
fej-nyaki daganatok viszonylag sokdig rejtve maradhatnak nem specifikus tlineteik révén,
ugymint a dysphagia, gombocérzes, rekedtség, szard érzés ¢és ritkan a fajdalom. A nyaki
metasztazis egy fontos prognosztikai tényezd, azonban még klinikailag NO nyak esetén
is kb. 60-70% az attétképzés lehetdsége [300-301]. Amennyiben a diagnézis korai és
nincs nyaki attét, sebészi megoldds vagy sugarterapia altalaban kivald hosszl tavi
eredményhez vezet, azonban a betegek tobbsége nem ebbe a csoportba tartozik. Késoi
diagnozis esetén a radikalis kimetszést sugarterapia vagy kombinalt kemo-, sugarterapia
koveti, illetve az ebbdl eredd életmindségromlas. Mindezen beavatkozasok ellenére is
magas a recidiva arany, az 5 éves tulélés is csupan 50-60%-ra tehetd.

A molekularis biomarkerekkel végzett tumorprofilozas igéretes eredményeket mutat
[302], a validalt génexpresszidos profil a betegek 89%-andl pontosan megjosolta a
csomoponti metasztazisok kialakuldsat. Tomegspektrometrian alapuld proteomikai
moddszerek hatékonyan alkalmazhatok a daganat agresszivitasaval és metasztazisaval
kapcsolatos markerek azonositdsdra szdjiiregi radkban [303, 304]. Polachini és
munkatarsai 155 eltéréen expresszaldodd fehérjét taldltak, amelyek eldsegitik a
metasztazisok kialakuldsat [305]. Harris és munkacsoportja proteomikai vizsgalatuk
soran 72 molekuléris faktort tart fel, amelyek a betegség-specifikus haldlozashoz,
metasztdzishoz és kitjuldshoz kapcsoldédnak [306]. Az utdbbi évtizedben a MALDI
tomegspektrometria a proteomikai kutatdsokban és igy a biomarker elemzésben is
hattérbe szorult, hiszen a nanoLC MS/MS technikdk megbizhatobb fehérjeazonositast
tesznek lehetdvé. Ennek ellenére a lézer ablacido képalkotdsi alkalmazasa 1j
perspektivakat nyitott meg a molekularis tumordiagnosztika felé, igy a napjainkban Gjra
meghataroz6 technika lett a diagnosztikai modszerek fejlesztésében (lasd 5.3.1. fejezet).
Munkédnk soran szamos diagnosztikai kozeget (pl. szérum, plazma, vizelet, nyal)
vizsgaltunk, ezek koziil a legeredményesebbnek a teljes, nem stimulalt nyal bizonyult. A
nyalmintdk gyorsan és riziké nélkiil akdr nem-invaziv modon is gylijthetdk, a benne
jelenlévé komponensek meghatarozott szekrécio utjan jelennek meg a kozegben és
kiegyensulyozott dinamikus tartomanyuk és korlatozott szamuk lehet6vé teszi a csekély
mintael6készitési igényll, nagy ateresztoképességii analitikai vizsgélatok alkalmazasat.
A nyalmintdk gytijtésére stimulalas nélkiil keriilt sor reggel 8 ¢és déleldtt 10 ora kozott
mind a tumoros, mind a kontroll csoportban. A résztvevoket megkértiik, hogy a begytijtés
elott oblitsék ki a szdjliregiiket haromszor csapvizzel; a nydlmintdkat a nem-stimulalt
szajliregben, a bukkalis red6bdl 5 ml-es fecskenddvel vettiik, majd Eppendorf csében
(Eppendorf Austria GmbH, Bécs, Ausztria) jégen taroltuk. Ezt kovetéen a mintdkat
2500/min fordulaton, 12 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A nyalmintak feliiliszojat tovabbi
vizsgalatokig -80°C-on taroltuk.
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14. tablazat: Tumorral diagnosztizalt onkéntesek nyalproteomikai eredményei.

Kia oo el Moco s
(%)
Annexin 1 gi|74756691 14 38690 164 50
Annexin 1 gil442631 10 35018 114 37
Annexin 2 gil113950 15 38552 137 42
Annexin Al gil113944 14 38559 163 50
Annexin A2 gi[113950 8 38449 87 26
Annexin A2 gi[73909156 16 40503 150 45
Cornulin )
ggﬂ;?;;ﬁlﬁiﬁ:fgllieat gi[74761891 6 53502 89 30
shock protein 53
ayf;etz?ncifﬁ’;z‘;og) 4il34364597 16 40328 146 83
Keratin 1 gi7331218 12 65978 80 29
Peroxiredoxin 1 g1|32455266 7 22096 80 27
Peroxiredoxin-2 gi[2507169 7 21747 84 28
Thioredoxin peroxidase 2i|9955007 7 21795 80 28
Tfizgrolphi‘ cytosolic gi| 115298672 6 44624 63 18
?gﬁ};ﬁ:{-gelated protein 415803000 7 46947 57 19
Serum albumin, chain A gi|3212456 12 65695 129 21

Szajiiregi 1ézidkat nem mutatd (kontroll) (46-74 év kozotti 12 férfi, 8 nd) és szdjiiregi
tumorral diagnosztizalt (46-76 év kozotti, 14 férfi, 8 nd) Onkéntesek nyadlmintiinak
fehérjeanalitikai vizsgéalatai sordn a fehérjéket, a korabbi fejezetekben ismertetett
paraméterek alapjan, Laemmli szerint 12%-os (m/V) SDS-PAGE segitségével
szétvalasztottuk és triptikus emésztést kovetéen MALDI TOF MS, illetve MALDI
TOF/TOF MS vizsgalatokkal azonositottuk [XI, XII]. A vizsgélatok eredményeinek
kivonatat a 14. tablazat szemlélteti. A detektalt fehérjék koziil az annexin 1 és a
peroxiredoxin-2 kivétel nélkiil minden tumoros nyalmintdban detektalhatd volt, igy
ezeket valasztottuk ki a tovabbi célzott peptidanalizisre. Az elemzés soran a nydlmintakat
kozvetleniil, oldatban torténd tripszines emésztés utan vizsgaltuk MALDI TOF
tomegspektrometriaval. A nyalmintdk 50 pl-ét 100 pl 50 mM NH4HCO; oldattal
higitottuk, majd tripszinnel emésztettiik. A két fehérje 1-1 diagnosztikus triptikus
peptidjét valasztottuk ki a detektalasra (15. tablazat).
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15. tablazat: A célzott analizisre kivalasztott diagnosztikus triptikus peptidek jellemzd
adatai.

Elméleti tomeg Detektdlt tomeg

Fehérje Pozicio Szekvencia (Da) (Da)
Annexin 1 [99-113] ALTGHLEEVVLALLK 1605.957 1605.96
Peroxiredoxin-2 [92-108] EGGLGPLNIPLLADVTR 1734.862 1734.86

lithoubbunbad o i A deuhsahisls Mklxulum " eidaeddiciilidulid, ithrsbbhonbil

Int. % 100 4 Int. % 1734.87

100 4 Int. % Int. % 1734.86

- [

o | Int. % 1605.96 100 | It %

1734.86

57. abra: Az annexin 1 (m/z 1605,96) és a peroxiredoxin-2 (m/z 1734,86)
diagnosztikus triptikus peptidjeinek MALDI TOF MS vizsgalatanak eredménye fej-
nyaki €és szajliregi daganatos betegek nyalmintaibol.

Az 57. abran jol megfigyelhetdek a célzott elemzésre kivalasztott fehérjék (annexin 1 és
peroxiredoxin-2) diagnosztikus, egyedi triptikus fragmentjeinek jelenléte a malignus
elvaltozast mutatd fej-nyaki ¢és szajliregi tumorral diagnosztizalt Onkéntesek
nyalmintaibol. A két peptid egyiittes jelenléte a vizsgalt nydlmintdk mindegyikében
(n=22) detektalhatd volt. Az egészséges, malignus szdjliregi 1€zi6t nem mutatd
onkéntesek (n=20) nyalmintainak célzott elemzését az 58. dbra mutatja. A reprezentativ
tomegspektrumokon jol megfigyelhetd az annexin 1 és a peroxiredoxin-2 diagnosztikus
triptikus peptidjeinek m/z 1605,96 és m/z 1734,86 teljes hidnya [XI].

Hasonl6 fehérje expresszios eredményekkel zarodott egy madsik fehérjeanalitikai
tanulmanyunk, ahol 25 tumoros beteg (22-78 év kozotti, 10 nd, 15 férfi) és 25 egészséges
(15 dohényz6, 10 nem dohanyzd), fej-nyaki és szdjiiregi malignitast nem mutaté kontroll
onkéntes nyalmintait hasonlitottuk 6ssze [XII].
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58. abra: Az egészséges, fej-nyaki és szajiiregi malignus elvaltozast nem mutato
onkéntesek nyalmintdinak MALDI TOF MS vizsgalatainak reprezentativ eredménye. A
nyilak az annexin 1 (m/z 1605,96) és a peroxiredoxin-2 (m/z 1734,86) diagnosztikus
triptikus peptidcstcsainak helyét mutatjak.

A korai diagnosztikai lehetdségek feltarasa érdekében vizsgalatokat végeztiink a diabetes
mellitusban szenvedd paciensek nydlmintdin. A cukorbetegség, mint précancerozus
allapot jelentds rizikd faktort jelent a HNSCC kialakuldsa szempontjabol [307].
Vizsgélataink soran kivancsiak voltunk arra, hogy a diabéteszes betegek nyalfehérjéi
kozott megjelennek-e a fej-nyaki és szdjliregi tumorokra jellemzd diagnosztikus
proteinek. Tanulmanyunkba 25 beteget vontunk be (25 és 70 év kozotti, 14 férfi, 11 nd)
valamint 10 n6é és 10 férfi életkorukat tekintve hasonld egészséges kontroll személyt
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vizsgaltunk [XIV, XVIII]. A nydlminték levétele és elokészitése az eldz6 vizsgalatokban
alkalmazott modon tortént. Minden diabéteszes beteg nyalmintajaban talaltunk korabban
mar a szakirodalomban leirt, laphamkarcindma daganatsejtek altal expresszalt fehérjéket.
Ez az eredmény kiilonds fontossagu, hiszen a vizsgalatba bevont dnkénteseknél korabban
nem diagnosztizaltak laphamrakot vagy azt megel6z6 elvaltozast. A megndvekedett
annexin A8, peroxiredoxin-2, és tirozin-protein kinaz jelenlétét mindegyik vizsgalt
diabetes mellitusban szenvedd beteg nyalmintdjdban azonositottuk. Eredményeink
tilkrében feltételezziik, hogy a diabetes mellitus nem csak précancerdzus allapot, de
valoszintisithetden a rosszindulati laphamkarcinéma kialakuldsat megel6z0, premalignus
allapotnak is tekinthetd. Megallapitottuk tovabba, hogy azoknal a pacienseknél, akik 5
vagy annal tobb éve szenvednek diabetes mellitusban magasabb aranyban fordul el6 a
peroxiredoxin-2 biomarker, mint azoknal a betegeknél, akik 5 évnél rovidebb ideje
cukorbetegek.

A MALDI TOF MS alkalmazésa lehetévé tette szamunkra a nyalban jelenlévd peptidek
¢és fehérjék széles tomegtartomanyon beliil torténd egyiittes elemzését. Vizsgalataink
soran fej-nyaki és szajliregi tumoros betegek, a tumort megel6z6 (lichen oris,
leukoplakia) allapotokban diagnosztizalt és egészséges onkéntesek nyalmintait elemeztiik
(n=50) m/z 5000-20000 tomegtartomanyban SA matrixot, linearis detektort és pozitiv
ionizacios modot alkalmazva. Eredményeink azt mutatjak, hogy a tumort megeldz6 és a
tumoros allapotokban jelentdsen megndvekszik a proteaz/peptidaz aktivitds a nyalban
vagy a nyal szekrécios folyamatidban, igy a nagyobb tomegli (m/z 9000-18000)
tartomanyban a detektalhatd vegyiiletek szama szignifikdnsan lecsokken (59.A. és B.
abrak). Az egészséges egyének mintdiban ez nem volt megfigyelhetd (59.C. 4bra)
[XXXII]. Megfigyelésiink alapjan kidolgoztunk egy olyan egyszerli diagnosztikai
eszkozt, amely alkalmas fej-nyaki és szdjiiregi tumorok nyalbol torténd szlirévizsgalat
jellegli diagnosztikajara. Az eljaras, mintaelokészitéssel egylitt 7-8 percet vesz igénybe
és teljesen nem-invaziv médon képes a HNSCC kimutatasara, illetve a précancer allapot
detektaldsara [XXXV-XXXVII]. A modszer validilasira az OKFO-vel kotottiink
egylttmiikddési megallapodast 10000 f& bevondsdval megvalosuld sziirdvizsgalat
elvégzésére (lasd 7. fejezet).
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59.A. abra: Précanerozus allapott egyének nyalmintainak reprezentativ MALDI TOF

MS spektrumjai.
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59.B. abra: Malignus fej-nyaki és szdjiiregi elvaltozasokat mutatd egyének
nyalmintainak reprezentativ MALDI TOF MS spektrumjai.
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59.C. abra: Egészséges egyének nyalmintainak reprezentativ MALDI TOF MS
spektrumjai.
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5.2.5. Elsédleges csonttumor (oszteoszarkéma) MALDI TOF MS vizsgalata [XVI]
Az oszteoszarkoma a leggyakoribb primer csonttumor, amelyet a rosszindulatt sejtekbdl
szarmazo oszteoid matrix termelddése jellemez. Jellemzden gyermekek és fiatal serdiil6k
hosszl csontjaiban, a metafizishez kozeli ndvekedési lemezekben fordul el6 [308].
Az 6si fehérjék tanulmanyozasa egyszerre nagyon régi és nagyon fiatal teriilet. Az 6si
fehérjék kutatdsanak korai torténete mélyen gyokerezik a kémia, az antropologia és a
geologia teriiletén, és eldszor az 1930-as években [309] fedezték fel, majd az 1950-es
években ,,paleobiokémia” néven fogalmaztak meg [310]. Azonban csak a lagyionizacids
tomegspektrometria 2000-es évek eleji alkalmazasat kovetden [311] valt igazan redlissa
az 6si fehérjeszekvencidk tanulmanyozdsa, amely a ma paleoproteomika néven ismert
teriiletté fejlodott [312, 313].
Munkank soran egy romai korbol szarmazé (Savaria), megkozelitéen 2000 éves human
csontmaradvany (felkarcsont) proteomikai vizsgalatat végeztik el a morfologiailag
detektalt oszteoszarkdéma molekuléris diagndzisa céljabol (60. abra).

60. abra: A tomegspektrometriai elemzésre kivalasztott paleoantropoldgiai minta. (A)
¢s (B) Az elemzett jobb felkarcsont eliilsé €s hatsd nézete az osteogén szarkémaval. (C)
A vizsgalt emberi maradvany rontgenfelvétele. A piros ellipszis a mintavétel helyét
mutatja.

A csontdarabokat foszfatpuffer soéoldattal (PBS) és desztillalt vizzel mostuk a
szennyezddések eltavolitasa érdekében. A csontport kézzel achatmozsar segitségével
oroltiik, a szemeseméret ca. 0,2 mm volt. Ezutan 100 mg nyers csontport 1,00 ml 0,5 M
EDTA-val (pH=8,0) kalciummentesitettiink, a pelletet 0,1 M Trisben (pH=7,5)
szobahémérsékleten 100 pl 6 M guanidin-HCl-val reszuszpendaltuk. A fehérjék
extrakciojat 4°C-on 8 oran keresztiil folyamatos razassal végeztiik, protedz inhibitor
koktél (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) jelenlétében. A fehérjekivonatot
C18 szilard fazist extrakcio segitségével tisztitottuk. Ehhez a tisztitasi 1épéshez hazi
készitésti, oktadecilszildnnal modositott szilika alapu allofazist hasznaltunk, amelynek
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atlagos részecskemérete 5 um és porusmérete 120 A volt. Az allofazist 0,1%-os (V/V)
TFA vizes oldattal aktivaltuk, a betoltott fehérjekivonatot haromszor 100 pl 0,1%-o0s
(V/V) TFA-ban 1év6 2%-0s (V/V) acetonitrillel mostuk. A fehérjéket 50 pl 50%-os (V/V)
acetonitril 0,1%-0s TFA (V/V) oldattal elualtuk. Az oldatot liofilizaltuk és -80°C-on
taroltuk a tovabbi feldolgozasig. A tumoros elvéltozassal rendelkezd csontmintat nyolc
technikai ismétlésben mértiik.
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61. abra: Két azonositott tumor biomarker reprezentativ tomegspektrumai (A) Annexin

A10, (B) Vimentin. A mintaban keratin-szennyez0dést észleltiink, a keratin triptikus
peptidjeit belso kalibracios standardként hasznaltuk, a csticsokat csillaggal jeldltiik.

Munkank soran elsdként azonositottunk primer csonttumorra jellemzd elvaltozast mutatd

régészeti csontleletbdl szdrmazo tumorbiomarkereket (annexin A10 és vimentin)
tomegspektrometriaval (61. dbra).
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5.2.6. Szij- és ajakhasadékos gyermekek nyalproteomikai vizsgalata [XIII]

Az ajak- és sz4jpadhasadék egy olyan fejlddési rendellenesség, ami a terhesség 6. és 10.
hete kozott alakul ki. A végleges szajpadot a maxillaris nyalvanyok és a medidlis
orrnyulvanyok 0sszendvésébdl 1étrejové masodlagos palatum adja. Ha ezek fejlodése
soran barmilyen probléma adodik, akkor alakulnak ki a kiilonbozd ajak-, és
szajpadhasadék elvaltozasok. Az ajak-, és szajpadhasadék a masodik leggyakrabban
eléforduld velesziiletett fejloddési rendellenesség, eléfordulasi gyakorisaga évente 1/700-
850-hez.

A hasadékos teriileten az arc és allcsontndvekedés zavart szenved, mely idével mind
transzverzalisan mind szagitalisan kisebb méretii maxillat eredményez. A szajpadhasadék
miitéti zarasa nagyobb hatéssal bir a novekedésre, mint az ajakhasadék zarasa. A sebészi
szajpadhasadék zards eredménye a visszamaradt maxillaris novekedés és ezaltal beesett
kozéparc kialakulasa. A tul kordn végzett hasadékzaras gatolja az arcndvekedést, illetve
a hegszdvet mennyisége a lecsupaszitott palatumon gatolja annak fejlédését. Az optimalis
1d6zités a hasadék zardsara, figyelembe véve az arcndvekedés egyéni valtozatossagat:
legjobb a mésodik molaris okklazioba keriilése utan, kis hasadékok miitéti kezelése 12-
18 honappal korban, nagyobb hasadékok 18-24 hoénapos korban, néha késleltetve 30
honapos korban, izolalt lagyszdjpadhasadék esetében 6-12 honapos korban valdsithatod
meg.

A hasadék szamos problémat okoz, példaul: kozmetikai, fogészati, beszéd, nyelés, és
novekedési eltéréseket. A betegség megvaltoztatja az orr alakjat, igy etetési nehézségek,
valamint torlddott fogazat alakulhat ki. Elmarad a maxilla ndvekedése, visszatérd
fiilgyulladas, és nehezitett beszéd jellemezheti a korképet [314].

Vizsgalataink célja a gyakori velesziiletett hasadékok molekularis patogenezisének jobb
megismerése, valamint olyan potencidlis biomarkerek feltérképezése, amelyek
lehetdséget nyujthatnak a korai intrauterin szakaszban valé diagnosztizalasra. Munkéankat
a PTE Altalanos Orvostudoméanyi Kardn és Klinikai Kozpontjaban miikodd
multidiszciplindlis ,,Szdjpadhasadék Team” bevonasaval végeztiik el.

A nyalminta vétele ajak- és szdjpadhasadékos paciensekbdl a kordbban ismertetett
mintavételi protokollnak megfelelden tortént: a szajiireg kidblitése utan, eppendorf csébe
gylijtottiik a mintakat, majd, feldolgozasig -80 Celsius-fokon taroltuk azokat.

A nyalfehérjéket Laemmli szerint 12% (m/V) SDS-PAGE segitségével szeparaltuk és a
beteg ¢és az egészséges kontroll mintdk kozott kiilonbségeket mutatd fehérjefoltokat
kivagtuk és tripszinnel emésztettiik a korabban leirtak szerint (62. 4bra). A triptikus
peptideket CHCA matrix jelenlétében pozitiv moddban reflektor detektalds mellett
hataroztuk meg. A peptidek szekvencidinak azonositdsara MALDI TOF/TOF tandem
tomegspektrometriat hasznaltunk.

Meéréseink eredményeként szdmos olyan fehérjét azonositottunk, amelyek funkcioja
kapcsolatba hozhato kiilonb6z6 patologids folyamatokkal. Ezek koziil kettdt emelnék ki,
amelyeknek az ajak- és szdjpadhasadékok kialakulasaban is jelentds szerepe lehet (16.
tablazat)
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62. abra: A kontroll (1-3) és sz4jpadhasadékos mintak (4-7) SDS-PAGE

elektroforetogramja. (Az elsé oszlop az albumin, mig az utols6 a molekulasuly

standardot tartalmazza)

16. tablazat: A szajpadhasadékos betegek nyalmintdibol azonositott fehérjék

: peptidek protein Mascot szekvencia

Protein neve szama tomege (Da) érték lefedettség
cystatin S precursor 6 16204 74 31%
beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl 11 58846 77 24%

transferase

actin, beta 7 40978 66 24%
keratin 2A 12 65393 68 30%
cystatin SN precursor 7 16351 76 53%
Keratin 6f type Il 12 60045 66 26%
Dermokine 10 50276 65 31%
Transforming growth factor beta-3 7 47039 65 18%

A vizsgalataink soran tapasztalt jelentds dermokin expresszi6 valdsziniileg az ajak- és
szajpadhasadék soran aktivalodd keratinocitdknak koszonhetd. Ugyanis a hasadék
kialakuldsa sordn a szervezet védelmi mechanizmusa a lagyszajpad zarddasa érdekében
fokozott keratinocita aktivitast indukal [315-317]. Az egerekben, mint az emberekben is
a dermokin gén szoros kapcsolatban van a subrabasin és a KDAP génekkel, amelyek a
specifikus-keratinocitdk altal szekretalt proteineket kodoljak. 2004-ben irtdk le a
dermokin o és B forméajat, a harmadik transzkriptumot dermokin y-nak nevezték el [316],
mely hasonlit a dermokin B-hoz, illetve a negyedik mRNS-t elnevezték dermokin d-nak.
A dermokin gén komplex transzkripciondlis mintdkat mutat az emberi normal
epidermiszben. A dermokin a-t eddig csak epidermiszbdl és placentabol, mig a dermokin
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y-t a legtobb emberi szervbdl kimutattdk. A pszoriazisos betegek 1ézids bdrében a
dermokin B és/vagy y expresszalodott magas szinten szdmos sejt rétegen keresztiil.
Szintén kimutathato volt az extracellularis tér szélén, a legfelsd granularis sejtek és a
legalsé korneocitdk kozott. A dermokin o B y transzkripcids faktorok szekretalddod
proteineket koddolnak, mig a dermokin & intracellularis proteineket.

Feltételezik, hogy a TGFB3 szerepet jatszik az ajak- és szajpadhasadék kialakuldsaban.
Sejt differencidlodasban, embriogenezisben és ndvekedésben van szerepe, illetve a
szajpad zarodasaban fontos, hianyaban szajpadhasadék alakul ki. Szerepe azonban még
nem teljesen tisztdzott mivel az eddigi vizsgdlatokban részben -ellentmondésos
eredmények sziilettek. Az elképzelések szerint ezt az ajak- és szdjpadhasadék
kialakuldsanak komplex genetikdja okozhatja. A TGFB3 részt vesz az interleukin (IL)
halézat szabalyozasaban, szerepe kiillondsen az IL-1 és IL-6-nal jelentds. IL-6 egy
multifunkcios citokine, amely csokkenti a TGFf és ahhoz kapcsolddo protein termelését.
Az IL-6 és a TGFB3 kozotti interakciok kialakulasa elinditja és kontrolalja fejlédési
folyamatot szabalyozo6 kaszkadot. Kimutattdk, hogy a TGFp3-nak, és az IL-6-nak kozds
hatdsa befolydsolja a hasadék fibroblaszt fenotipusat és az extracellularis matrix
Osszetételét.

A TGF3 jelenlétét kimutattdk az epitheliumban, a kis palatinalis nyalmirigyekben és a
m. elevator palati rostjaiban, ahol mennyisége valtozo volt, kevésbé (<10%), kdzepesen
(10-30%), és magasan expresszalodonak (>30%) mutatkozott.

Azon kutatdsokban, ahol az egereknél, a TGFfB3 hidnyzott, vagy mennyisége elmaradt a
normal értékektdl ott elmaradt a szajpad Osszendvése, igy szajpadhasadék alakult ki.
Ahogy azt kordbban kimutattak a TGFB3 ndveli a kondroitin szulfat proteoglikdn (CSPG)
szintézisét €s igy hozzdjarul a CSPG medidlta szdjpadnytlvanyok 6sszendvéséhez [318-
320].
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5.3. Lézer ablaciora épiilé képalkotasi tomegspektrometria

Napjainkban a lézer ablacid/lézerdeszorpeid tomegspektrometrids alkalmazasanak
eléretorését és intenziv fejlesztését foként a képalkotasi vizsgalatok elterjedése indukalja
[75-93]. A MALDI utébbi évtizedben zajlo reneszansza a klinikai mikrobiologiai
alkalmazéasok (pl. Biotyper) mellett a szovetmetszetek és biopszidk kozvetlen,
nagyérzékenységii, jo spektralis és térbeli felbontdssal rendelkezd IMS vizsgélatainak
koszonhetd. Jelenleg a képalkotasi tomegspektrometrias eljarasok koziil a MALDI
moddszer rendelkezik a legjobb paraméterekkel, igy ez a leggyakrabban alkalmazott
technika. Az ionforrést csatolhatjuk a legkiilonb6zdbb analizatorokhoz, a leggyakrabban
TOF, illetve TOF/TOF ¢és ICR (ion ciklotron rezonancia) tomegspektrométereket
alkalmaznak.

Az IMS o6riasi elénye foként azokban az esetekben érzékelhetd, ahol latvanyosan
heterogén szdveti és molekularis eloszlas figyelhetd meg egy-egy mintan beliil. Munkank
soran a képalkotasi tomegspektrometridt tumorok heterogenitasanak vizsgélatara és
szovetspecifikus biomarker azonositdsara, a spermatogenezis lipidomikai kapcsolatainak
vizsgalatara, valamint korai fazisi embriondlis fejlédést meghatarozo lokalis és idobeni
valtozdsok nyomon kovetésére hasznaltuk. Ez mellett a térbeli felbontds hatarait
feszegetve egysejtszintli analiziseket is megvaldsitottunk neurdlis és ndvényi mintakon.
Véleményem szerint a képalkotasi tomegspektrometria alapvetd fontossagu modszer a
szoveti molekularis valtozasok meghatdrozdsdban és az Osszetett biokémiai ¢és
patofiziologiai folyamatok vizsgalatdban. A technikai fejlesztések a térbeli felbontas
novelése mellett foként a felszinrdl torténd direkt MS/MS fragmentacid ¢és
szerkezetazonositas mindségének javitasara iranyulnak, amelyben igen nagy szerepe van
az ICR, QTOF ¢és Orbitrap analizatorok hasznalatanak.

5.3.1. Tumorszovet heterogenitasanak vizsgalata [XII, XXII, XXIII]

A daganatok nagyon heterogének Gsszetételiikben, beleértve a sejttartalmat, a genetikai,
epigenetikai, fehérje- és sejtdifferencidlodasi jellemzoket [321, 322]. Annak ellenére,
hogy nagy mennyiségli ,,omikai” informacio all rendelkezésre a genetikai, RNS-, fehérje-
¢s funkciondlis profilalkotds segitségével, a lipidek ¢és a lipidmetabolizmus
onkogenezisben betoltott szerepe csak a kozelmultban kertilt a kozéppontba [323-328].
A daganatképzddés egy tobblépcsds folyamat, melyhez a sejtek genetikai, epigenetikai
modosulasai sziikségesek, amiket pedig kiilonb6z6é kornyezeti hatasok, karcinogének
idézhetnek eld. Az utdbbi évek kutatasaira alapozva megalkottdk az igynevezett cancer-
field elméletet, mely széles korben elfogadott a fej-nyaki tumorok kialakuldsanak
egyszerlsitett mechanizmusaként. A teljesen ép nyalkahartya bazalis membranjanak
sejtjeiben a folyamatos kdrnyezeti ingerek hatdsara genomikai valtozasok jonnek létre,
megalkotva igy a rdk-Ossejtet (cancer stem cell), melybdl osztddassal ,leanysejtek”
(daughter cell) képzddnek, azonos genetikai alloméannyal. Ezek létrehoznak egy ,,folt-
1ézi6t” (patch). Tehat klonalis expanzid révén létrejon a cancer-field. Ez sok esetben nem
mutat kiilonbséget sem klinikailag, sem hisztopatologiailag a normalis nyalkahartyahoz
képest, mivel az eltérés a genotipust érinti, é¢s nem feltétleniil jelenik meg fenotipusosan
is. Megjelenhet egy prekurzorlézio, leukoplakia formdjaban is, a tovabbi klonalis
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szelekcid révén pedig eldbb in situ karcindma, majd a bazdlmembrant 4ttérve invaziv
karcinoma alakulhat ki. Fontos klinikai kovetkezménye ennek az elméletnek, hogyha a
primer tumor sebészi eltavolitasa soran visszamarad ebbdl a cancer field-bdl, akkor abbol
ujabb tumor fejlédhet ki [329-331].

A korai diagnosztika és a rendszeres sziirévizsgalatok a rakos megbetegedések elleni harc
alapjai. A betegség haldlozési, metasztazis és recidiva képzddési mutatoi drasztikusan
fliggenek a précancerdzus €és tumoros allapot fennallasanak idejétdl. A nemzetkozi
tomegspektrometrids trendeket kovetve, a korabbi tumorbiomarker azonositési
stratégiankat a szokasosan hasznalt klinikai mintakra épitettiik, igy szérumbol, plazmabol
¢s  vizeletb6l  probaltunk  validalhatd  diagnosztikai  értékkel  rendelkezd
vegyiileteket/vegyiiletcsoportokat detektalni. Tapasztalataink, és a nemzetkdzi kutatési
eredmények alapjan is azt lattuk, hogy a bioldgiai, klinikai variabilitds, a tumorok
heterogenitdsa és az alkalmazott mintaeldkészitési és vizsgalati modszerek alacsony
reprodukélhatésdga miatt a vart eredmények elmaradnak. A bizonytalansdgok
csokkentése érdekében automatizalt mintaeldkészitési és extrém érzékenységli nanoLC-
MS/MS modszert fejlesztettiink ki, amely peptidek, alacsony molekulatomegii fehérjék
vizsgalatara alkalmasnak bizonyult [XXI, XXXIV]. Ezt kovetden a beavatkozas nélkiil
gylijthetd, kellemesebb dinamikus tartomannyal és fehérjeprofillal rendelkezd testnedvek
elemzése felé¢ fordultunk, ennek koszonhetéen nyalproteomikai eredményeink mar
tényleges klinikai kornyezetben haszndlhatdé diagnosztikai fejlesztések alapjaul
szolgalhattak (lasd 5.2.4. és 7. fejezetek).

Jelenleg tigy véljiik, hogy a tumorigenezis mélyrehatd megértése és a sejt- és szovetszintli
molekularis folyamatok feltérképezése a képalkotdsi tomegspektrometria nélkiil nem
valdsithatd meg. Az egysejt szintli vagy sejtrél-sejtre torténd ,,omikai” vizsgalatok a
jovoben felbecsiilhetetlen fontossagiak lesznek a korai diagnosztikdhoz és a megfeleld
terapia tervezéséhez és nyomon kovetéséhez.

Vizsgélatainkban 32 6nként jelentkezd fej-nyaki daganatos beteg vett részt (6 nd, 26
férfi), atlagéletkoruk 60,44 év (43-81 év). Minden betegtdl az eldzéekben mar részletesen
targyalt modszerrel nyalmintat gytijtottiink. Ezt kovetden a fej-nyaki betegek kivizsgalasi
protokolljanak megfeleléen minden beteg tigynevezett direkt laringoszkopidn esett at. A
legtobbszor altalanos narkozisban végzett vizsgalat célja egyrészt a szovettani mintavétel,
masrészt pedig a folyamat pontos kiterjedésének megitélése, mely sok esetben indirekt
vizsgalattal nem kivitelezhetd. A beavatkozds alapvetd fontossdgi a diagndzis
felallitdsdhoz, és pozitiv szovettani eredmény esetén a kezelés megtervezéséhez.
¢észleltiink, a gégészeti biopszia €s hisztopatologias elemzés invaziv keratinizald
laphamsejtes karcindmat mutatott ki. A radiologia lokalizalt tumort mutatott
nyirokcsomo érintettség nélkiil. Mivel a tumor elég nagy és komplex volt ahhoz, hogy
megfigyeljiik és bemutassuk a morfologiai és molekularis intratumoralis heterogenitast,
ezt a HNSCC-mintat valasztottuk a tovabbi IMS vizsgélatokra. A patologiai hematoxilin-
eozin (H&E) festéshez 4 pm-es (63. abra), a MALDI TOF IMS-hez 15 um-es
kriometszeteket készitettiink, a fennmaradé szdvetet pedig a tovabbi elemzéshez -80°C-
on taroltuk. A mintdk tumorszelvényét a H&E festett minta morfologiai jellemzése
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alapjan jeloltik meg (64.A. é&bra). A 4-17 kDa tartoméanyba tartozé alacsony
molekulatomegili fehérjék 80 pm felbontasu IMS vizsgalataban az SI00A8 és S100A9
neoplasztikus strukturdban és a neostromaban, valamint a hiperplasztikus epitheliumban
jelen voltak (64.B. és 64.C. abrak). Tovabbi azonositatlan, 4615 Da és 15126 Da tomegi
fehérje komponenseket figyeltiink meg, amelyek negativ expresszidval rendelkeztek a
tumor régioban, és heterogén eloszlassal a teljes egészséges szovetrégioban (64.D. és
64.E. abra).

5000 pm

63. abra: Nagy méretii és nagy mértékii szoveti heterogenitast mutatd gégetumor
(invaziv keratinizal6 laphdmsejtes karcinoma) hematoxilin-eozin festet szovettani képe.
(T) neoplasztikus 1¢zi6, (H) egészséges szdvet, (S) neostroma, (E) hiperplasztikus
epithelium. Méretskala: 5000 um.

Eredményeink alapjan az S100A8 és S100A9 fehérjék egyértelmiien expresszalodtak a
neoplasztikus régioban az epithelidlis eredetli fej-nyaki laphdmkarcindmak esetén.
Vizsgalatainkkal parhuzamosan hasonld eredményre jutott néhany kutatdcsoport [332-
335], annak ellenére, hogy korabban a szakirodalom ennek ellenkezdjét allitotta. Az
ellentmondas felolddsa érdekében szamos bizonyitd erejii kiegészitd vizsgalatot,
statisztikai elemzést végeztiink el. A specifikus fehérjék szoveti eloszlasara jellemzd
képeket tovabb teszteltiik a szovetminta véletlenszerlien kivalasztott biopsziaméretli
régidinak elemzésével (65.A. abra, ROI-k). A detektalt fehérjék expresszios szintjével
aranyos képintenzitasokat gélnézetben jelenitettiik meg, ahol az egészséges szovet
(ROI1) ¢és a tumor (ROI2) (65.B. abra) kijelolt tartomanyaiban talalhatdo Osszes
képpixelhez tartoz6 egyedi atlagolt tomegspektrumokat (4-17 kDa) abrazoltuk. A képek
vizualis vizsgalatat alatimasztva, szembetling kiilonbségeket lehetett latni az egészséges
szovet €s a neoplasztikus régiok kozott 10829 Da és 13146 Da értékeknél, amelyek az
S100A8 és az S100A9 fehérjéknek felelnek meg. A calgranulinok mellett az m/z 11344-
nal a HIST2H4B hisztonfehérje is felhalmozddott a tumorban (65.B. abra).
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c S$100A9

D a615Da _ E 15126 pa

64. abra: A tumormarkerjelolt fehérjék térbeli eloszlasa egy HNSCC klinikai mintaban.
(A) Friss fagyasztott szovetminta patologiai H&E festése. A daganatos régi6 jelolve.
(B) és (C) MALDI TOF IMS kép az SI00AS8 (m/z 10829) és S100A9 (m/z 13146)
fehérjékrdl a minta egészséges €s tumoros teriiletein. (D) és (E) MALDI TOF IMS kép
azonositatlan, m/z 4615 és m/z 15126 Da értékii fehérje komponensekrdl. Méretskala:
5000 pm.

Bar a vizsgalt ROI-kon beliil az SI00A8 vagy az SI00A9 expresszidja kissé heterogén
eloszlast mutatott, egyértelmiien megkiilonboztette az egészséges és a tumoros
teriileteket, és statisztikailag megbizhat6 pozitiv tumormarkernek bizonyult a mintaban.
A heterogén molekularis eloszlas a neoplasztikus szoveti heterogenitassal van
kapcsolatban, ugyanis a neoplasztikus sejteket neostroma halézza be (63. abra). Az S100
A8 ¢és A9 fehérjék kiterjedt kapcsolatban vannak a gyulladdsos folyamatokkal és a
tumorok kialakuldsadval [336]. A formalinfixalt paraffinba agyazott 4 mikronos
szovetmetszeteket tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatoknak vetettilk ald, melynek
soran S100 A8 és A9 specifikus antitestekkel jeloltiik a szoveti fehérjéket. A vizsgalat
eredményeit a 66. dbra mutatja be.
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65. abra: A szovetminta biopsziaméretli régidinak fehérjeexpresszioja és térbeli
eloszlasdnak elemzése. (A) Az egészséges szovet (ROI1) és a tumor szempontjabol
érdekes régio (ROI2) a minta H&E festett metszetében. (B) A 4-17 kDa
tomegtartomanyban detektalt fehérjék képintenzitasanak gélnézet formatumi
abrazolasa. (C) Az egészséges (zold) és a tumoros (piros) ROI-ban 1évd spektrumok
fokomponens analizise a 4615 Da fehérje és az S100AS, (D) a 4615 kDa fehérje és az
S100A9, (E) az 15126 Da fehérje és az S100AS, valamint (F) az 15126 Da fehérje és az
S100A9 esetében. Méretskala: 5000 um.

105



mar k. | aszl o_314_25

B

250 250 250
a = a

200 o 200 o 200 o
s [m] (m]
o
E 150 = [u] 150 A u] o 150 d:|I:|
£ poO @ (i o m o
o
S 100 100 A 100
&
= o O m]

50 50 50

0 . : : . 0 . : . : 0 . ! : .

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

H score (healthy stroma) H score (tumor stroma) H score (healthy epithelium)

250 250 250
o o o

200 200 O 200 - [m]
é 150 oe o 150 - E 150 i . EP
g g O Og g O
&
S 100 4 100 100 A
7]
s o o o

50 50 50 4

o o
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

H score (healthy stroma)

H score (tumor stroma)

H score (healthy epithelium)

66. abra: (A, G) Reprezentativ szovetmetszet H&E festése. (B) Anti-S100A8
immunhisztokémia. (C) Tumor €s neostroma (t) és egészséges ham ¢és stroma (h)
szoveti teriiletek nagyitott régioi. (D-F) Az SI00AS8 festddés hisztopatologiai pontozasa
(D) tumor vs. egészséges szovet (E) tumor vs. neostroma ¢és (F) tumor vs. egészséges
epithelium. (H) Anti-S100A9 immunhisztokémia. (I) Tumor €s neostroma (t) és
egészséges (h) szdveti teriiletek nagyitott régioi. (J-L) Az ST00AS8 festddés
hisztopatologiai pontozésa (J) tumor vs. egészséges stroma (K) tumor vs. neostroma ¢€s
(L) tumor vs. egészséges epithelium.

Meéretskala: 5000 pm.

A fehérje elemzéseket kovetden megvizsgaltuk a HNSCC szovetmetszetek lokalis lipid-
Osszetételének valtozasait. Amint a 67.B. és 67.C. abrakon lathato, a palmitoil-
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lizofoszfatidilkolin LPC (16:0) és linoleoil-lizofoszfatidilkolin LPC (18:2) szinte teljesen
hidnyoztak a minta daganatos régiojabol, mig ezek a lipidfajtdk jelen voltak a minta
egészséges szovetében. Ezzel kontrasztban a glicerofoszfolipid fajtak, mint példaul a
plazmalogén foszfatidil-etanolamin PE-P (36:4) és foszfatidilkolin PC (32:1) és PC
(34:1) felhalmozodni latszott a minta daganatos teriiletén (67D.-F. dbrak).

B wcpis0] C rpc182)
%

E Pc(321]

67. abra: Lipidek lokalis eloszlasa a vizsgalt HNSCC mintaban. (A) Fagyasztott
szOovetminta hematoxilin-eozin festése. A palmitoil-lizofoszfatidilkolin LPC (16:0) (B),
linoleoil-lizofoszfatidilkolin LPC (18:2) (C), plazmalogén foszfatidil-etanolamin PE-P

(36:4) (D), foszfatidilkolin PC (32:1) (E), és foszfatidilkolin PC (34:1) (F) szoveti
eloszlasa. Méretskala: 5000 um.

A kvantitativ ,,shotgun” lipidomika segitségével tobb mint 300 lipid molekulat
azonositottunk az egészséges €és daganatos szovetrészekbol. A lizofoszfatidil-kolin (LPC)
és a lizofoszfatidil-etanolamin (LPE) szintje altalaban csokkent a daganatban, ami az LPC
¢s LPE lipidosztalyok szintjének csokkenését eredményezte. Ezzel parhuzamosan
ellentétes tendenciat figyeltiink meg a foszfatidil-etanolamin (PE) és kisebb mértékben a
foszfatidil-kolin (PC), valamint a plazmalogén foszfatidil-etanolamin (PE-P) osztalyai
kozott az egészséges és daganat esetén (68. abra). Meg kell jegyezni, hogy a PE, a PC és
a PE-P a lipidom f6 alkotoérészei, ezért akar egyetlen lipidfajban is bekovetkezd valtozas
drdmai hatdssal lehet a sejtfizioldgiara €s a tumor progresszidjara.

Elvégeztik a MALDI IMS eredmények statisztikai értékelését is az S100 fehérjék
vizsgalatandl bemutatott médon. Ugyanazokat az egészséges (ROI1) és tumor (ROI2)
teriileteket kijeldlve, a lipidexpressziot gélnézetben jelenitettiik meg a 400-1000 Da
tomegtartomanyban (69.B. dbra).
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68. abra: Fobb lipidfajtak kvantitativ valtozasait mutatd heatmap az egészséges (H) és
tumoros (T) régidkban.

A lipidek m/z 500 koriili eltlinése, valamint m/z 700-800 tartoményban valo
felhalmozodasa 6sszhangban volt a daganatban megfigyelt lizofoszfolipid-fogyassal és

foszfolipid-felhalmozodéssal. A negativ (LPC (16:0), LPC (18:2)) és pozitiv lipidmarker
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jeloltek (PE-P (36:4), PC (32:1), PC (34:1)) eloszlasai az egészséges €s tumorszovetekben
egyértelmiien elkiilontiltek (69.C.-H. abrdk), ami azt jelzi, hogy ezen lipidfajtak
kombinacidja megbizhatéan hasznalhatd a patologids folyamatok értékelésére. A daganat
régidja alig vagy egyaltalan nem kiilonbozott a hiperplasztikus epitheliumtol, amely a
korai précancerdzus allapot meglétére utal (70. abra).
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69. abra: (A) Fagyasztott szovetminta hematoxilin-eozin festése. (B) Detektalt lipidek
képintenzitasanak gélnézeti formatuma a 400-1000 Da tomegtartomanyban. Az
egészséges (ROI1, zold) és a tumoros (ROI2, piros) régidkban 1évo pixelek
fokomponensanalizise, (C) LPC (16:0) és a PE-P (36:4), (D) az LPC (16:0) ¢és PC
(32:1), (E) LPC (16:0) és PC (34:1), (F) LPC (18:2) és PE-P (36:4), (G) LPC (18:2) és
PC (32:1), (H) LPC (18:2) és PC (34:1) esetén. Méretskala: 5000 pum.
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70. abra: (A) Fagyasztott szovetminta hematoxilin-eozin festése. A tumor (ROI2) és
hiperplasztikus epithelium (ROI4) specifikus lipidjeinek fékomponensanalizise. (B)
LPC (16:0) és a PE-P (36:4), (C) az LPC (16:0) és PC (32:1), (D) LPC (16:0) és PC
(34:1), (E) LPC (18:2) és PE-P (36:4), (F) LPC (18:2) és PC (32:1) (G) LPC (18:2) és
PC (34:1) esetén. Méretskala: 5000 pm.

Az egészséges szovetben expresszalddott LPC (16:0) és LPC (18:2) egymastdl eltérd
lokalis eloszlast mutatott (71.A.B.D. abrdk), amely az egészséges szovet és az azt
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behal6zo stroma molekularis kiilonbozdségét mutatja. A specifikus tumormarkerként
detektalt PC (32:1) a neoplasztikus szvetben kiegésziti az eldbb emlitett lipideket,
kirajzolva a tumorszovetet (71.C.E. abrak)

A LPC[16:0]

D ec(i6:0) y E vpc(16:0)
LPC[18:2] _ ' LPC [18:2]
AT PC [32:1]

B :
3

71. abra: Specifikus LPC és PC lipidek eloszlasa a szovetmintaban.
Piros: LPC (16:0), kék: LPC (18:2), zold: PC (32:1).

A szovetmintak pre- és posztoperativ analizise, vagy akar az in situ, valos idejli lipid
alapl analizis a miitét soran valodi diagnosztikai lehetdséggé valt a klinikusok szamara
[337]. Ennek ellenére a formalinfixalt paraffinba agyazott (FFPE), kémiailag térhalositott
mintak immunhisztokémidja tovabbra is a kdrszovettani gyakorlat rutinja. A fixalt mintak
még nem kompatibilisek a képalkotasi tomegspektrometrids lipidanalizissel, és nem
allnak rendelkezésre olyan antitestek sem, amelyek felismernék az LPC vagy LPE
lizofoszfolipideket. Immunhisztokémiaval kompatibilis célpontot keresve ezért azt
feltételeztiik, hogy a lizofoszfolipid depléci6 a HNSCC kép daganatos teriiletén
Osszefiigghet a lizofoszfolipid lebontd enzim, a lizofoszfolipid lipdz A1 (LYPLATI)
expresszidjanak novekedésével. Ugyanazt a paraffinba agyazott patologiass HNSCC-
mintat hasznalva, amelyeket S100A8-ra ¢és S100A9-re teszteltink, a LYPLAI
expresszigjat és eloszlasat immunhisztokémidval tettiik lathatova. A daganatos és
egészséges szovetteriiletek kivalasztott régioit hisztopatologiai pontozasnak vetettiik ald,
hogy meghatarozzuk a LYPLA1 expresszidjat a tumorban és az egészséges szovetben.
Az expresszios szintek kimutatdsa a tumorban és az egészséges szovetben a LYPLA1
egyértelmil felhalmozddasat mutatta a daganatban, ami dsszhangban van az LPC (16:0)
¢és az LPC (18:2) eredményeivel. Ezenkiviil a LYPLA1 expresszigjat a legtobb vizsgalt
daganatos esetben magasabbnak talaltuk, mint a neostroma esetében, ami ugyancsak jo
egyezést mutatott az LPC (16:0) és az LPC (18:2) eloszlassal. Osszességében tigy tiinik,
hogy az LPC (16:0), LPC (18:2) és LYPLA1 expresszidja és eloszldsa forditottan
korrelal, alatdmasztva a daganat lipidalapu diagnozisat (72. abra).
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72. abra: A lizofoszfolipid lipaz Al expresszios szintje (H score) a kiilonb6z6 szdveti
struktarakban.

A MALDI TOF IMS vizsgalataink soran specifikus tumor biomarkerként azonositott
fehérjék és lipidek klinikai alkalmazhatosaganak tesztelését preoperativ biopszidkon
végeztiik el. A 73. dbra egy 62 éves beteg hypopharynxébdl vett viszonylag nagy szoveti
biopszia hisztologiai elemzése sordn nem volt detektalhatd egészséges szovetrész. A
kriometszetek MALDI IMS vizsgélata alapjan egyértelmtien detektalhaté volt az LPC
(16:0), a PC (32:1) és a PC (34:1). A daganatban felhalmozodé PC (32:1) és PC (34:1)
mellett az LPC (16:0) jelenléte kismértékli egészséges sejtes filtraciora utalt. A negativ
és pozitiv expresszioval rendelkezd lipidmarker-készlet hasznédlata tehat hatékony
eszkoznek bizonyult a preoperativ biopszids minta daganatos jellegének azonositasara.

B Lrc16:0)

C pc32:1] D pc34:1]

73. abra: Specifikus LPC ¢és PC lipidek eloszlésa a preoperativ biopsziaban.
(A) Hematoxilin-eozin festett szoveti kép. (B) LPC (16:0), (C) PC (32:1), (D) PC
(34:1). Méretskala: 1000 pm.
A klinikai rutindiagnosztika soran alkalmazott FFPE szdvetmetszetek proteomikai
elemzése érdekében egy jelolésmentes szemikvantitativ analitikai modszert dolgoztunk
ki [XXIII]. Munkank soréan fej-nyaki lapham karcindmék neoplasztikus és fenotipusosan
egészséges szoveti régioinak LC MS/MS elemzését végeztiik el. Tizenhat onkéntes
HNSCC-vel diagnosztizalt beteget (16 férfi, atlagéletkor 61 év, 45 és 79 év kozott)
vontunk be a vizsgalatokba. Minden esetben erds dohanyzasrol és rendszeres
alkoholfogyasztasrol szamoltak be. Minden daganat elérehaladott primer eset volt (I1I-
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IV. A stadium). A kizarasi kritériumok kozé tartozott a nem SCC szovettan, a HPV
pozitivitas, a korabbi onkoldgiai kezelés és a recidiva vagy a masodik primer tumor. A
klinikai vizsgélat soran minden daganatbol biopsziat vettiink a kezelés el6tti diagnozis
érdekében. A biopszids mintdkat formalinban fixaltuk, majd paraffin-beagyazassal,
metszéssel €s hematoxilin-eozin festéssel végeztiik a hisztologiai vizsgéalatot, amely
minden esetben igazolta a HNSCC-t. Kutatasi célbol az 6sszes megfeleld paraffinba
agyazott szovetblokkot eldkerestiik, és az eredeti blokkokbol tovabbi metszeteket (15 um
vastagsag) készitettiink, és azokat festés nélkiill hagyomdnyos szdovettani lemezre
helyeztiik. Ezenkiviil egy masik H&E festett metszetet (7 pm vastagsag) készitettlink a
blokkokbdl, amelyekben egy nyilvanvaléan malignus régiot jelolt meg a patologus a
lemez ellenoldali oldalan. Ezen jelolés alapjan minden festetlen paraffin fixalt részt
tartalmaz6 lemez azonos részét ugyantugy korbe rajzoltuk. A paraffinmentesitést tgy
végeztilk, hogy a festetlen targylemezeket xiollal, 90%-o0s etanollal (V/V), 70%-o0s
etanollal (V/V), 50%-os etanollal (V/V) és 50 mM ammonium-hidrogén-karbonattal
mostuk. Az antigén visszanyerését 100 mM Tris-HCI pufferrel végeztiik (97°C, 30 perc).
A szovettanilag nyilvanvaléan malignus rész alapjdn a szovetet mikroszkop alatt
kipreparaltuk, majd 2 ml-es SDS lizispuffert tartalmaz6 Eppendorf csdbe gytjtottiik. A
tumorral szomszédos normal szovetrégiot is kimetszettilk, és mindegyik mintét
lizispufferben inkubaltuk (97°C, 30 perc). Centrifugalds utan jéghideg abszolut etanolt
adtunk a feliiluszohoz 9 térfogat felesleggel. A mintékat egy éjszakan 4t 4°C-on tartottuk
a fehérje denaturaldsa céljabol. A pelletet kétszer mostuk abszolut etanollal, a fehérjéket
8 M karbamiddal oldottuk. A redukciot és az alkilezést egy éjszakan at tartd tripszin
emésztés kovette. A kapott triptikus peptideket Pierce C18 spin oszlopokkal (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) tisztitottuk. Az elemzéshez hasznalt MS egy Bruker
MAXIS I ETD Q-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag) volt, egy Ultimate
3000 nanoRSLC rendszerhez (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) kapcsolva. A mintakat egy
Acclaim PepMap100 C-18 csapdaoszlopra (100 pm % 20 mm, Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, USA) injektaltuk online, egy ACQUITY UPLC M-Class Peptide BEH
C18 oszlophoz (130 A, 1,75 pm) x 250 mm, Waters, Milford, MA, USA). A peptideket
48°C-on valasztottuk el 300 nl/perc dramlési sebességgel, 4% B oldoszer 0-11 perc, majd
120 perces gradiens 50% B oldészerig. Az A oldoszer viz + 0,1% (V/V) hangyasavbol
allt, mig a B olddszer acetonitril +0,1% (V/V) hangyasav volt. Az injektalt minta
mennyisége 0,5 pg volt. A minta ionizdldsa pozitiv elektroporlasztdsos ionizacids
moédban tortént egy CaptiveSpray nanoBooster ionforrason keresztiil. A kapillaris
fesziiltség 1300 V, a nanoBooster nyomas 0,2 Bar, a szaritogdz 150°C, az aramlasi
sebesség 3 I/perc volt. A kiils6 tomegkalibralas az Agilent low concentration tuning mix-
szel, kozvetlen infhzidval tortént. A belséd tomegkalibralast a lock mass segitségével
végeztik minden egyes futtatdsnal natrium-formiat alkalmazasaval. Az MS-
spektrumokat fix ciklusiddvel (2,5 s) vettiik fel az m/z 150-2200 tartoményban 3 Hz-en,
a minimalis prekurzor tdmeggel, amely m/z 322 volt. A CID-t 16 Hz-en végeztiik a nagy
¢s 4 Hz-en az alacsony intenzitdsu prekurzor ionoknal. Az egyszeresen toltott peptideket
kizartuk az elemzésbdl, csak tobbszordsen toltott peptideket valasztottunk a
fragmentéacidhoz. A prekurzor jelek litk6zési energidjat automatikusan valtoztattuk, és a
gyari beallitasokat alkalmaztuk. A fehérjeanalizishez a nyers adatokat a Compass
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DataAnalysis 4.3 szoftverrel (Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag) ujrakalibraltuk.
Az adatokat a ProteinScape 3.0 szoftverrel (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Németorszag) dolgoztuk fel. A fehérjék azonositdsa a huméan Swissprot adatbazis
(2015 _08) alapjan tortént a Mascot keresémotor 2.5-0s verzidjaval (Matrix Science,
London, Egyesiilt Kiralysadg) a kdvetkez6 keresési paraméterek alkalmazasaval: 7 ppm
peptidtomeg-tolerancia, 0,05 Da fragmentumtdmeg-tolerancia, 2 kihagyott hasitasi hely,
ciszteinek karbamidometilezése fix modositasként, dezamidalas (NQ) és oxidacio (M),
mint valtozd6 moddositds, a fehérjéket 1%-os FDR hatarérték alkalmazasaval
azonositottuk. Ezutdn a MaxQuant (szoftververzié 1.5.3.30) segitségével, az
alapértelmezett paraméterek alkalmazésaval, jelolés nélkiili kvantifikaciot (LFQ)
hajtottunk végre. A MaxQuant elemzés csak a Mascot altal kordbban azonositott
fehérjéket kereste. Az adatok statisztikai elemzését diszkriminancia analizis és paros t-
proba segitségével végeztiik el. A bioinformatikai elemzést IPA (Ingenuity Pathway
Analysis) segitségével végeztiik, hogy az azonositott fehérjéket ismert jelatviteli
utvonalakhoz rendeljiik.

A minték vizsgélataval 1164 fehérjét azonositottunk legalabb 2 egyedi peptid alapjan. A
diszkriminancia analizis 18 fehérje expressziojat mutatta ki, a tumor €és a normal szoveti
régiok elkiilonitésére. Paros t-probat hasznaltunk az egyes parok kozotti statisztikai
szignifikancia tesztelésére a diszkriminativ 18 fehérje tekintetében. A p értéket 0,1-nek
hataroztuk meg, figyelembe véve a koherens tumor és normal szdvet mintaparjainak
alacsony szamat (n=16). Nyolc fehérje mutatott szignifikdnsan nagyobb mennyiséget a
neoplasztikus régioban, ezek a: tenascin, transmembrane emp24 domain-containing
protein 2, cytoplasmatic dynein light chain 1, coactosin-like protein, small proline-rich
protein 2D, nucleolin, U5 small nuclear RNP 200-kDa helicase és a fatty aldehyde
dehydrogenase voltak. A desmoglein-1 €s a keratin Type I cytoskeletal 9 mennyisége
csokkent a tumorban.

Az IPA nem talalt kapcsolatot a fehérjék kozott, de feltartuk a 1étezd kolesonhatasokat,
amelyek lehetséges célpontok lehetnek a HSCC-k jovdbeni terapidihoz (74. abra).
Elméletileg a TMED2 vagy annak indukal6ja az NFE2L2 fehérje gatlasa igéretes terapids
eszkoz lehet a HNSCC invazio ellen. Az NCL az EGFR altal kozvetitett utvonalakon
keresztiil eldsegitheti az EGFR citoplazmatikus részének dimerizéaciojat, igy az NCL
tulzott expresszidja lehet az EGFR aktivacio kdvetkezménye és kezdeményezdje is. Ezért
az interferald NCL igéretes lehet az EGFR-pozitiv HNSCC-ban, mig a mennyiségi
csokkenése az anti-EGFR terapia hatékonysaganak markereként szolgalhat.
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74. abra: A fej-nyaki lapham karcindma soran expresszalodott fehérjék jelatviteli
utvonal analizise. CO: korrelacid, PP: fehérje-fehérje interakcio, E: expresszio

A TNC-t tartalmaz6é EGF-szerli ismétlddések célpontként szolgalhatnak az EGFR-pozitiv
HNSCC-kal szemben. Az EGFR gatlasa a TNC leszabdlyozdsat eredményezi.
Figyelembe véve a TNC és az EGFR kozotti sokféle dsszefiiggést, a TNC potencidlis
célpontként szolgalhat a HNSCC-ban és terapids markerként az anti-EGFR kezelésben.
A DYNLLI1-hez kapcsolodo citoszkeletalis atrendez8dés €s a tumorsejtek migracioja
elméletileg gatolhaté anti-HGF terapidval, mivel a DYNLL1 kozvetett kdlcsonhatast
mutat a HGF-fel a HGF/c-MET ttvonalon HNSCC-ban.

Az IPA azt taldlta, hogy a HGF indirekt gatolja a DSG1-et rosszindulatii melanoméban,
ravilagitva arra, hogy a DSGI1 leszabalyozasa hozzajarul a sejt-sejt adhézid
megzavarasahoz, ami megkonnyiti az invaziot. igy a HGF gatldsa tumorellenes hatast
fejthet ki a sejt-sejt kapcesolatok fenntartdsdval a dezmoszoméak DSGI talzott expresszidja
altali stabilizdlasa révén. Figyelembe véve, hogy az EGFR-utvonal kozos jeleket
tartalmaz a HGF-kozvetitett utvonalakkal, ami redundanciat és gyakran mérsékelt
terapids valaszt eredményez az anti-EGFR-kezelésre, az EGFR és a c-MET/HGF-utvonal
egylittes gatlasa kialakuloban van. A zavaré redunddns utvonalak (p44/p42 MAPK,
PI3K/AKT, STAT) kifejthetik a kivant rakellenes hatast. Amig a HGF, EGF és NFE2L2
altal kozvetitett Utvonalakat egyszerre célzo, rutinszerlien alkalmazott rakellenes
gyogyszerkombinacidok nem allnak rendelkezésre, a tilzottan expresszalt DYNLL, TNC,
NCL ¢és TMED?2 géatlasa diagnosztikus szerepiikon til daganatellenes hatast is kifejthet a
HNSCC-re [XXIII].

5.3.2. Patologias spermatogenezis molekularis mechanizmusanak vizsgalata [ XXIV,
XXVI]

A spermatogenezis az a folyamat, amelyben haploid spermiumok fejlédnek ki a
spermatogéniakbol, ondétubulusokban (75. abra). Ossejtosztodassal kezdédik, majd
mitozissal folytatodik és végiil meidzissal zarul. Az elsédleges spermatocitdk masodlagos
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spermatocitdkra osztddnak, amelyek tovabb termelnek haploid spermatidokat, és végiil
érett spermiumokka alakulnak. A spermatogenezis a herékben az ondotubulusokon beliil
torténik, mig a spermiumok tovabbi érése a mellékhere csatorndiban valosul meg [338-
340].
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75. abra: A heresejtek €s a spermatogenezis sematikus folyamata [341].

A spermatocitogenezis egy diploid spermatogéoniummal kezdddik, amely mitdzison
keresztiil eltér, és els6dleges spermatocitak keletkeznek. Minden elsédleges spermatocita
a lumenbe vandorol, replikalja a DNS-t, és atesik az els6 meidzison, masodlagos
spermatocitdkat termelve, amelyek aztdn haploid himivarsejtekre osztodnak. A
spermiogenezis soran a himivarsejtek farkat képeznek, DNS-t csomagolnak, é&s
transzkripcidsan inaktivva valnak [342, 343].

Ezt kdvetden megtorténik a felesleges citoplazma és organellumok eltavolitasa. Ez a
spermiacioé néven ismert folyamat, ahol a Sertoli-sejtek elnyelik a maradvanyokat. Az
intratesztikularis tesztoszteron jelentds hatdssal van a spermatogenezisre legaldbb négy
kritikus folyamaton keresztiil: a vér-here gat fenntartasa, a meio6zis, a Sertoli-sejt-
spermatid adhézio és a spermium felszabaduldsa az ondotubulusok lumenébe [344]. A
mellékherébe szallitott spermiumok motilitdsa és termékenyitéképessége fokozodik. A
Sertoli-sejtek szerkezeti és metabolikus tdmogatdst nyUjtanak, szabalyozzédk a szoros
kapcsolatokat és fagocitizaljak a maradék citoplazmat. Ezenkiviil anyagokat valasztanak
ki a meidzishoz, a tesztoszteron koncentracidhoz és a hormonszabalyozéashoz, és védik a
himivarsejteket az immunrendszertdl (vér-here gat) [345].

A Sertoli-sejtek lipidmembran kdlcsonhatdsokon keresztiil ismerik fel az apoptotikus
csirasejteket, és a szeminolipidek dontd szerepet jatszanak a spermatogenezisben. A
herében a szulfatalt glicerogalaktolipidek dominalnak, a galaktozilaciét az UDP-
galaktoz:ceramid galaktoziltranszferdz (CGT) katalizdlja. A CGT-hidnyos egerek
terméketlenséget, neurologiai rendellenességeket ¢és karosodott spermatogenezist
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mutatnak, kiemelve a szulfoglikolipidek fontossadgat. A szeminolipidek stabilizaljak a
himivarsejt membranokat és lehetdvé teszik a sejt-sejt adhézidt. A foszfatidilkolinok és
a tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA-k) szintén kulcsszerepet jatszanak a herék
szerkezetében és a termékenységben [345]. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a
herékben 1évd lipidek, beleértve a zsirsavakat, glikolipideket és szeminolipideket,
kiilonféle biologiai funkcidkat latnak el. A szeminolipidek, amely az emlds
hereszovetben és a spermiumokban a {6 glikolipid frakcido nélkiilozhetetlenek a
egészséges spermatogenezishez [346-351].

Az azoospermia, egy olyan patologias folyamat, amikor nem mutathatd ki himivarsejt a
lecentrifugdzott ejakuldtumban, ez a koros allapot a terméketlen férfiak 10-15%-4t érinti.
A jelenség tovabb osztialyozhatd obstruktiv vagy nem obstruktiv azoospermiaként. A
,»sertoli cell only” szindréma (SCOS) a leggyakoribb koros elvéaltozas a nem obstruktiv
azoospermia hatterében, és a csirahdm teljes hidnya jellemzi, ilyenkor a Sertoli-sejtek
kizarolag a szeminferus tubulusokban vannak jelen. Gyakran genetikai rendellenességek
(pl. Y kromoszoma mikrodelécio, Klinefelter szindroma) vagy kornyezeti karosodasok
(pl. toxin expozicio, sugarzas, korabbi virusfertézés) okozzak, de tobbnyire idiopatias.
Ezekben az esetekben a diagnosztikai vizsgalatok magukban foglaljak a hormonszint
mérését (a normal tesztoszteron értékek mellett altalaban emelkedett FSH szintet is
kimutatnak), de végleges diagnozist csak herebiopszia ad, ahol asszisztalt reprodukcidohoz
egyidejiileg here spermium extrakcid (testicular spremium extraction, TESE) is
lehetséges [352]. A kezelési lehetdségek az allapot sulyossagatol fiiggden valtoznak.
Enyhébb esetekben a herében a részleges vagy teljes spermatogenezis szigetszeriien
megtalalhato, ezek a betegek asszisztalt reprodukcios technikdkkal (ART), tobbnyire
mikro-TESE-t kovetd intracitoplazmatikus spermiuminjektalas (ICSI) alkalmazasaval
sajat gyermeket vallalhatnak [352, 353].

A Johnsen pontozési rendszer egy korszdvettani osztalyozas, amely egytdl tizig terjedd
skalan értékeli a herekarosodast és a spermium érettségét a heretubulusokban (17.
tablazat). Ez a rendszer értékeli a spermatogenezist, a késdi spermatidokat, a korai
spermatidokat és a csirasejteket a heretubulusokon, és e tényezdk Osszessége alapjan
hatarozzuk meg a pontszamot. A Johnsen érték tiztdl, ahol teljes a spermatogenezis, egyig
terjed, ahol nem talalhatdo gemindlis epithélium [354]. Mesterséges megtermékenyités
(IVF) a Johnsen 7 érték felett lehetséges.

Az els6 MALDI IMS tanulmanyt egereken végzett hereszoveti vizsgalatairdl 2009-ben
tette k6zz¢ Goto-Inoue és csoportja. Megallapitottak, hogy a szeminolipid, egy szulfatalt
gliceroglikolipid, az emlds heréiben talalhato glikolipidek 90%-at teszi ki, tovabba, hogy
a szeminolipidek sejtspecifikus lokalizacidja szignifikdns Osszefliggést mutatott a here
érésével [347]. Hashemitabar és munkatarsai felfedezték, hogy az asthenozoospermiét,
amely a férfiak medddéségének gyakori oka, a spermiumok csokkent motilitasa jellemzi.
A kutatok normozoospermids ¢és asthenozoospermids betegek spermiumfarok
proteomikdjat elemezték, hogy 0j biomarkereket azonositsanak MALDI technikaval.
Kimutattak, hogy ezek a fehérjék markerekként szolgalhatnak a himivarsejt diszfunkcid
diagnoézisahoz, a férfi fogamzasgatlds fejlesztéséhez ¢és az embrid mindségének

elérejelzéséhez [355].
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17. tablazat: A Johnsen értékelési rendszer jellemzoi.

Johnsen pontszam Szovettani jellemzok
10 Teljes spermatogenezis, sok spermatozoa, gemindlis epithélium
szabalyos vastagsagu szabad lument hagyva
9 Sok spermatozoa, geminalis epithélium rendezetlen elmosddott
lumen
8 Néhany spermatozoa figyelhetd meg
7 Nincs spermatozoa, de sok spermatida lathato
6 Nincs spermatozoa €s csak néhany spermatida van jelen
5 Nincs spermatozoa, nincs spermatida, sok spermatocita van
4 Csak n¢hany spermatocita talalhato
3 Spermatogoniak csak a csirasejtekben vannak
2 Nincs csirasejt csak Sertoli-sejtek lathatok
1 Nincs csirasejt és Sertoli-sejt a szovetben

Korabban Nielsen és munkatarsai kimutattdk, hogy a rendszeres kannabisz hasznalat
ronthatja a spermiumok mindségét azaltal, hogy megzavarja az endokannabinoid
rendszert (ECS) a férfi nemi szervekben. A heresejtekben endokannabinoid-szintetizalo
enzimeket, diacil-glicerin-lipazt és N-acil-foszfatidil-etanol-amin-specifikus foszfolipaz
D-t, valamint kannabinoid receptorokat talaltak. Ahogy az varhat6 volt, az ECS részt vesz
miikodését, ami arra utal, hogy a kannabisz rekredcios célu haszndlata karos hatdssal lehet
a herék mukodésére [356].

Vizsgélataink soran emberi hereszovetmintdk foszfolipid eloszlasat vizsgaltuk MALDI
IMS segitségével. A hereszovetmintdkat a medddségi kezelés részeként azoospermids
betegekbdl szarmazo herébél torténd spermium nyeréssel (TESE) nyertiik. Osszesen 12
mintat vizsgaltunk: 3 normalis/gyengén karosodott spermatogenezissel vagy érési
leallassal (Johnsen 6-10) és 9 SCOS-val (Johnsen 2) a hagyomanyos szdvettani vizsgalat
eredményei szerint. A rutin szdvettani vizsgalatokhoz 4 um vastag FFPE metszeteket
(n=5) készitettink Leica CM1860 UV kriosztattal (Biomarker Kft., Budapest,
Magyarorszdg), a prepardtumokat standard hematoxilin-eozinnal festettiik, ¢és
Pannoramic Desk digitalis diaszkennerrel (3D Histech, Budapest, Magyarorszag)
dokumentaltuk, az adatok kiértékelésére a Pannoramic Viewer 1.15 szoftvert hasznaltuk.
A friss hereszovetmintékat a feldolgozasig -80°C-on taroltuk. A bedgyazashoz frissen
készitett 2%-os karboximetil-cellulozt hasznaltunk, a szovetek metszéséhez pedig egy
Leica CM1860 kriosztatot (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag)
alkalmaztunk -23°C-on. A 15 pm vastag metszeteket indium-6n-oxiddal (ITO) bevont
tiveglemezekre (n=5) (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) helyeztiik (76. abra).
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76. abra: A hereszovet kriometszetek makroszkopikus képe az ITO és normal
targylemezeken.

A CHCA matrixot 50 ciklusban vittik fel az altalunk kifejlesztett automatizalt
piezoelektromos porlasztd segitségével. A 7 mg/ml matrixoldatot minden nap frissen
készitettik a CHCA 6:4 acetonitril-0,2%-0s (V/V) vizes triluoroecetsavban (TFA,
Spectranal mindség, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) torténd feloldasaval. A
tomegspektrumokat Autoflex Speed MALDI TOF/TOF tomegspektrométeren vettiik fel.
A MALDI-méréseket pozitiv reflektron tizemmodban végeztik az m/z 400 és 3000
kozotti detektaldsi tartomanyban. A MALDI képalkotas lateralis felbontasat 50 pm-re
allitottuk be. Osszesen 300 Iézerlovést gydijtottiink minden egyes pixel poziciobol. Az
adatgytijtést és a kiértékelést a FlexImaging 3.0 és FlexControl 3.4 szoftverrel (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag) végeztiik. A lipidek azonositasait MALDI TOF/TOF
tomegspektrometriaval végeztilkk LIFT tizemmodban PSD (post-source decay) és CID
(collision-induced decay) fragmentacioval.

SCOS koriilmények kozott.

A vizsgalt lipidek térbeli expresszids szintjei szignifikansan megvaltoztak a normal
(Johnsen pontszdm 8-10) és a SCOS egyénekben (Johnsen pontszam 2). A foszfatidil-
kolin (PC), szfingomielin (SM) és foszfatidil-etanolamin (PE) cstcsokat detektaltunk az
m/z 650 és m/z 900 kozotti tomegtartoméanyban (78. 4bra).
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77. abra: Hematoxilin-eozin festett human heremintak szovettana (a) Teljes

spermatogenezis, sok A és B tipusu spermatogonia, Johnsen pontszdm: 8-10. (b) Sertoli
cell only szindroma (SCOS), Johnsen pontszam: 2. Méretskala: 100 um.
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78. abra: Reprezentativ, 300 egyedi 1ézerimpulzus 6sszesitésébdl szarmazé MALDI
TOF tomegspektrum az m/z 650 és 900 kozotti tartomanyban. A spektrumot
kozvetleniil a hereszovet kriometszetének feliiletérol vettiik fel, CHCA-matrix
jelenlétében pozitiv ionizacidos mddban, reflektron detektor alkalmazésaval.

A 79-84. abrak a szfingomielinek, foszfatidil-kolinok, glicerofoszfatidil-kolin,
plazmalogén és foszfatidil-etanolaminok specifikus lipidtérképeit mutatjdk be. A
képalkotasi  tomegspektrometriai  eredmények a  lipidcsoportok  protonalt
kvazimolekularis ionjait (M+H") szemléltetik, ezen kiviil az azonositott lipidek natrium-
és kalium-adduktjait (M+Na*, M+K") a legtobb esetben sikeresen detektaltuk.

79. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a detektalt
glicerofoszfatidil-kolin (GPC16:0alkyl/22:5acyl) [M+H]" tekintetében. (A) Johnsen
score 8-10, (B) Johnsen score 2, (C) Johnsen score 2, (D) Johnsen score 6-8.
Meéretskala: 1000 pm.
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SM(d18:1/16:0)

80. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a szfingomielinek
[M+H]" tekintetében. (A) Johnsen score 8-10, (B) Johnsen score 2, (C) Johnsen score 2,
(D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 um.

m/z 496
LPC(16:0)

m/z 732
PC(16:0/16:1)

m/2734
PC(16:0/16:0)

m/z 782
PC(16:0/20:4)

81. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a lizofoszfatidil-kolin
¢s foszfatidil-kolinok [M+H]" tekintetében. (A) Johnsen score 8-10, (B) Johnsen score
2, (C) Johnsen score 2, (D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 um.
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82. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a plazmalogének
[M+H]" tekintetében. (A) Johnsen score 8-10, (B) Johnsen score 2, (C) Johnsen score 2,
(D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 um.

m/z796
PC(diacyl16:0/
18:2)

m/z 798
PC(diacyl16:0/
18:1)

m/z824
PC{diacyl18:1/
18:1)

m/2826
PC(diacyl18:0/
18:1)

m/z 846
PC(diacyl18:0/
20:5)

m/z 848
PC(diacyl18:0/
20:4)

83. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a diacil csoportot
tartalmazo foszfatidil-kolinok [M+H]" tekintetében. (A) Johnsen score 8-10, (B)
Johnsen score 2, (C) Johnsen score 2, (D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 um.
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84. abra: A hereszovet mintak reprezentativ MALDI IMS képei a foszfatidil-
etanolaminok [M+H]" tekintetében. (A) Johnsen score 8-10, (B) Johnsen score 2, (C)
Johnsen score 2, (D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 um.

A glicerofoszfatidil-kolin  (16:0-alkyl/22:5-acyl) térbeli eloszldsa kimutathato
kiilonbségeket mutat a normal és a SCOS szdveti metszetek kozott. A legmagasabb
szintje a 8-10-es Johnsen-pontszamli mintdban volt, mig a tobbi szovetmetszetben
csOkkent a hisztoldgiai értékelés fiiggvényében (79. abra).

Az SM (d42:0) m/z 675, az SM (16:0) m/z 703, az SM (d18:1/16:0) m/z 741 és az SM
(d42:2) m/z 813 protonalt ionok eloszlasa a 80. abran lathatd. A szfingomielinek (16:0)
¢és (d18:1/16:0) helyi eloszlasa szignifikansan kiilonbozik az egészséges (Johnsen 8-10)
¢s a SCOS (Johnsen 2) heremintakban. Az SM (16:0) ¢és (d18:1/16:0) koncentracidja
magasabb a sikeres spermatogenezissel és éréssel rendelkezd mintdkban. A nagyon
hosszll lancu, tobbszordsen telitetlen zsirsavat (VLCPUFA) tartalmazé SM, az SM
(d42:2) szintje pozitiv korrelaciot mutatott a sikeres spermatogenezissel, mig az SM
(d42:0) szintje kissé emelkedett a SCOS mintakban.

Az emldsok sejtjeiben jelen 1évo f6 foszfolipid a PC, amely kb. 50%-at teszi ki a teljes
foszfolipid készletnek. A 81. 4bra a palmitinsav-tartalmt foszfatidil-kolinok, mint
példaul az LPC (16:0), PC (16:0/16:1), PC (16:0/16:0) ¢és PC (16:0/20:4) kivalasztott
[M+H]" ionképeit mutatja. Ezekben az esetekben a lipidek koncentracidja magasabb
szintet mutatott a sikertelen spermatogenezissel rendelkezd szovetmetszetekben (Johnsen
2). A legjelentdsebb kiilonbség az 1-palmitoil-2-arachidonoil-sn-glicero-3-foszfokolin
PC (16:0/20:4) helyi eloszldsadban mutathato ki, amelyet az m/z 782 ioncsucs képvisel.
A plazmalogének a spermiumok membranjaban taldlhatdo egyedi éterlipidek. Az éter-
foszfolipidek a glicerin-foszfolipidek olyan tipusa, amelynek glicerin gerincéhez alkil-
vagy alkenil-lancok kapcsolddnak [357]. A plazmalogének dontd szerepet jatszanak a
fiziologias spermatogenezisben, a spermiumok érésében, a motilitds, a membranfluiditas
¢és a lipidperoxidacid fenntartasaban. A plazmanil-PC 40:4 koncentracidja jelentésen
csokkent SCOS koriilmények kozott, mig a PC (P-36:1) koncentracidja enyhén valtozott
(82. abra).

A diacil-PC-k helyi eloszldsa magasabb szintet mutat az egészséges mintdkban, mig a
koncentracio jelentdsen csokken az alacsonyabb Johnsen-pontszamii mintakban. A
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leglatvanyosabb valtozasok a PC (16:0/18:2), PC (16:0/18:1), PC (18:1/18:1) és PC
(18:0/20:5) esetében figyelhetok meg (83. dbra).
A PE kimutathaté volt, azonban pozitiv ionizdcidban alacsonyabb érzékenységgel
rendelkezik, mint a PC vagy az SM. Az arachidonsav tartalmu PE-k (16:0/20:4) és
(18:0/20:4) kissé csokkentek a SCOS mintdkban (84. abra), homogén térbeli eloszlassal.
Ahogy korabban leirtuk, az SM (16:0) szintje lecsokkent mig a PC (16:0/20:4)
koncentracioja megnovekedett az SCOS mintakban (85. 4bra).
Eredményeink az egyszeresen és tObbszordsen telitetlen diacil-PC-k (16:0/18:2,
16:0/18:1, 18:1/18:1 és 18:0/20:5) csokkenését mutattak az 0sszes SCOS hereszoveti
mintadban, mig a PC (16:0/20:4), PC (16:0/16:0) és PC (16:0/16:1) koncentracidja
azoospermids koriilmények kozott feliilreprezentalt volt.
A szfingomielinek a plazmamembranok szerkezeti Osszetevdi, amelyek dontd
jelentdséggel birnak az apoptézisban, a sejtek Oregedésében, a fejlédésben, a
spermatogenezisben €és a spermiumok miikddésében. A spermatogenezis fiziologias
koriilményei kozott az SM (16:0) koncentracidja jelentdsen magasabb, mint SCOS
koriilmények kozott, ellentétben néhany PC expresszids szintjével. A PC-k potencidlis
kolin donorok az SM bioszintézisében, ennek megfeleléen az eredmények az SM-
szintetikus Utvonalak szabdlytalansagara utalhatnak SCOS kortilmények kozott. Korabbi
tanulmanyok is kimutattak az SM/PC arany hasonlo6 hatasait a spermiumok epididymalis
érése soran (85. abra) [358].

85. abra: Az SM (16:0) (m/z 703, piros) és a PC (16:0/20:4) (m/z 782, kék) egyesitett
MALDI IMS ionképei hereszoveti mintakban. (A) Johnsen score 8-10, (B) Johnsen
score 2, (C) Johnsen score 2, (D) Johnsen score 6-8. Méretskala: 1000 pm.

A plazmalogének a herékben egyediilallo PC-k, amelyek erds antioxidativ jelleggel
rendelkeznek, mivel az alkenil-éter kotés rendkiviil érzékeny a reaktiv oxigén gyokokre
(ROS). Jelentés down-regulacidjuk fokozott oxidativ jellegre és magasabb ROS-
koncentraciora utal a SCOS heremintakban [357, 359].

Az emberi hereszovetek kriometszetekbdl gytijtott MALDI IMS adataink Osszefliggést
mutattak a Johnsen-féle pontozasi rendszer és a foszfolipidek lokalis eloszlasa kozott.
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5.3.3. Embrionalis implantaci6 és embrio-endometrium kommunikacio molekularis
halézatanak vizsgalata [ XXV, XXVII]

A WHO 2023-ban kozzétett jelentése alapjan a felndtt lakossag koriilbeliil 17,5%-a
medddségben szenved [360]. Medddségrdl akkor beszéliink, ha rendszeres,
fogamzasgatlastol mentes, reprodukcios korban 1évd, gyermekvallalas eldtt allo, aktiv
nemi élet ellenére egy év alatt terhesség nem jon létre. A meddd parok koriilbeliil 85%-
anal azonosithatdé a medddség oka. A medddség leggyakoribb okai az ovulacids
diszfunkcio, a petevezeték és a méh betegségei, a néi hormonok vagy hormonalis
rendszer elégtelenségei, illetve a férfi reprodukcidos szervek vagy hormonok
mitkddésének zavarai. A meddd parok fennmaradd 15%-dnak a medddség oka nem
meghatdrozhat6 pontosan. Az életmod €s a kdrnyezeti tényezdk, mint példaul az alkohol
fogyasztas és az elhizas, hatranyosan befolyasolhatjak a termékenységet.

A medddség kezelését szolgald mesterséges reprodukcids eljarasok Osszefoglalo
elnevezése az asszisztalt reprodukcios technikdk (ART). Napjaink és az elmult évtizedek
robbanasszerli orvostudomanyi fejlédése lehetdvé tette olyan modszerek kimunkalasat és
finomitasat, amelyek segitségével be lehet avatkozni az utdédnemzés e kezdeti szakaszaba,
az 1j ¢élet keletkezésének folyamatdba. A szervezeten kiviili megtermékenyités (in-vitro
fertilization, IVF) és embrio transzfer célja, hogy, valamilyen okbol hianyzo kiirtfunkciot
athidalva, a szervezeten kiviili megtermékenyités utdn az osztddas allapotaban 1évo,
altalaban 4-8 sejtes blasztocisztat bejuttassuk az uterus iiregébe, ahol az vérhatéan
megtapad, és tovabbi embrionalis fejlédésnek indul.

Az IVF beavatkozasok sikeressége vilagszerte koriilbeliil 20-25%-0s, és jelenleg
vilagszerte a megsziiletett gyermekek 1-4%-a mar asszisztalt reprodukcids
technologiaval fogant [360]. Hazénkban is évrél évre nd a mesterséges
megtermékenyitések szadma mig 2017-ben 7473 addig 2021-ben mar 12237
embriotranszfer tortént.

A megtermékenyités és az azt kovetd korai embriondlis fejlédés és endometralis
beagyazddas egy rendkiviil érzékeny, komplex élettani, biokémiai folyamat (86. dbra). A
korai embrionalis torténéseket bizonyitottan befolyéasolja a foszfolipid metabolizmus és
a hozza kapcsolodo jelatvitel [361]. A foszfolipidek a bioldgiai membranok lényeges
felépitd és szabalyozd komponensei, tovabba szdmos bioaktiv molekula prekurzoraként
is szolgalnak, mint példaul: eikozanoidok, lizofoszfolipidek.

A méhben taldlhato teljes arachidonsavmennyiség mintegy 93%-a tarolodik a
foszfolipidekben, ezek koziil is 80% raktarozodik foszfatidil-kolinban (PC), foszfatidil-
etanolaminban (PE) ¢és trigliceridek (TAG) formdjdban [362]. A membran
Arachidonsavbol keletkeznek a ciklooxigenaz enzimek altal a prosztaglandinok, melyek
az eikozanoidok ko6zé tartozo molekulak. Az e modon eldallitott prosztaglandinok tébb
tipusanak (PGI2, PGE2, PGF2a) jelentds szerepe van az ovuldcidban, fertilizacidban,
implantacidban, tovabba a decidualizdcidoban, mely az endometrium sejtjeinek
morfologiai és funkcionalis valtozasait jelenti, kiegésziilve az anyai artéridk
atalakulasaval. Elsddlegesen a prosztaciklin (PGI2) nélkiil6zhetetlen az implantacidhoz
¢és decidualizaciohoz, mely hatdsat a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor egyik
tipusanak (PPARP/S) aktivalasaval fejti ki. A receptor aktivalasaval sejtproliferacié és
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angiogenezis indul, melyek a korai embriogenezis fazisaban elengedhetetlen folyamatok
[363].

Growth factors and cytokines

Microvilli on
syncytiotrophoblast
Pinopodes
Regulation of changes In
surface epithelium

86. abra: A blasztociszta endometrialis bedgyazodasanak molekularis folyamatai [364].

Egy masik jelentés molekula a lizofoszfatidsav (LPA), mely jelatviteli molekulaként az
implantacion til abban jatszik fontos szerepet, hogy tobbes terhesség esetén (pl. egér) a
blastocisztak egyenld tavolsagban agyazddjanak be az uterusba. Ezt a folyamatot
nevezziik spacing-nek. Hogy pontosan hogyan valosul meg ez a folyamat, arrdl egyeldre
csak feltételezések allnak rendelkezésre. Eszerint a LPA a méh myometrium rétegének
kontrakciojat valtja ki [364]. Az 0sztrogén és progeszteron altal szabalyozott G-protein-
kapcsolt egyik receptoranak (LPAR3) expresszidja kiilondsen a periimplantacios
idészakban emelkedik meg, mely egybe esik a megndvekedett prosztaglandin
szintézissel. Ehhez hozzajarulhat, hogy a LPAR; kozvetetten fokozza a COX-2 enzim
miikodését. Ez egy igen szoros interakciot feltételez a két emlitett jelatviteli utvonal
kozott (87. abra) [365, 366].

Szamos korabbi tanulmany vizsgélta a lipidek szerepét az in-vitro megtermékenyitésben
(IVF) a periimplantacios idészakban. Egy IVF-en atesett ndkon végzett vizsgalat
Osszefliggést talalt a periimplantacidos endometridlis lipidek és a progeszteron korai
emelkedése kozott, ami az endometrium receptivitdsa ¢és az endometrium
lipidkoncentracioja kozotti lehetséges kapcsolatra utal [367]. Emellett a follikularis
folyadék fokozott glicerofoszfolipid metabolizmust is mutatott, ami a nem teljes oxidacio
¢s a lipotoxicitas révén alacsonyabb mindségii petesejteket eredményezhet az IVF soran
[368]. A follikularis folyadékban talalhatd lipidek koziil szamos potencialis
biomarkerként is felmeriilt a ndkkel kapcsolatos medddség [369], és a follikularis
folyadék lipidomja [370] vagy akar a szérumlipidom [371] segithet eldre jelezni a késébbi
terhesség kimenetelét [VF-ben. Az endometridlis folyadékban kozvetlenil az
embriotranszfer el6tt néhany PC és PE lipid szignifikdnsan csokkent a nem beiiltetési
ciklusokban, ami a lipidek masik fontos szerepére utal a sikeres beiiltetésben [372].
Nemcsak ugy tlinik, hogy a lipidek részt vesznek a megfeleld beiiltetésben és az IVF
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sikerének eldrejelzésében, de ez a kapcsolat kétirdnytnak tlinik: az IVF eltérd lipidprofilt
okozhat a méhlepényben, mint normal terhesség esetén [373], s6t a magzatban is
lipidomikai valtozasokat indukalhat [374].
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87. abra: A korai embrionalis fejlédés biokémidja [364].

Vizsgélataink sordn egérmodellbdl szdrmazo szovetmetszeteken tanulmanyoztuk a
normal terhesség és a mesterséges megtermékenyités lipidomikai hatdsait. Korabbi
szisztematikus Osszefoglalo cikkiinkben kimutattuk, hogy a periimplantacios idészakban
tobb PL, elsésorban PC-k, térbeli és idObeli valtozasokat mutatnak, mind az anyai, mind
az embriondlis szovetekben [XXVII]. Korabbi kutatasok azt mutattak, hogy eltérések
lehetnek az IVF és a normal terhesség lipidomikéja kozott, de tudomdsunk szerint
egyetlen tanulmany sem vizsgalta a lipidek térbeli ¢és iddbeni valtozasat a
periimplantacids periddusban, mind a méhben, mind a bedgyazddd embridoban. Ezért
célunk az volt, hogy tomegspektrometrids képalkotassal megvizsgaljuk az IVF hatdsat
mind az anyai, mind az embrionalis szovetek PC lipidjeire a terhesség korai szakaszaban,
¢és Osszehasonlitsuk a normal terhességgel egérmodellben. Az allatmodellként hasznalt
CD-1 egér és az ember korai fazist embrionalis fejlddésének idobeni lefolyasat és fazisait
a 88. dbra mutatja be.
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88. abra: A human és az egér korai embrionalis fejlddésének parhuzama [375]

Mintéinkat CD-1 egerekbdl nyert kiilonb6z0 fazist terhességet mutatd uterusok alkottak.
Néhany jellemzd hisztologiai példat a 89. dbran mutatok be.

A vizsgalatban 54 azonos életkoru ndéstény CD-1 egeret véletlenszerlien két kisérleti
csoportba osztottunk (n=27 mindegyikben). A ndstény egerek elsd csoportjat (IVF-
csoport) meddd (vazektdmids) és a masodik csoportot (normal) CD-1 termékeny
himekkel parositottuk, hogy alterhességet, illetve terhességet idézziink eld. Az egereket
a vemhesség meghatarozott napjan 09:00 és 10:00 6ra kozott elaltattuk (0. 6ra az 1. napon
= hiivelydug6). Az 54 méhmintat (minden csoportbol technikai triplikdtumok) ivarzasi
ciklusban részt vevo allatokbol, alterhes és vemhes allatokbol (természetes és IVF
embriok) gytjtottik a 4,5., 6,5., 8,5., 10,5., 12,5. és 16,5. embriondlis napokon.

0002 5m

89. abra: H&E festett kriometszetek a természetes fogantatasu terhes egér
uterus kiilonb6z6 fazisaiban. (A) 4,5 napos terhes. (B) 6,5 napos terhes. (C) 8,5
napos terhes. (D) 12,5 napos terhes. Méretskala: 1000 pm.

Egereinket 12 6ras vilagos/sotét ciklusban tartottuk, normal ragesalo étrenden, és sziikség
szerint viz allt rendelkezésre. A petesejtek fokozott érését indukaltuk 6-12 hetes CD-1
néstény egerekben 5 NE intraperitonedlisan injektalt tliszéstimulalé hormon (Meriofert,
IBSA Pharma, Castagnola-Lugano, Svéjc) alkalmazasaval. 48 ora elteltével ezeket az
egereket 5 NE luteinizdld6 hormonnal kezeltiik (Chloragon, Ferring, Budapest,
Magyarorszag). Masnap a ndstényeket nyaki diszlokacidval torténd humanus eutanaziat
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kovetden, a petevezetéket kimetszettiik, és 6sszegytijtottiikk a kumulus-petesejt komplexet
(COC). Ezzel egyidejlileg spermiumokat gytijtottiink a cauda epididymisbdl egy 8-12
hetes him CD-1 egér huménus nyaki diszlokacidja utdn. A spermiumokat 1 oran at
inkubaltuk 200 pl human tubdlis folyadék (HTF) tapkozegben (Cosmo Bio, Tokid, Japan)
asvanyolaj alatt 37°C-on 5% CO> atmoszféraban, amig a kapacitacié be nem fejezddott.
A néstény és a him ivarsejteket ezutan 300 ul HTF tapkdzegben dsvanyolaj alatt 4 6ran
at 37°C-on, 5% CO; mellett inkubaltuk. A feltételezett zigdtdkat 50 pl embriondlis
tenyészté médiumba (Millipore, Watford, UK) helyeztiik 4svanyolaj alatt, majd tovabbi
3 napig inkubaltuk, amig el nem érték a blasztociszta allapotot. A tapkozeget 24 6ranként
cseréltiik. 3,5 napon beliil az embridkat alterhes BL6/CBA F1 ndstényekbe iiltettiik be,
6-9 embriodt injektaltunk be miitéti iton a méh mindkét szarvaba (90. 4bra).

90. abra: Reprezentativ H&E festett egér uterus kriometszetek. (A) 8,5 napos
embrionalis ¢életkoru normal terhesség, (B) 8,5 napos embrionalis életkora IVF
terhesség, (C) 10,5 napos embrionalis ¢letkort normal terhesség, (D) 10,5 napos
embrionalis életkort IVF terhesség. Méretskala: 5000 pm.

A kipreparalt szovetet -80°C-on taroltuk a feldolgozasig. A szdvet bedgyazasahoz frissen
készitett 2%-os (m/V) karboximetil-celluloz (CMC) vizes oldatit hasznaltuk, a
szovetmetszéshez pedig Leica CM 1860 kriosztatot (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Németorszag) alkalmaztunk -19°C-on (91. abra).
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91. abra: A -19°C-ra fagyasztott, karboximetil-cellul6zba 4gyazott uterusminta
kriometszés eldtt.

A szdvettani elemzéshez 5 pm vastagsagu kriometszeteket készitettiink, majd a lemezeket
hematoxilin-eozin festékkel festettiik, a dokumentélasra az el6z6 fejezetben leirt digitalis
targylemez szkennert alkalmaztuk. Ugyanekkor 15 pm vastagsagli metszeteket vettiink
fel ITO lemezekre, melyeket IMS-re szantunk. A hisztologiara és MALDI IMS-re
készitett parallel kriometszetek készitésének szisztémajat a 92. dbra szemlélteti.

Hematoxilin-eozinnal festett Viszgalandd szbvet Tomegspektrometriaval
metszetek digitalis képe metszése vizsgalt metszetek digitalis képe

92. abra: A H&E festett szovettani (5 pm) és a képalkotasi tomegspektrometrias (15
um) vizsgalatokra készitett parallel kriometszetek készitési startégidja.

A MALDI TOF IMS vizsgalatokhoz CHCA matrixot alkalmaztunk 70 porlasztési-
szaritasi ciklusban a kordbbiakban bemutatott automatizalt piezoelektromos porlasztd
berendezéssel. A 7 mg/ml-es matrixoldatot naponta frissen készitettiik CHCA-nak 6:4
aranyu acetonitril-0,2%-os (V/V) vizes trifluor-ecetsavban valo feloldasaval (TFA,
Spectranal mindség, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A tomegspektrumokat 1
kHz-es Smartbeam-II szilardtestlézerrel felszerelt Autoflex Speed MALDI TOF/TOF
tomegspektrométeren vettiik fel (Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag). A MALDI
méréseket pozitiv reflektron modban, m/z 400 és 3000 kozotti detektalasi tartomanyban
végeztilk. A MALDI képalkotas oldaliranyu felbontasat 50 pm-re allitottuk.

A lipidek azonositasdra nem vemhes és vemhes (normal, IVF) egerek uterusabol
mikrodisszekciot hasznaltunk. Az egerek uterusabol és embridibol szarmazé lipideket
modositott Bligh és Dyer extrakcidos modszerrel vontuk ki [376]. Két 100 pum-es
szovetmetszetet egy livegfioldba helyeztiink, és a lipideket 1 ml butilezett hidroxitoluolt
(10 ng/ml) tartalmazd extrakcios oldat (kloroform/metanol/viz 60/30/10, V/V/V%)
hozzaadasaval extrahaltuk. El6szor a mintadkat homogenizaltuk és 2 percig vortexeltiik,
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majd 10 percig ultrahanggal segitettiik az extrakciot. A mintdkat 30 percig allni hagytuk,
de 5 percenként 30 masodpercig vortexeltiik 6ket. Az elsd extrakcios fazis utdn a szerves
fazist eltavolitottuk, és Uj livegfiolaba helyeztiik. A masodik extrakcids fazisban 500 pl
extrakcios oldatot adtunk a szervetlen fazis maradékédhoz. Az extrakciot ismét elvégeztiik,
¢és az elsd extrakcidhoz hozzdadtuk az 0j szerves fazist. Ezutan az extrahalt lipideket
nitrogéngaz alatt széritottuk, majd 50 pL acetonitril/izopropanol/viz eleggyel (65/30/5,
V/V/V% 0,1%-0s hangyasavban) visszaoldtuk.

A lipidprofilok azonositasat folyadékkromatografias tandem tomegspektrometriaval
végeztilk. Az elemzéseket komplex Ultimate 3000 (Dionex, Sunyvale, CA, USA) HPLC
rendszerrel végeztiik, amely Q-Exactive tomegspektrométerrel volt felszerelve HESI
forrassal (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA). Az elvalasztast Kinetex C-18
(150 mm, belsé atméré 2,1 mm, részecskeméret 2,6 pum) oszlopon (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) végeztilk. Az 4ramlési sebesség 150 ul/perc volt 5 pl minta-
injektalasi térfogat mellett. Az adatgytjtést és elemzést Xcalibur 1.4 (ThermoFischer
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével végeztiik. A kromatografias elvéalasztashoz
az A és B mozg6fazisbol allo binaris gradienst (A: metanol, 0,1% (V/V) hangyasav; B:
viz, 0,1% (V/V) hangyasav) alkalmaztuk. A vegylileteket a kdvetkezd gradiensprofillal
valasztottuk el: 40% A 5 percig, majd 10 perces lineéris gradiens 90%-ig és 5 perces
izokratikus periddus. Az oszlopot 1 perces linedris gradienssel 40% A-ig és 5 perces
izokratikus periddussal egyensulyba hoztuk a kezdeti feltételekkel. Mind az MS, mind az
MS/MS méréseket pozitiv ion modban végeztiik. A HESI forrds 3500 V fesziiltséggel
mitkodott. Mind a kopeny, mind a segédgdz nitrogén volt, 10, illetve 2 1/perc dramlasi
sebességgel. A kapillaris hdmérsékletet 200°C-ra, mig a HESI forrast 40°C-ra allitottuk
be. Az S-lencsék RF-szintjét 70-re allitottuk. Az MS/MS kisérleteket m/z 2,0 izolacios
ablakkal végeztiik, ahol a kiindulasi ionok m/z 306, 308, 482 ¢és 484; a normalizalt
iitk6zési energiat 35 eV-ra allitottuk be.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az IVF embridk esetében az uterusban a
beiiltetési helyek nem szimmetrikusan fejlddnek, valamint a spontdn vetélések aranya
szignifikdnsan magasabb, mint normal terhesség esetén (90. abra).

Tanulmanyunkban a sejtmembranokban taldlhaté f6 foszfolipidekre, a PC-kre
Osszpontositottunk. A lokalis és id6beni valtozasok a PC-k eloszldsdban minden vizsgalt
idépontban szignifikans eltéréseket mutattak a normal és az IVF terhességek kozott. Az
Osszesitett eredményeket a 93. abra mutatja. A kapott PC-fajtak azonositasdhoz LC
MS/MS-sel minden esetben protonalt, natrium- és kaliumaddukt ionokat, mint
prekurzorokat, valamint foszfokolin ion specifikus fragmensét (m/z 184) detektaltuk.
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93. abra: Egyes PC-k térbeli és idébeni valtozasa MALDI képalkot6
tomegspektrometriaval normal terhességben és embridtranszfert kdvetden a 6,5; 8,5 és

10,5 embrionalis napon. Méretskala: 2000 um (szinkdd: sotétkék - alacsony
koncentracio; fehér - magas koncentracio).

A normal terhesség 6,5. embriondlis napjan a PC (32:0) novekedését talaltuk az uterus
stromasejtekben az implantacios helyeken, kivéve az elsddleges decidualis zonat (PDZ).
A PC (34:0), PC (34:1) ¢és PC (34:2) magasabb expresszidot mutatott az uterus
stromasejtekben az implantacios helyeken, mig a PC (36:1) és PC (36:2) magasabb volt
a PDZ-ben. Ezzel szemben az embriotranszferalt allatokban a PC-k a mirigyhdm
novekedését mutattak az interimplantacios helyeken.

A normal terhesség 8,5. napjan a PC (32:0), PC (34:0) és PC (34:1) magasabb szintet
mutatott a mezometrialis polusban (M-po6lus), mig a PC (34:2), PC (36:2), PC (36: 4), PC
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(38:4) és PC (40:6) magasabb szintet mutatott az antimezometridlis polusban (AM-
polus). Ezzel szemben az IVF uterusmintadkban a PC (32:0), PC (34:0), PC (34:1) és PC
(34:2) értekek megnovekedtek az M-pdlusban; PC (36:4) és PC (38:4) az AM-po6lusban;
mig a PC (36:2) és PC (40:6) magasabb expresszidt mutatott mind az M-pdlusban, mind
az AM-po6lusban.
A normal terhesség 10,5. napjan a PC (32:0) nagyobb intenzitdst mutatott a placentaban;
PC (34:1), PC (34:2), PC (36:2) és PC (40:6) a mezometridlis decidudban; mig a PC
(34:0) és a PC (36:4) magasabb volt mind a placentdban, mind a mezometrialis
decidudban. Az embriondlis szovetekben a PC (32:0) és a PC (34:0), mig az AM
decidudban a két arachidonsavat tartalmaz6é PC, a PC (36:4) és a PC (38:4) szintje
emelkedett meg. Az IVF mintdkban a PC (34:0), PC (34:1), PC (34:2), PC (36:1) és PC
(36:2) magasabb expresszidja volt megfigyelhet a mezometrilis deciduédban, mig a PC
(36:4) és PC (38:4) fokozott expressziot mutatott az AM-ben és a lateralis deciduaban.
Az embrid abszorpcios helyein jelentds novekedést tapasztaltunk a PC (36:2) aranyban
az M-pé6lusban és a PC (38:4) aranyban az AM-polusban.
Mind a normal, mind az IVF terhességben megfigyeltiink valtozasokat az egyes
anatomiai struktarak lipidosszetételében, valamint nyomon kovettiik a vizsgalt PC-k
idébeni valtozasat. Normal terhességben a PC (34:2), PC (36:2) ¢és PC (36:4) nagyobb
intenzitast mutatott, elsdsorban az AM poélusnal, az embriondlis 8,5. napon. Azonban két
nappal késébb, az embrionalis 10,5. napon ezeknek a lipideknek az intenzitasa a
mezometrialis decidudban volt a legmagasabb. Az embriondlis 6,5. napon a PC (36:4),
PC (38:4) és PC (40:6) intenzitdsa alacsony volt. Az embriondlis 8,5. napon azonban
nagyobb intenzitdst mutattak az AM poluson, elsdsorban a masodlagos decidualis
zondban. Ezzel szemben két nappal késobb (10,5 nap) ezeknek a vegyiileteknek az
intenzitdsa csokkent, a maximalis intenzitast a mezometridlis deciduanal figyeltiikk meg.
Hasonl6 idébeni valtozast figyeltiink meg a vizsgalt PC-kben IVF-terhességekben. A PC
(36:1) alacsony intenzitast mutatott az embrionalis 6,5. és 8,5. napon, mig a legmagasabb
expressziot a mezometridlis decidudban az embrionalis 10,5. napon detektaltuk. A PC
(34:0) és PC (34:1) intenzitasa a 6,5. napon alacsony volt, az M-pdlus az embrionalis 8,5.
napon novekedett, két nappal késébb pedig a mezometridlis decidua esetében volt a
legnagyobb az intenzitas.
Vizsgalataink megerdsitették, hogy a normal vemhes egerek méhében 1évé PC-k mind
idébeni, mind térbeli valtozdsokon mennek keresztiil a terhesség korai szakaszaban az
implantaci6 koriili idészakban [361]. Els6ként sikeriilt szovetmintdk MALDI TOF IMS
vizsgalatainak segitségével kimutatnunk szignifikdns valtozdsokat a normal és IVF
terhesség lipidomikai profiljaban. Tekintettel arra, hogy a foszfolipidek — elsdsorban a
benniik 1évé zsirsavak révén — kulcsfontossdgu szerepet jatszanak szdmos jelatviteli
folyamatban, ideértve az uterus receptivitasat, az optimalis uterus-embrionalis
kommunikécidt, a bedgyazodast és a késdébbi méhlepény fejlodését, a mesterséges
megtermékenyités soran érintett specifikus lipidosztalyok és zsirsavak azonositasa
elésegitheti az implantacidé alapjaul szolgald biokémiai mechanizmusok mélyebb
megértését, ezaltal potencidlisan javitva az IVF technikék eredményeit.
Hamori és munkatdrsai mar az 1980-as évek végén leirtdk, hogy az IVF késleltetett
implantaciot okozhat [377]. Az embriondlis fejlédés soran a foszfolipidek nem csupan
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arachidonsavraktarként szolgalnak, de a lebontds sordn sok mas szabad zsirsav is
felszabadul, amelyekrdl koztudott, hogy a terhesség eldtt és alatt is valtozatos hatast
fejtenek ki. Shibahara és munkatérsai egyik tanulmanyaban a palmitinsav (PA, C16:0) a
petesejt érésére gyakorolt hatdsat vizsgaltdk. Beszamoltak arr6l, hogy a magas PA
koncentracio veszélyezteti a korai embrido mindségét és fejlodési képességét, és hiszton
modosulasahoz is vezethet [378]. Aardema és munkatarsai a megtermékenyitést kovetden
csokkent fejlodési képességrdl, valamint a PA és a sztearinsav (SA, C18:0) dozisfiiggd
negativ hatasarol szdmoltak be a petesejt lipidcseppjeiben tarolt lipidek mennyiségére.
Ezenkiviil az egyszeresen telitetlen olajsav (OA, C18:1n-9) ellentétes hatdsarol irtak,
amely szerint az OA enyhén noveli a lipidcseppekben tarolt lipid mennyiségét, és javitja
a megtermékenyités utani fejlédést. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a telitett és
telitetlen zsirsavak ardnya jelentds hatdssal van a petesejtek fejlodési képességére [379].
Oseikria csoportja egy hosszi szénlancu tobbszordsen telitetlen zsirsav (LCPUFA), a
dokozahexaénsav (DHA, C22:6n-3) hatasat vizsgalta a szarvasmarha petesejtekre IVF
soran. Alacsony fizioldgias koncentracioban adva a DHA javitotta a petesejtek osztodasi
sebességét, ¢és az embriok nagyobb mértékben jutottak el a blasztociszta stddiumba. A
kornyezd kumulussejtek lipidanyagcseréjét [380]. Abolghasemi egyik publikacidjukban
a linolsav (LA, C18:2n-6) génexpressziora gyakorolt hatdsardl irt. Szarvasmarhdk plazma
progeszteronszintjének emelkedését talaltak, melynek hatterében a csokkent CB2
receptor termelés és az N-acil-foszfatidil-etanolamin-foszfolipdiz D (NAPE-PLD)
enzimszintézis allt az endometriumban [381].

Vizsgalatunkban a tilnyomorészt OA-t tartalmazd PC (34:1) és PC (36:1) magas
intenzitast mutatott az uterus kiilonbdzd részein a periimplantacios idészakban, mind
normdl, mind IVF terhességben. Ezeknek a lipideknek a felhalmozoddsa azonban
kiilonbozott a két csoport kozott. A PC (36:1)-et a mezometridlis deciduaban figyeltiik
meg [VF-terhesség alatt, de a normdl terhességben szinte hianyzott (94. abra). Ez a
szembetlind kiilonbség az OA-tartalmt lipidek lehetséges szerepére utal a korai
embrionalis fejlddésben, és amelyek patobiokémiai szerepet jatszhatnak az IVF korai
embrionalis fejlédésében.

A tobbszorosen telitetlen zsirsav tartalmi PC-k mind térbeli, mind idébeni kiilonbségeket
mutattak a periimplantacios periddusban mindkét csoportban. Figyelemre mélto, hogy a
legnagyobb eltérést a normal és az [IVF csoport kdzott az embriondlis 8,5. napon figyeltiik
meg ezen PC-k intenzitdsaban (PC (36:2), PC (36:4), PC (38:4) és PC (40:6)) (95. abra).
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94. abra: A PC 36:1 lokalis eloszlasa a 10,5 napos normal (A) és az IVF (B) egér
uterusban. A lipid az IVF terhességben az mezometridlis decidudban helyezkedett el,
mig a normal embridkban szinte teljesen hianyzott. Méretarany: 2000 um (szinkod:
sotétkék - alacsony koncentréacio; fehér - magas koncentracio).

A magas n-3 vagy n-6 zsirsavban gazdag anyai étrend hatékonyan modosithatja az uterus
foszfolipid készletének zsirsavosszetételét, és egerekben még a beagyazodasi aranyt is
novelheti [382]. Kimutattak, hogy az IVF-en atesé ndk magasabb anyai DHA-bevitele
sikerességi aranya kozott [383]. Ezenkiviil az anyai LCPUFA bevitel a betiltetés eldtt
novelheti az IVF és a klinikai terhesség és az ¢élvesziiletés sikerességét, ami elsésorban
az n-3 LCPUFA-k, példaul az eikozapentaénsav hatdsanak koszonhetd [384].
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95. abra: A PC 36:4 lokalis eloszlasa a 8,5 napos normal (A) és az IVF (B) egér
uterusban. A lipid a normal terhességben az antimezometrilis zonaban helyezkedett el,
mig az [IVF embriokban szinte teljesen hidnyzott, de az ovariumban erdsen kifejezddott.

Meéretarany: 2000 um (szinkod: sotétkék - alacsony koncentracio; fehér - magas

koncentrécio).

Id6sebb embriok, példaul 16,5 napos terhességbdl szdrmazo allatok alkalmat adhatnak
farmakonok metabolizmusdnak vizsgdlatara. Kutatdsaink sordn egy ismert teratogén
hatastu antiepileptikummal, Epanutinnal kezeltiink terhes egereket, annak érdekében,
hogy ajak- és szdjpadhasadékot idézziink elé néhany embrioban (96. és 97. abrak).

96. abra: Az uterusban fejlédé 16,5 napos kisallat embriok CT felvétele.
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97. abra: Az uterusbol kioperalt 16,5 napos embrio H&E festett szovettani képe és egy
reprezentativ MALDI IMS vizsgélat eredménye a szervekben/szovetekben expresszalo
lipidek eloszlasarol. A kiilonbozé szinek kiilonbozé foszfolipideket jelentenek.

A parallel metszetekbdl késziilt képalkotési tomegspektrometrids eredményeink 3D-ban
is abrazolhatok, amely még pontosabb és részletgazdagabb képet fest a lokalis
molekularis valtozasokrol (98. abra).

98. abra: Reprezentativ 3D abra az egér uterusban fejlédo 8,5 napos embridkrol és az
ovariumokrol.
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5.3.4. Nagy térbeli felbontasu MALDI IMS vizsgalatok neuropeptidek sejtszinti
expressziojanak detektalasara [X, XXXII]

Ahogy azt az 5.2.1. és az 5.2.3. alfejezetekben mar roviden bemutattam a MALDI TOF
MS hatékony eszkdz lehet a neuropeptidek vizsgalataban, ezt kiegészitve a modszer
képalkotasi alkalmazasa a molekularis eloszlasok nagy felbontast elemzésével és az
anatomiai vonatkozéasok lathatova tételével rendkiviili lehetdségeket nyujt (99. dbra). Az
idegrendszer jol definialt anatomiai strukturdinak és a neurdlis haldézat molekuléris
miikddésének in-situ multiparametrikus Osszekapcsolasara kivaldé modszer a MALDI
IMS [385].

Hippocampus Neocortex
Corpus

Callosum \

.
Thalamus

Hypothalamus

99. abra: Fehérjék lokalis expresszidjanak vizsgalata MALDI TOF IMS modszerrel és
az egér agy anatdmidja (rozsaszin: m/z 9975, magenta: m/z 17152, kék: m/z16442, zold:
m/z 15284, piros m/z 13133). Méretskala: 2000 pum.

A neurotranszmitter-rendszerek kozotti kdlcsonhatdsok intenziv kutatdsok targyat
képezik, azonban az emlésoknél az idegrendszer Osszetettsége gyakran akaddlyozza a
molekularis folyamatok megértését és az eredmények értelmezését. A puhatestiiek
konnyen hozzaférhetd ¢és neuronrol-neuronra feltérképezett idegrendszerét gyakran
valasztjdk modellrendszernek a viselkedési sémak hatterében all6 neurotranszmitter
kolesonhatasok vizsgalatdhoz. Egyes evoluciosan konzervalt molekuléris folyamatok a
gerinctelenek idegrendszerében is jol tanulmanyozhatok. Ilyen példdul az FMRFamiderg
¢s enkephalinergikus neuronok ko6zoétti antagonizmus, valamint a dopamin (DA) szint
opioid agonistak altali szabalyozasa, amelyeket mind emlds6kben mind puhatestiickben
kimutattak [386]. A csigaknal kimutattdk, hogy az FMRFamid (FMRFa) és a DA
elinditja, modulalja és ledllitja a taplalkozasi és védekez6 viselkedést [387, 388], amelyet
ugyanakkor endogén opioidok szabalyoznak [389, 390].

Az FMRFa neuropeptid és az FMRFa-t tartalmazo pleurdlis neuronok leéllitjdk a
taplalkozasi programot és eldsegitik a védekezési viselkedést Lymnaedban [391, 392],
Helisomaban [393] és Limax maximusban [394], jelezve, hogy az FMRFa-t tartalmazé
neuronok fontos szerepet jatszanak az elvonasi reakcid szabalyozasiaban. Az FMRFa
eloszlasanak feltérképezése a Helix kozponti idegrendszerében és a periférian
immunhisztokémiai és RIA modszerekkel széles kori eloszlast mutatott, ami szamos
fiziologiai és viselkedési folyamatban vald részvételiiket jelzi. Immuncitokémiai
vizsgalatokat végeztek anti-FMRFa antiszérummal kiilonb6z6 szarazfoldi csigdkon, mint
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példaul a Helix pomatia vagy a Limax maximus. Az FMRFamid-szer(i immunreaktivitas
eloszlasat a CNS kiilonb6z6 részein mutattak ki [394-397].

Vizsgélatunk célja, hogy kozvetleniil a Helix pomatia CNS szdvetmetszetrdl néhany
mikrométeres felbontassal sejtszintli expressziot mutassunk ki az FMRFamid
tekintetében MALDI LTQ Orbitrap IMS segitségével. A kisérleteket a Helix pomatia
szarazfoldi csiga kifejlett példanyain végeztik. A csigdkat (n=10) laboratériumi
kortilmények kozott neveltiik; 24+2°C szobahdmérsékleten, az allatok 12 6ra vilagos és
12 ora sotét ciklus szerint, 95-98%-o0s paratartalom mellett terrariumban nevelkedtek,
salataval és uborkaval hetente kétszer etettiik Oket. A kifejlett csigdkat lefejeztiik, és a
teljes kozponti idegrendszert (CNS) kiboncoltuk, kozvetlenil 4%-os (V/V)
paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 2 6ran keresztiil, majd 10%-o0s (m/V) zselatinba
agyaztuk 25°C-on, és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A 6-8 pm-es
szovetmetszeteket Bright OTF 5000 kriosztaton készitettiik -25°C-on. A metszeteket [ITO
bevonatt iiveglemezekre (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) helyeztiik és 1-2
percig levegdaramban széritottuk, majd -80°C-on taroltuk dket a MALDI LTQ Orbitrap
IMS vizsgalatokig. A morfologia megdrzését a metszési és a tarolasi folyamatot kovetden
optikai mikroszkopiaval ellendriztiik.

jobb agyi ganglion (RCe) és annak kiilonb6z0 részei, mint a procerebrum (PC),

mezocerebrum (MC), posztcerebrum (PoC) és a neuropile régid, (A2) a viscero-
parietalis-pleuralis ganglion komplexumot mutatja. Az RPa2 és RPa3 azonositott nagy
neuronokat jelol, amelyek referenciapontokat biztositanak. Méretskala: 100 pm.

A 100. dbra a CNS jobb agyi (A1) és jobb parietalis-pluralis (A2) ganglionjainak optikai
képét mutatja. A képeken jol lathatd az azonositott neuronok (RPa2, RPa3) kiilonb6z6
mérete a jobb agyi ganglionok kiilonb6zd részein, mint példaul a pro-, mezo- és
postcerebrum és a jobb parietalis-pluralis ganglionok, valamint a neuropil régioban.

A szdveti homogenatumban végzett célzott peptidelemzést szelektiv ionmonitorozassal
végeztik egy Finnigan AQA (Thermoquest, San Jose, USA) tomegspektrométerrel,
amelyet ESI interfésszel hasznaltunk. A spektrumokat pozitiv ion mddban vettiik fel 1,2
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scan/s sebességgel m/z 400 és 1600 kozotti tartomanyban. A mintdkat 3 allatbol
készitettiik. A teljes CNS-t 100 pl, 0,1 M hideg foszfat pufferben (pH 7.4)
homogenizaltuk, amely 10% (V/V) proteaz/peptidaz inhibitor koktélt tartalmazott. Az
agyi homogenatumot 13000 g-vel 10 percig centrifugalassal tisztitottuk. A centrifugalt
mintak 50 pl-ét 50 pl 1%-o0s (V/V) TFA-val savanyitottuk, majd 8000 g-n centrifugaltuk,
és a feliiluszot ZipTipC4 (Millipore,Billerica, MA, USA) pipettaheggyel tisztitottuk. A
vegyiiletek tomegspektrumainak feldolgozasdra a Finnigan Xcalibur XCALI-97006
szoftvert hasznaltuk.

A szoveti krioszekciokat elektroporlasztassal vontuk be CHCA matrix-szal. Ebben a
képalakotdsi munkdban egy MALDI LTQ Orbitrap XL tomegspektrométert
(ThermoFisher Scientific, Bréma, Németorszdg) hasznéltunk pozitiv lizemmoéodban. A
késziilék egy kereskedelmi forgalomban kaphaté 60 Hz-es, 337 nm-es N2 1ézert (LTB
Lasertechnik BerlinGmbH, Berlin, Németorszag) hasznal. A peptidtomegeket az m/z 200
¢és 3000 kozotti tomegtartomanyban vettiik fel.
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101. abra: Helix pomatia CNS homogenizatum ESI-MS vizsgalatanak reprezentativ
eredménye az azonositott peptidek szekvencidival. Az FMRFa protonalt
kvazimolekulacstcsat [M+H]" a nyil mutatja m/z 599,1 értéknél.

Az agyi homogendtum MS-analizise soran szadmos tomegspektrometrids csucsot
detektaltunk (101. 4abra). EbbOl 23 neuropeptidet azonositottunk a korabbi
szekvenciaadatok, elméleti és megfigyelt tomegek alapjan és irodalmi adatok alapjan
[398-399, IV, XXXIII]. A korabbi és a jelenlegi tomegspektrometrids adataink alapjan
tudjuk, hogy a Helix CNS neuronjai viszonylag magas koncentracioban tartalmazzék az
FMRFa.
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102. abra: Reprezentativ MALDI Orbitrap MS spektrum a Helix agyi ganglionjanak
CHCA matrixszal bevont felszinérél (m/z 596,0 és 601,7 kozott). Az m/z 599,37 cstcs
az FMRFa diagnosztikus ioncstcsat mutatja.

A 102. abra Helix agyi ganglionjanak felszinérél készitett reprezentative MALDI
tomegspektrumot mutatja a m/z 596,0 és a m/z 601,7 kdzott. Ez a spektrum tartalmaz egy
jellegzetes FMRFa csucsot a m/z 599,37-nél. A matrix bevonatt kriometszet ionoptikai
képét egy pozicidérzékeny detektorral rogzitettiik és az optikai képeket a késziilék CCD-
kamerdjaval készitettiik (103.A. abra). Ezen az ionoptikai felvételen az agyi és a
parietalis-pluralis ganglionok kiilonb6z0 részei azonosithatok. A 103.B. dbra az FMRFa
kivalasztott tomegének (m/z 599,37) sziirkearnyalatos eloszlasat mutatja ugyanezen az
ionoptikai képen. Az FMRFa lokalis eloszlasat kiilonallo mérésekbdl rekonstrualtuk tgy,
hogy hdrom 10x10 mm-es teriiletrél készitett mérés eredményét 30 pm atfedéssel
egymasra vetitettiink. Az egyes sotét foltok egy-egy 90-100 um-es, FMRFa expresszalod
neuronokat tartalmazo régiot jelolnek. Eredményeink alapjan a jobb oldali parietalis-
pluralis ganglion tobb FMRFa-ot tartalmazo foltot tartalmaz, mint a bal parietalis és
szdmos FMRFa expresszalo neuront detektaltunk.

Tanulmanyunkban mutattuk be el8szor a Helix CNS FMRFa lokalis eloszlasat ellenanyag
hasznalata nélkiil. Képalkotasi tomegspektrometrids vizsgélataink sordn sejtszinti,
né¢hdny mikrométeres (ca. 5 pum) térbeli felbontassal térképeztiik fel az m/z 599,37
(FMRFa) tartalmt neuronok eloszlasat kozvetleniil a CNS ganglionjaiban. Eredményeink
szerint az FMRFa tilnyomorészt a CNS agyi ganglionok, a pedalis ganglionok és a jobb
oldali parietdlis ganglionok pro-, mezo- ¢és postcerebralis régidiban taldlhatd
neuroncsoportokban lokalizalodott.
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103. abra: Optikai (A) és ion-optikai (B) képek a Helix CNS azonos rész¢ébdl. Egy-egy
sotét folt (fehér nyilak) egy 90-100 um-es régiot mutat, amely FMRFa-t expresszalo
idegsejteket tartalmaz. S6tét nyilak jelzik a referenciavonalat a kivéalasztott CNS kortil.
LCe/RCe: bal/jobb agyi ganglion, PC: procerebrum, MC: mezocerebrum, PoC:
posztcerebrum, cpac: cerebro-parietalis kapcsolat. Méretskala: 1000 um.

Az egy sejt (single cell) felbontasu MS és IMS vizsgalatok, illetve ,,omikai” alkalmazasok
napjaink egyik intenziven fejlesztett teriilete. Munkacsoportomban szamos olyan
elképzelést valositottunk meg, amelyek ezt a célt szolgaljak. A megvalodsitds soran
jelentds kihivasokkal kell szembe nézniink igy, mint a sejtek kis mérete (atlagosan ca. 5-
10 mikron) és térfogata (néhany szaz nanoliter), a komponensek széles dinamikus
tartomanya, illetve a bioaktiv molekulék alacsony koncentracioja. Az egyik ,,single cell”
megoldasban a sejtet (pl. neuron) feltoltottiik fluoreszcens festékkel (pl. DAPI, FITC) és
MALDI matrix oldattal (104. dbra), majd kriosztatos metszetkészitést kdvetden, tovabbi
mintaeldkészités nélkiil MALDI TOF IMS vizsgalatot végeztiink a metszeten [ XXXII].
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104. abra: Csiga idegrendszerének kipreparalt részlete. A nyilak a fluoreszcens
festékkel (FITC) és (A) CHCA, (B) DHBA matrixszal injektalt neuronokat mutatjak.

105. abra: Helix idegrendszer részletének mikroszkopos felvétele (A), FITC
fluoreszcens festékkel és CHCA matrix-szal feltdltott neuronok lokalizacidja (B), kék
szinnel jelolve az FMRFa (m/z 599,1) MALDI TOF IMS vizsgalatanak eredménye.

A pozitiv modban reflektron detektor alkalmazasaval elvégzett MALDI IMS vizsgalatok
eredményét a 105. 4dbra mutatja, ahol jol megfigyelheté az FMRFa (m/z 599,1)
lokalizacioja a Helix ganglion festékkel és MALDI matrixszal (CHCA) feltoltott két
sejtjében.

5.3.5. Lézer ablaciés elektroporlasztisos ionizaci6 (LAESI) alkalmazasa a
képalkotasi tomegspektrometriaban [XIX, XXXI]

A sejtek és szovetek természetes viztartalmanak matrixként valé felhasznéalasara tervezett
LAESI 2940 nm-es kozép-infravords lézerimpulzusokat hasznal a mintdban 1évé O-H
rezgések gerjesztésére a hatékony energiadepozicid érdekében [16-18]. A hirtelen
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energiaabszorpcid ablacidhoz vezet, amelyet a fazisrobbanas és a megndvekvé nyomas
altal a részecskék kilokddése hajt [400, 401]. Az ablalt részecskéket az elektroporlasztas
befogja, €s a mintdhoz kapcsolodo ionok keletkeznek. A kétdimenzios LAESI IMS-t mér
leirtdk a metabolit- €s lipideloszlasok feltérképezésére €16 novényekben és patkdnyagy
kriometszetekben [17, 402]. A hidromdimenziés LAESI IMS megvalosithatosagat is
demonstraltdk novényi levelek esetében ca. 30 pum mélységfelbontassal [18]. A kapott
molekularis képek jo korreldciot mutatnak a vizualisan megfigyelt jellemzdkkel (pl. tarka
mintdzat) és az ismert bioldgiai funkciokkal (pl. a klorofill lokalizacidja). Kozvetlen
ionizacids technikaként a hagyomanyos LAESI MS nem tartalmaz elvalasztasi 1épést,
amelyrdl ismert, hogy javitja a molekularis azonosithatésdgot a bioanalitikai
modszereknél. Hasonloképpen, tovabbi korlatot jelenthet az izobar tomegli vegyiiletek
interferencidja és az Osszetett mintadkban jelentkezd erds ionszupresszid [403, 404].
Példaul a lipidek gyakran interferdlnak a tobbszordsen toltott peptidekkel az m/z 600-
1200 tartomanyban [405]. Ezért eldnydsnek tiinik egy on-line elvélasztési 1épés pl. ion
mobilitas tdmegspektrometria integralasa a LAESI IMS-be.

Az ionmobilitas-spektrometriat eldészor az 1970-es évek elején vezették be [406]. A
gazfazisu ionokat az litkdzési keresztmetszetiik kiilonbségei alapjan valasztjak el tgy,
hogy elektromos mezdk segitségével puffergazon vezetik at dket [403, 407-409]. A
hagyomanyos elvalasztasi modszerektdl, pl. a folyadékkromatografiatol, a kapillaris
elektroforézistdl és a gél alapt elvalasztasoktol eltérden, amelyek tobb perces iddskalan
zajlanak [404], az ionmobilitds tomegspektrometria kellden gyors (az elvalasztés
jellemzden kevesebb, mint 1 s-ig tart) ahhoz, hogy kozvetlen ionizéacios, MS és IMS
kisérletekkel lehessen kapcsolni [405, 409-416].

Hagyomanyos LAESI ionmobilitasi képalkotasi tomegspektrometrids vizsgéalatainkat a
The George Washington University-n Vértes Akos professzor laboratoriuméban
végeztik el. A mérésekhez egy Waters Synapt G2 S Q-TOF tomegspektrométert
hasznaltunk, amely egy sajat épitésti LAESI egységgel volt felszerelve. A LAESI
2940 nm hulldmhosszu, Q-kapcsolt 5 ns-os kdzép-IR 1ézerimpulzusokat alkalmaz (IR
Opolette 100, Opotek Inc., Carlsbad, CA, USA) amelyeket egyetlen plano-konvex lencse
(Infrared Optical Products, Farmingdale, NY, USA) fokuszalt a minta feliiletére, hogy
ablacios felh6t hozzon 1étre. A fokuszpont atmérdje ca.150 um volt. A HPLC mindségii
vizet és metanolt az Alfa Aesartél (Ward Hill, MA, USA) szereztiik be. A jégecetet a
Flukatél (Miinchen, Németorszag) vasaroltuk. Az egészséges Pelargonium peltatum
leveleket a ndvényrdl valo eltavolitas utan azonnal, tovabbi kezelés nélkiil elemeztiik. Az
egér agymintdkat a Children's National Medical Center altal biztositott egészséges
BALB/c egértorzsbdl nyertiik az intézményi allathasznalati és allatgondozasi bizottsag
(IACUC) jovahagyasanak megfelelden. Az egerek kozponti idegrendszerét 14 honapos
korukban, nyaki diszlokacio utan operaltuk ki. Az agymintékat folyékony nitrogénben
lehiitott izopentannal fagyasztottuk, €s -80°C-on taroltuk. A -25°C-ra allitott kriosztat
(CM1900, LEICA Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) segitségével készitettiink
szagitalis metszeteket (60 pm), amelyeket mikroszkop targylemezekre rogzitettiink, és a
tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltunk.

Amint az a 106. abra (b), () és (g) paneljén lathatd, az m/z 301,073, 463,130 és 625,185
ionok eloszlasa a levél lila teriiletein nagyobb koncentraciot mutat, mig hidnyoznak a
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sarga szinll vénas régiokban. Az m/z 301,073 pontos tdmege ¢€s a tandem MS mérések
alapjan a dioszmetin, egy O-metilalt flavonoid, vagy annak szerkezeti izomerjei
jelenlétére utal. Az m/z 463,130 és 625,185 m/z ionok tandem MS vizsgalatai egy m/z
301,072-es fragmentumot mutatott, amely kozel allt a levélspektrumban kdzvetleniil
detektalt m/z 301,073-as ionhoz. A harom ion kozotti m/z kiillonbségek alapjan, az m/z
463,130-at gliikozidként, az m/z 625,185-6t pedig digliikopiranozil-szarmazékaként

azonositottuk.

.

9.0x10 1.0x10*

45x10° 4.0x10°

m/z 301.073 m/z 303.053
(b) c

(c)

m/z 365.113
(d)

1.0x10* 1.2x10%

8.0x10° 8.0x10°

After m/z 463.130 m/z 625.185 m/z 813.496
(e) (f) (9) (h)

106. abra: Optikai képek (a) a 1ézer ablacios mintavételezés el6tt és (e) utan, valamint
ioneloszlasok a P. peltatum levél abaxialis feliiletén egy LAESI-IMS-MSI kisérletben.
Az (e) panelben 1év6 betét két ablacids nyomot mutat a szvetben. Méretskala: 100 um.
Az ioneloszlasok (b) dioszmetin vagy annak szerkezeti izomerei (m/z 301,073), (c)
kvercetin vagy szerkezeti izomere (m/z 303,053), (d) nem azonositott diszacharid (m/z
365,113), (f) a dioszmetin gliikozidja vagy szerkezeti izomerei (m/z 463,130), (g) a
dioszmetin egy diglukopiranozilszdrmazéka vagy szerkezeti izomerei (m/z 625,185), és
(h) m/z 813,496.

A 106. abra (c) pontja azonban azt mutatja, hogy a tandem MS altal kvercetinként vagy
egy szerkezeti izomerként azonositott m/z 303,053-as ion intenzitdsa nem mutat
korrelaciot az eloszlasdban az optikai képen megfigyelt mintazattal. Hasonloképpen, a
106. abra (d) paneljén az m/z 365,113 intenzitaseloszlasa egyenletes a kiilonb6z6 szinli
teriileteken. Ezzel szemben a 106. abra (h) az m/z 813,496 ion eloszlasat mutatja, amely
a vénas régioban valamivel nagyobb gyakorisaginak tlinik.

Az ionmobilitas tomegspektrometria azon képessége, hogy meg tudja kiilonboztetni az
izobar és az izobarhoz kozeli ionokat, lehetévé tette e vegyiiletek LAESI MS-val torténd
kiilon képalkotasat. Az 107. abra az izobarhoz kozeli ionok eloszlasat szemlélteti az m/z
1566-nal, DT=1,13 ms és DT=1,75 ms. Az 1,13 ms DT-vel rendelkez6 kétszeresen toltott
ion viszonylag egyenletes eloszlast mutat a vizsgalt teriileten, mig a 1,75 ms DT-vel
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jellemezhetd egyszeresen toltott ionok gyakorisdga alacsonyabbnak tlinik a vénas
régiokban. Ez a példa azt mutatja, hogy az ionmobilitassal torténd szeparacio nélkiil az
izobar vagy kozel izobér ionok elfedhetik a molekularis eloszlas valodi természetét a
képalkotés soran.

>9.0 %

(a) 2ot (b)

1.0% 1.0 %
24 DT=1.13ms 1566.219., DT =1.75ms
1566.219 1+
L L
1400  1500,,,/,1600 1700 1400 1500,,,,,1600 1700

107. abra: Az IMS altal megkiilonboztetett két kozel izobar ion intenzitaseloszlasa. Az
(a) panel az m/z 1566,22 DT=1,13 ms értékii kettds toltésii ion eloszlasat mutatja, mig a
(b) panel az m/z 1566,22 m/z DT=1,75 ms értékii egyszeresen toltott ion eloszlasat
szemlélteti. Méretskéla: 1 mm. A hamis szinskala a képpontonkénti ionszamot mutatja a
kép legfényesebb képpontjanak szazalékaban.

Az egér CNS vizsgélatanak eredményeit a 108. abran mutatom, ahol az m/z 369,333 ion
térbeli eloszlasa nagyobb intenzitdst mutat a fehérallomanyban, kiilondsen a corpus
callosum és a thalamus régidiban, mint a sziirkeallomanyban. Korabbi eredmények
alapjan az m/z 369,333 ion a koleszterin [M-H,O+H]* fragmentumanak felel meg [417].
A koleszterin nagyobb mennyiségét a fehérallomanyban kimutaté eredményiink
Osszhangban van a korabbi irodalmi adatokkal [418-420]. Ezzel szemben a korabbi
vizsgalatokban a PC (34:1) [M+H]"-jeként azonositott m/z 760,634 [417] viszonylag
egyenletes intenzitaseloszlast mutat a teljes szoveti metszetben, ami dsszhangban van a
korabbi MALDI MS-sel végzett vizsgéalatokkal [415].
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108. abra: Optikai kép az egér agy szagittalis metszetérdl, a cortex (co), a corpus

callosum (cc), a hippocampus (hi), a thalamus (th) és a putamen caudatus (cp) anatomiai
régidit abrazold vonalakkal. A (b) koleszterin [M-H,O+H]" fragmentum esetében a
thalamusban ¢és a corpus callosumban nagyobb intenzitast mutatnak, mig a (¢) m/z
760,634 (PC (34:1)) esetében egyenletes eloszlas figyelheté meg. Méretskala: 1 mm.

Masik tanulméanyunkban az automatizalt sejtenkénti képalkotas lehetdségeit vizsgaltuk
LAESI MS segitségével Allium cepa tipikusan egy sejt vastagsagu epidermalis mintdjan
[XXXI]. Az optikai mikroszkopos képekbdl szarmazd sejtfelismerésre épiild technikanal
hataroztuk meg. Egy vezérld programot fejlesztettiink ki, amely ezeket a koordinatakat
bemenetként hasznélta a lézer széloptikdjanak poziciondldsdhoz és az azt kovetd
ablaciohoz (109. abra).

109. abra: A sejtrdl-sejtre torténd szkennelés és 1ézer ablacid ttvonala.
Az egyes sejtek ablacios eseményei értékelhetd tomegspektrumot eredményeztek,
amelyeket a 110. abra szemléltet.

Az egyes ablalt sejtek ionintenzitdsat meghataroztuk, hogy sejtenként hamis szinli
molekularis térképet készithessiink, amely tiikrozi a metabolitok eloszlasat a szovetben.
A 110.(c) és (d) panel a kivalasztott ionok (m/z 535,113 és 543,159) sejtenkénti
molekularis képeit mutatja, a nem pigmentalt és a lila szinli sejtek jelentds kiilonbségeket
mutatnak. A pigmenteloszlas erds korrelacidja a cianidin-malonil-gliikkozid (m/z 535,113)
eloszlasaval validélja a sejtrdl-sejtre alkalmazott képalkotasi megkdzelitésiinket. Ugyan
a vizsgalt novényi sejtek tobb szaz mikrométer nagysagiiak, de eredményeink
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bizonyitottdk, hogy a szdloptikan keresztiil torténd lézeres ablacid eredményes lehet a
sejtszintli képalkotasi tomegspektrometrias elképzelések megvalositasara.
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110. abra: (a) Az Allium cepa epidermalis szovetének mikroszkopos képe, amelyen
nem pigmentalt és lila sejtek lathatok. (b) Tomegspektrumok egyetlen nem pigmentalt
sejtbdl (felsd panel) és egyetlen lila sejtbdl (alsé panel). (¢) A cianidin-malonil-gliikozid
(m/z 535,113) molekularis sejtfelbontast képe 6sszhangban van a lila szini sejtek
eloszlasaval. (d) A triszacharid (m/z 543,159) sejtenkénti iontérképe egyenletesebb
eloszlast mutat. Méretskala: 200 um.

A lézer ablacio hatékonysaganak novelése és kutatdsi lehetdségeink Kkiterjesztése
érdekében a PTE AOK Biofizika Intézetével 2012-ben kozosen megépitettiink egy
femtoszekundumos 1ézerrel (Spitfire Ace 100 fs) szerelt fSLAESI berendezést.
Tudomasunk szerint ez volt az els¢ olyan fSLAESI MS/MS berendezés, amely
komolyabb fragmentacié nélkiil képes volt detektalni lipideket, peptideket és kisebb
tomegl fehérjéket kozvetleniil a szoveti felszinrdl.

A fsLA igen elterjedt és hatékony mintavételezésnek szamit az elemanalizisben, igy
szamos atomspektroszkopids modszer pl. a lézerindukalt plazmaspektroszkopia
alkalmazza [1]. Az fsSLA-t az ezredfordul6 6ta hasznéljdk anyag megmunkalasra [421] és
rutin mikrosebészeti eljarasok, mitétek elvégzésére, ahol a ns-os impulzusnyalabbal
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elvégzett beavatkozasokhoz képest joval tisztabb felszint, pontosabb vagast tesz lehetdveé
[422-425]. Kisérletekben tesztelték a 75 fs, 800 nm-es fsLA alkalmazhatdsagat
szarvasmarha szaruhartydjanak nagy pontossagl vagasara. Az ablaciot kovetden MALDI
MS-sel vizsgaltak a foszfolipidek és a 6 kDa-ndl kisebb tomegii peptidek termikus
karosodasat. A kontroll és a besugarzott szovetmetszetek hasonld tomegspektrumot
mutattak, ami azt jelzi, hogy az fSLA olyan modon végezhetd el, hogy viszonylag kevés
kémiai karosodast okoz [426].
Az fsLDI MS-sel torténd képalkotasi tomegspektrometria lehetdségeit is megvizsgaltak
human hasnyalmirigy szOvetmintdk lipidosszetételének feltérképezése segitségével
[427]. Az analizis sordn ca. 10 um vastagsdgi szovetmetszeteket ITO bevonati
iveglemezek feliiletére helyezve vették fel az iontérképet, amelyek mutattak ugyan
lokalis valtozasokat, azonban a detektalt tomegek tobbnyire atipikus lipid fragmentumok
voltak [428]. A tulzott molekularis fragmentacié szintén aggodalomra ad okot a
vakuumot vagy extrém UV ns lézert hasznalo LA MS esetében, bar mindkettd nagy
potenciallal rendelkezik a szubmikronos térbeli felbontas elérése érdekében az MS
képalkotasban [429-432]. A femtoszekundumos lézerek tomegspektrometrias
alkalmazéasanak egyik legigéretesebb alkalmazési teriilete a posztionizaciora vald
hasznalat. A 10,5 eV-os posztionizacioval parositott fSLDPI MS-t kiilonb6zd intakt
kismolekulatomegli vegyiiletek kimutatdsara hasznaltdk szovetekben és biofilmekben
[433-435]. A fragmentaci6 elkeriilése érdekében a 1ézer ablacidt kovetd masodlagos
elektroporlasztasos ionizaci6 alkalmazésa hatékony kombinacionak tiinik [436].
Az altalunk Gsszedllitott berendezés felépitését a 111. dbra mutatja.
A vizsgalatok sordn els6ként az LC MS vizsgalatoknal is alkalmazott kalibracids oldat
(Agilent low calibration mix) tomegspektrumat vettiik fel (112. 4abra). A mérések
alkalmaval az oldat 20 pl-ét liveg targylemezre cseppentettiik, majd a femtoszekundumos
lézernyalab fokuszpontjaba helyeztiik. Masodlagos ionizacioként egy kereskedelmi
forgalomban kaphato Bruker ESI ionforrast alkalmaztunk. A tdmegspektrumokat és az
MS/MS fragmentaciokat egy Bruker HCT ioncsapdads tomegspektrométerrel pozitiv
modban rogzitettiik.
Eredményeink jol reprezentdljak, hogy kisebb fragmentaciéo mellett a referencia oldat
jellemzd komponensei detektalhatok voltak. A kalibralé oldat vonatkozdsdban a
vizsgalati modszer kimutatasi hatara als6 femtomol tartomanyra tehetd.
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111. abra: A munkacsoportom altal megépitett fSLAESI rendszer kisérleti elrendezése.
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112. abra: A kalibracios referencia oldat (Agilent low concentration tuning mix)
fsLAESI MS reprezentativ tomegspektruma. A nyilak az azonositott
referenciacsticsokat mutatjak (m/z 622, 922, 1522, 2122).
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113. abra: Helix idegrendszerének fsLAESI vizsgalata.

Biologiai mintaként a korabbi MALDI TOF MS vizsgélataink sordn megismert Helix
pomatia kozponti idegrendszerét hasznaltuk. A CNS mintét az liveglemezre helyeztiik
(113. &bra) és az ESI forrds bekapcsolasa utan a lézernyalab fokuszpontjdba mozgattuk.
A vizsgalatok eredményeként kapott reprezentativ tomegspektrumot a 114. abra mutatja.
Lathato, hogy a vizsgalt tomegtartoméanyon beliil csucsgazdag, foként egyszeres toltésli
ionokat tartalmazo spektrumot kaptunk. A spektrumon lipidek és peptidek egyarant
jelentkeznek, szerkezetiik igazolasara MS/MS vizsgalatokat is végezhetiink (115. 4bra).

A modszer képalkotasi alkalmazasa és tovabbi fejlesztése kozeli terveink kozott szerepel.

Intens. 1 +MS, 1.5-1.7min #(70-78)
3013

14
15439

1
1356.4

114. abra: Helix CNS kozvetlen fSLAESI MS vizsgéalatanak reprezentativ
tomegspektrumja.
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115. abra: CD-1 egér agyminta fSLAESI MS és MS/MS tomegspektrumjai. A kijeldlt
prekurzorionok: m/z 1253,7, m/z 1284,5, m/z 1395,6, m/z 1731,5 és m/z 2378,5.
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6. Legfontosabb eredményeim osszefoglalasa

Azt mondjak, hogy gyermekeink a Z, de leginkdbb az alfa generdcié tagjai olyan
emberek, akik minden kérdésiikre azonnal vélaszt akarnak kapni, illetve minden valaszra
azonnali reakcidval visszajelzést adnak. Ilyen értelemben a Iézer ablacids
tomegspektrometria az analitikai kémia alfa generacidos gyermeke. Ugyan életkorukat
tekintve az LA modszerek akar 50-60 éves multra tekintenek vissza, mégis a mintadk
vizsgalata sordn szinte azonnal megadjak a kérdéseinkre legalabb azt a valaszt, hogy jo
uton haladunk-e. A MALDI TOF MS alkalmazasa soran a felcsopogtetett minta és matrix
kristalyosodasa utdn gyakorlatilag azonnal elénk tarul a varva-vart tomegspektrum. A
minimalis mintael6készitési igény azonban rejt veszélyeket is a komplex Osszetételli
biologiai és klinikai mintdk vizsgéalata soran. Munkénkban gyakran talalkozhattunk nem
megfeleld kristalyszerkezettel, magas sOkoncentracioval vagy erds ionszupresszids
hatasokkal, amik rontjak az érzékenységet és a spektralis mindséget. Mégis, ahogy azt
egykoron Burger professzor ur tanitotta, egy analitikus szdmara, aki bioldgiai, klinikai
mintakkal foglalkozik a legjobb mintaeldkészités az, amikor nincs mintael6készités. Ez
sajnos csak nagyon ritkan valdsithatdé meg, de azt leszogezhetjiik, hogy a mintavétel és a
mintak feldolgozésa soran jelentds analitikai bizonytalansagot visziink a rendszerbe.
Ertekezésem a lézeres mintabevitelre épiil tomegspektrometria, ezen beliil is elsésorban
a MALDI TOF MS alkalmazasi lehetéségeit tarja fel a biomolekuldk vizsgélataban.
Munkacsoportunban kiilonleges, hazdnkban egyediilallo lehetdségiink a képalkotasi
tomegspektrometria hasznalata, amely heterogén szoveti felépitésii mintak molekularis
feltérképezésére kivalo eszkdznek bizonyult.

A disszertacidmban bemutatott kutatdsi eredmények 3 f6 témakor koré rendezddnek.
Munkam soran 0j modszereket dolgoztam ki és optimalizaltam kiilonb6z6 bioldgiai és
klinikai kérdések molekularis megvalaszolasa érdekében. Az elsé témateriilet a MALDI
mostohagyerekének  szamitdé  kismolekulds  tomegspektrometriai  vizsgalatok
lehetdségeinek feltarasa és a lehetdségek kiaknazéasa koré csoportosul. A mésodik részben
a bioaktiv peptidek és proteinek vizsgalatanak lézer ablacidval torténd analizisére
fokuszalok. A moddszerfejlesztések ¢és analitikai eredményeink féként olyan
egylittmiikddési projektek tomegspektrometrids tamogatasaként sziilettek meg, amelyek
a PTE AOK kutatisi portfoliojaban meghatarozd jelentdséggel birtak/birnak.
Dolgozatomban ismertetett harmadik kutatasi teriiletemet, a 1ézer ablacios biomolekularis
tomegspektrometria, illetve a MALDI MS jelenleg talan legizgalmasabb ¢&s
legdinamikusabban fejlédé irdnyzatanak a képalkotasi tOmegspektrometridnak
szenteltem, mivel elkotelezetten hiszek abban, hogy az IMS altal szolgaltatott szovet- és
sejtspecifikus molekuléris eredmények meghatarozoak lesznek a klinikai diagnosztika és
az ,,omikak™ jovdébeni fejlodésében.

Az Osszefoglalasban torekedtem arra, hogy kiemeljem a csoportban végzett biokémiai,
orvosbiologiai kutatasok soran konkrétan altalam elvégzett fejlesztéseket, bemutatott
tudomanyos munkassagom eredményeit.

6.1. Kis molekulatomegii vegyiiletek MALDI TOF MS vizsgalata
A metabolomika el6ttiink 4116 évtizedeiben a kis molekulatomegii vegytiletek (<800 Da)
rendszerbiologiai szemléletli, univerzalis, érzékeny, de kelléen specifikus vizsgalata
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nélkiilozhetetlen tényezé lesz. A komplex bioldgiai és klinikai mintdk kozvetlen
analizisére alkalmas in-situ deszorpcios és 1ézer ablacios tomegspektrometrids technikak
ujra hangsulyt kaphatnak a jovobeni state-of-the-art kutatasokban. Az alacsony
molekulatomegli vegyiiletek MALDI vizsgalata nem egyszerli feladat, hiszen meg kell
kiizdenlink a matrix okozta spektralis interferencia és a nem kivant ionszupresszid
kérdésével. A megfelel6 matrix vagy feliilet kivalasztdsa alapjaiban hatdrozza meg a
kapott végeredmény mindségét, értékelhetdségét. Munkdam soran hagyomanyosan
hasznalt (pl. CHCA, DHBA, SA, THAP) és fullerén (Cso, C70) matrixokat, illetve
matrixmentes ionizacidt (LDI) is teszteltem kis molekulatomegii vegyiiletek 1ézer
ablacids tomegspektrometrids vizsgalataira.

Els6ként dolgoztam ki eljarast a fullerének MALDI matrixként torténd alkalmazasara
Osszetett biologiai mintdk bioaktiv komponenseinek vizsgélata érdekében. A fullerének,
elsésorban a C7o hatékony matrixnak bizonyult kis molekulatomegii vegyiiletek MALDI
TOF MS vizsgalataban. Toluolos oldatdban vékony rétegként a mintatartora szaritva,
vagy ,,szendvics” technikdban hasznalva nem csupan az alacsony tomegtartomanyban
tapasztalhatd matrix interferenciat csokkenti, de szerves oldoszerekben oldodo
vegyiiletekkel elegyitve és a Cso/minta keveréket a mintatartora cseppentve rendkiviil
hatékony MALDI matrix apolaris vegytiletek vizsgéalatara.

A szteroidok tomegspektrometrias vizsgalata, korlatozott illékonysaguk és
ionizalhatosidguk miatt nem egyszerti analitikai feladat. Altaldban kémiai
derivatizaloszerek alkalmazésa sziikséges a GC/LC MS analizisekhez, azonban a kémiai
modositas kiilonosen bioldgiai matrixban szdmos hibalehetdséggel terhelt. Ennek a
problémanak megoldasara uj, kémiai atalakitdst nem igénylé kvalitativ analitikai
modszert dolgoztam ki szteroid hormonok MALDI TOF MS vizsgalatara Cyo fullerén
matrixként torténd alkalmazasa segitségével. A modszerrel sikeresen detektdltam az
Osztron, dsztradiol, 0sztriol, progeszteron €s tesztoszteron kvazimolekulaion csucsait 38
¢és 74 pmol/spot koncentracid tartomanyban. Az 0j analitikai modszer alkalmazhatosagat
valtozatos szerkezetli szintetikus szteranvazas vegyliileteken és bioldgiai mintan (vizelet)
is igazoltam. A Cryo fullerén matrix jelenlétében elvégzett MALDI TOF/TOF MS
vizsgélatok alkalmasak voltak a szintetizalt szteroidvegyliletek szerkezetének gyors,
mintaeldkészitést nem igényld vizsgalatdira ¢és igazoldsara. Az Uj, nagy
mintaateresztOképességli technika segitségével megallapitottam természetes vizeink
(Duna, Velencei-t6, Balaton) hormonalis szennyezettségét az Osztrogének és az
androgének vonatkozasdban. Kvalitativ eredményeimet LC MS kvantitativ
vizsgalatokkal egészitettem ki, amelynek eredményei jol korrelaltak mas kutatocsoportok
adataival.

Fitodsztrogének, polifenolok és antocianinok vizsgalata soran elséként igazoltam a
transz-rezveratrol fotoizomerizacioja soran keletkezd 3,4’,5-trihidroxi-difenilacetilén
jelenlétét, amely a cisz-rezveratol és a mar ismert fenantrén szdrmazék mellett keletkezett.
Megvizsgaltam a matrixmentes lézerdeszorpcids ionizacid hatdsait a vordsborban
bizonyult a transz-rezveratrol és gliikozidjanak (piceid) kimutatdsira, de erds
fragmentaciot mutatott a kvercetin, rutin, malvidin és malvidin-galaktozid esetében. A
MALDI PSD TOF/TOF tomegspektrumok elemzése soran meghataroztam a lehetséges
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fragmentéacios folyamatokat ¢&s azonositottam a keletkezett fragmens ionokat.
Tudomdasom szerint a mi kutatécsoportunk végzett eldszor ilyen jellegli 1ézer ablacids
vizsgalatokat vorosbor polifenolok vizsgalatara. A mintatarton a magas lézerfluencia
hataséara bekovetkez6 szabéalyozatlan fragmentacio elkertilése érdekében megvizsgaltam
a hagyomanyos (CHCA, SA, DHBA) és a Cy fullerén matrixok alkalmazasanak
lehetdségét. SzO16héj kivonatok analizise sordn a malvidin flavilium kationja minden
mintaban és minden matrix esetén detektalhato volt. A legjobb eredményeket a DHBA
alkalmazasa soran kaptam. A C70 fullerén matrix segitségével az antocianinok aglikon
formainak kimutatdsa volt sikeres, és jol megfigyelhetd volt a matrix interferencia
csokkenése az alacsony tomegtartomanyban. Eredményeim alapjan a MALDI TOF MS
foként a DHBA ¢és a C70 matrixként torténd alkalmazasa segitségével alkalmas
vorosborok ¢és sz6lohé) kivonatok gyors, nagyateresztOképességli analizisére ¢és
ujjlenyomat azonositasara. A felsorolt matrixokon kiviil tovabbi vizsgalatokat végeztem
a THAP matrix haszndlatdval kapcsolatban. A szilard fazist extrakcioval tisztitott
borkivonatok vizsgalatara a MALDI TOF MS ¢és a MALDI TOF/TOF MS vizsgalatok
egyarant hatékonynak bizonyultak. A THAP matrix alkalmazasa minimalis spontan
bomlast eredményezett, viszont a tandem MS vizsgalatoknal a PSD fragmentéciot kelld
mértékben tdmogatta. A MALDI vizsgalatok sordn 22 fenolos komponenst
azonositottunk, amelyek 6t csoportba tartoztak igy mint: antocianok, vitizin tipusu
antocianok, hidroxifenil-piranoantocianok, flavanil-piranoantocidnok és acetaldehid-
medialt flavol-antocidn adduktok. A borextraktumok ujjlenyomat vizsgalata alapjan
megallapitottam, hogy mind évjarat mind fajta alapjan elkiilonithetdk a vizsgalt borok és
az eldallitasi technologianak is fontos szerepe van a polifenol Osszetétel kialakuldsa
szempontjabol.

6.2. Bioaktiv peptidek ¢és proteinek MALDI vizsgalata

A peptidek ¢és fehérjék MALDI TOF MS vizsgalatai soran foként klinikai vonatkozasu
vagy klinikai potencidllal rendelkezd mintékat vettem gorcso ala.

Elsoként sikeriilt a PACAP (hipofizis adenilat cikldz aktivalod polipeptid) 38 és 27
aminosavbol felépiild formainak tomegspektrometriara épiild detektalasat kidolgoznom.
Munkdm sordn elvégeztem a modszer optimalizalasat, valamint felderitettem ¢és
kikiiszoboltem a polipeptid specialis tulajdonsagaibdl (fizioldgias stabilitds, adszorpciods
képesség) eredd analitikai problémaékat. A kvalitativze MALDI TOF MS eljaras
segitségével szamos klinikai és bioldgiai kozegbdl mutattam ki els6ként a polipeptid
jelenlétét. Tandem tomegspektrometrids vizsgalattal elvégeztem a PACAP-38 és
PACAP-27 aminosavszekvencidjanak azonositasat a mintakozegekben. Kimutattuk,
hogy a PACAP-38 mennyisége szignifikdnsan megemelkedik a csecsemdjiiket szoptatd
ndk vérében, valamint, hogy az anyatej PACAP koncentracidja mintegy 10-szer nagyobb
a vérplazmaban mért értéknél. Eredményeink a csecsemdkori taplalas fontossagara és a
neuropeptid korai idegrendszeri fejlddésben betdltott szerepére utalnak. Kutatdsaim soran
megvizsgaltam a PACAP fertilitasra, receptivitdsra és medddségre gyakorolt hatasait.
Jelenlétét kimutattam a tiisz6folyadékban, de nem detektaltam méhnyakvaladékban,
magzatvizben, szeminalis plazméaban. A peptid jelenléte a tiisz6folyadékban a fejlédod
petesejtek metabolizmusaban betoltott szerepére utalhat. A PACAP nagy mennyiségben

155



mar k. |l aszl o_314 25

jelenik meg a herékben azonban a szeminalis plazmaban nem volt kimutathat6 a jelenléte.
Kisérletekkel bizonyitottam, hogy PACAP KO egérben a spermiumok motilitdsa
csokken, ami szintetikus PACAP-38 hatdsara javithato volt.

Els6ként azonositottam tomegspektrometriaval (MALDI TOF MS és nanoDESI Orbitrap
MS/MS) a PACAP-38 endogén jelenlétét human és egér konnyben. Eredményeinket a
szarazszem szindroma potencialis kezelésének kidolgozasaban hasznositottuk, ugyanis
PACAP-38 tartalmt szemcsepp hatisara a konny kivalasztds mértéke szignifikansan
novelhetd volt a kisérleti allatokban. A neuropeptid tartalmii szemcsepp nem csupan a
konnytermelddést stimuldlta, de jelentdsen visszaszoritotta a szindromat kisérd
patologias elvaltozasokat is. Eredményeink alapjan a PACAP biokémiai hatdsanak
valoszintisithetd mechanizmusa az AC/cAMP/PKA kaszkadon keresztiil torténik,
acinalis sejtek membranjaba, ami a konnyszekrécio novekedését eredményezi. A PACAP
jelenléte nem volt detektalhato orrvaladékban, nyalban és csarnokvizben. A PACAP-38
szérumban vald jelenlétének igazolasara elvégeztem a mintdk ,,on-plate” triptikus
emésztését és a triptikus peptidek azonositasat MALDI TOF/TOF MS vizsgalatokkal. Eti
csiga €és nagy mocsari csiga hemolimfdjanak és kozponti idegrendszerének vizsgalata
soran PACAP-27 jelenlétét detektdltam. Vizsgdlataim sordn els6ként mutattam ki
PACAP-szerii peptid jelenlétét a Lymnaea idegrendszerében, illetve az AC/cAMP/PKA
aktivacioban és a hosszi tdvii memoria kialakuldsdban valod lehetséges szerepét a
klasszikus kondicionalas soran.

Fehérjeanalitikai vizsgalatokkal meghataroztam a PACAP génkiiitott (KO) egerek
fehérjekészletének expresszios valtozasait. Eredményeimbdl kideriilt, hogy hatarozott
kiilonbség mutathatd ki a vad és a PACAP KO egerek proteomikai jellemz6i kozott.
Vizsgélataink ravilagitottak a PACAP-hidnyos egerek novekedett stresszhatasokkal
szembeni sebezhetdségére a és az oOregedés fokozott mértékére. Eredményeink azt
mutatjadk, hogy a PACAP KO allatokban az ATP-szintdz szint emelkedése egy
kompenzaciés mechanizmus eredménye lehet, mely a sériilt energia egyensuly
kompenzalasara szolgal stresszmentes koriilmények kozott.

MALDI TOF MS vizsgalatokkal azonositottam hibernacios, évszakfiiggd ciklikussagot
mutatd neuropeptideket éti csiga idegrendszerében és hemolimfdjaban. Az agyi
homogenatumban 79 peptidet azonositottam, amelyek kozil 11-et kizardlag vagy
kovetkezetesen magasabb intenzitdssal detektaltam a hibernalt allatokban. Ezenkiviil 30
peptidcstcsot mutattam ki a hibernalt csigak hemolimfa mintaibol, ahol 13 vegyiilet csak
a hibernalt allatokban volt jelen. Az agyi homogendtumban egy 1j, aktivitasfiiggd
neuropeptidet azonositottam, amelynek aminosavszekvencidja: GSGASGSGSMPATTS.
A peptidet szignifikansan magasabb koncentracioban figyeltem meg az aktiv allatokban,
ami arra utal, hogy a neuropeptid valdsziniileg részt vesz az aktiv allapot kialakulasaban
¢és fenntartasaban.

Moédszert dolgoztam ki fej-nyaki laphamkarcindma soran expresszalodo fehérjék, mint
diagnosztikailag jelentds potencialis tumorbiomarkerek azonositisa ¢és kimutatisa
érdekében. Kutatdsaim sordn eljarast dolgoztam ki a nem stimulalt nyadlmintak MALDI
TOF/TOF MS vizsgélatara. A detektalt fehérjék koziil az annexin 1 és a peroxiredoxin-2
kivétel nélkiil minden tumoros nyalmintaban detektilhaté volt. A tovabbiakban a
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nyalmintak tripszinnel torténd emésztése utan a két fehérje 1-1 diagnosztikus jellegii
triptikus peptidjét (m/z 1605,96 és m/z 1734,86) detektaltam. A két peptid egyiittes
jelenléte minden tumoros nyalmintaban kimutathatd volt mig az egészséges onkéntesek
nyalmintaibol hianyzott.
A korai diagnosztikai lehetdségek feltarasa érdekében vizsgalatokat végeztem diabetes
melitusban szenvedd betegek nyalmintdin. Eredményeink azt mutattdk, hogy minden
diabéteszes beteg nyalmintdjdban talaltunk laphdmkarcindma sejtek altal expresszalt
fehérjéket, bar a betegeknél nem diagnosztizaltak malignitast vagy précancer allapotot.
A megnovekedett annexin 1, peroxiredoxin-2 ¢és tirozin-protein kindz jelenlétét
mindegyik vizsgalt diabéteszes beteg nyalmintdjaban azonositottam. Eredményeink
tilkrében feltételezziik, hogy a diabetes melitus nem csupan egy précancerdzus allapot,
de valosziniisithetéen premalignus allapotnak tekinthetd. Megallapitottuk tovabba, hogy
azoknal a betegeknél, akik 5 vagy annal tobb éve szenvednek diabéteszben magasabb
aranyban fordul elé a peroxiredoxin-2 biomarker, mint azoknal, akik 5 évnél rovidebb
ideje cukorbetegek.
Elészor mutattam ki a fej-nyaki laphdmkarcindma esetén detektalhatdo megnovekedett
peptidaz/potedz aktivitast a betegek nyalmintaiban. Megfigyelésemre épitve l1étrehoztam
egy olyan célkésziiléket, amely ca. 7-8 perc alatt képes a HNSCC kimutatasara
nyalmintakbol. A késziilék klinikai teljesitményvizsgalata jelenleg folyik 10000 f6
bevonasaval.
Els6ként azonositottam 2000 éves oszteoszarkémas csontleletekbdl tumorbiomarker
fehérjéket. Az oszteoszarkéma egy ritka eléforduldsu elsédleges csonttumor, amelyre
korai haldlozas jellemzd. Vizsgéalataim soran az annexin A10 és a vimentin jelenléte
igazolhato volt a vizsgalt csontmintakbol.
Els6ként dolgoztam ki eljarast szaj- és ajakhasadék soran expresszalddod fehérjék (pl.
dermokin, TGFB3) kimutatasa érdekében betegek nyalmintaibol. A vizsgélataim soran
kimutatott jelentds dermokin expresszi6 valdszinlileg a hasadék soran aktivalodo
keratinocitaknak tulajdonithato.

6.3. Képalkotasi tomegspektrometria

Hazankban én honositottam meg a képalkotasi tomegspektrometria alkalmazasat, amit
jelenleg is tanszékiink zaszloshajojanak tekintek. Munkacsoportunk viszonylag koran ca.
14 éve kapcsolodott be a MALDI IMS vizsgalatok kidolgozasaba és fejlesztésébe. 2011-
ben az EU éltal finanszirozott COST Imaging Mass Spectrometry paneljének indulasakor
csatlakoztam a szervezethez. Tobbszor voltam a témdaval tanulmanyaton a Bruker
Daltonics, a Waters ¢és a Thermo Scientific megfeleld iizemegységeiben ¢és
demolaborjaiban.  Munkacsoportomban  kifejlesztettiink  egy  piezoelektromos
matrixdepozicids berendezést, amely kivaldan alkalmas a szdvetmetszetek matrixszal
valé bevonasara és a vegyliletek felszini extrakcidjara. Alkalmazasaval az igen jonak
szamitd6 10-20 mikronos térbeli felbontds rutinszerien elérhetd. A képalkotasi
tomegspektrometriaval kapcsolatban egyiittmiikodést kezdeményeztem Ingela Lanekoff
professzorral (Uppsalla University), Prof. Ron Heeren-nel (Maastricht) és Vértes Akos
professzorral (George Washington University).
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Munkdm soran elvégeztem a HNSCC szoveti heterogenitasanak molekularis leképezését
MALDI TOF IMS segitségével. Eredményeim alapjan az S100A8 és S100A9 fehérjék
egyértelmiien expresszalodtak a malignitast mutatd neoplasztikus régidban, mig az
egészséges szoveti struktirdkban nem voltak kimutathatok. A két fehérjét elséként
mutattam ki mint potencidlis tumorbiomarkert epithelidlis eredetii laphdmkarcindéma
esetében. Korabban tobb tanulmany és tankonyv is cafolta a calgranulinok expresszidjat
epithelidlis eredetii tumorok esetében. Vizsgalataim eredményét azdta tobb munkacsoport
is megerdsitette nyalmintdk vizsgalata altal. Tomegspektrometrids eredményeinket
statisztikai moédszerekkel €s immunhisztokémidval validaltam. Az S100 A8 és A9
fehérjék jelenléte kimutathatd volt a mintdban talalhato hiperplasztikus epitheliumban,
amely a tumorigenezis soran egy korai, précancer expressziot feltételez. Vizsgalataink
kiterjedtek a HNSCC-ban megjelend lipidek lokalis eloszldsdnak és kvantitativ
véltozasainak feltérképezésére, amelynek sordn tobb, mint 300 lipid molekulat
azonositottunk. Az egészséges szovetben az LPC (16:0) és az LPC (18:2) expresszalodott,
mig specifikus tumor biomarkerként a PC (32:1) molekulat detektaltuk. A lipidek
eloszlas-kiilonbségeit statisztikailag igazoltuk, valamint a LPC-t bonté lizofoszfolipid
lipdz A1 immunhisztokémiai vizsgélataval erdsitettiik meg eredményeinket. A lipid
markerek klinikai alkalmazhatdsagat preoperativ szovetbiopszidk vizsgalataval mutattuk
be.
Jelolésmentes szemikvantitativ proteomikai vizsgalatokat végeztiink HNSCC-val
diagnosztizalt betegek FFPE szovetmetszeteinek felhasznalasaval. A  mintdk
vizsgalataval 1164 fehérjét azonositottunk, amelyek koziil 18 mutatott statisztikailag
szignifikans valtozast. Nyolc fehérje mutatott szignifikdnsan nagyobb mennyiséget a
neoplasztikus régioban, ezek a: tenascin, transmembrane emp24 domain-containing
protein 2, cytoplasmatic dynein light chain 1, coactosin-like protein, small proline-rich
protein 2D, nucleolin, U5 small nuclear RNP 200-kDa helicase és a fatty aldehyde
dehydrogenase voltak. A desmoglein-1 és a keratin Type I cytoskeletal 9 mennyisége
csokkent a tumorban.
Elsdként dolgoztam ki eljarast humén hereszovetek MALDI TOF IMS vizsgélatara annak
érdekében, hogy a nem-obstruktiv azoospermia leggyakoribb okénak a Sertoli cell only
szindromanak lipidomikai vonatkozéasait megismerjiik. Elégtelen ¢és egészséges
spermatogenezist mutatd hereszovetek 15 mikronos metszeteit vizsgaltam a lipidek
lokalis eloszldsdnak meghatarozasa érdekében. Eredményeim alapjan a szfingomielinek,
foszfatidil-kolinok,  glicerofoszfatidil-kolinok,  plazmalogének ¢és  foszfatidil-
etanolaminok lokalis eloszldsa és expresszios szintje jelentdsen eltér az egészséges ¢és
SCOS hereszovetben. A legjelentdsebb kiilonbségek az SM (16:0) és PC (16:0, 20:4)
lipidek eloszlasdban mutatkozott. Az SM expresszidja szignifikdnsan magasabb volt az
egészséges spermatogenezist mutatd mintdkban, mig a PC komponens az SCOS
mintdkban mutatott magasabb szintet. Egyértelmii kapcsolatot mutattam ki a SCOS
sulyossagara vonatkozd Johnsen pontozasi rendszer és a foszfolipidek lokalis eloszlasa
kozott. Eredményeimre éplilve a jovében a szeminalis plazmabol torténd lipidomikai
analizis segitheti a hereszovetbdl torténd miitéti spermiumnyerés sikerességét.
Els6ként dolgoztam ki eljarast az IVF-et kiséré korai embrionalis fejlodés térbeli és
idébeni valtozasainak molekularis feltérképezése érdekében. A MALDI TOF IMS
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elemzések soran kiilonb6zé embriondlis korban 1évé egérembriok foszfatidil-kolin
véltozasait hatdroztam meg. Vizsgalataim megerdsitették, hogy az embrionalis
implantaci6é soran és az embridk fejléddésének korai szakaszdban jelentds id6beni és
térbeli valtozasok mutathatok ki a foszfolipidek eloszlasdban. Az is kijelenthetd, hogy az
IVF beavatkozds szignifikdnsan megvaltoztatja, atalakitja a foszfatidil-kolin
lipidspecieszek lokalis expresszidit. Vizsgalatomban a tilnyomorészt OA-t tartalmazéd
PC (34:1) és PC (36:1) magas intenzitdst mutatott az uterus kiilonb6zé részein a
periimplantacios idészakban, mind normal, mind IVF terhességben. A PC (36:1)-et a
mezometrialis decidudban figyeltem meg IVF-terhesség alatt, de a normal terhességben
szinte hianyzott. Ez a szembet{ind kiilonbség az OA-tartalmu lipidek lehetséges szerepére
utal a korai embrionalis fejléddésben, és amelyek patobiokémiai szerepet jatszhatnak az
IVF korai embrionalis fejlédésében. A tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalmi PC-k mind
térbeli, mind idébeni kiilonbségeket mutattak a periimplantacids periodusban mindkét
csoportban. Figyelemre mélto, hogy a legnagyobb eltérést a normal és az IVF csoport
kozott az embriondlis 8,5. napon figyeltiikk meg a PC (36:2), PC (36:4), PC (38:4) és PC
(40:6) intenzitasaban.

Uj eljarast dolgoztam ki neuropeptidek sejtszintii lokdlis  eloszlasanak
tomegspektrometrids vizsgalatara. Tanulmanyunkban mutattuk be el6szor a Helix CNS
FMRFa lokalis eloszlasat ellenanyag hasznalata nélkiil. Képalkotasi tomegspektrometrids
vizsgalataim soran sejtszintli, néhany mikrométeres (ca. 5 um) térbeli felbontassal
térképeztiik fel az m/z 599,37 (FMRFa) tartalmt neuronok eloszlasat kozvetleniil a CNS
ganglionjaiban. Eredményeim szerint az FMRFa tilnyomorészt a CNS agyi ganglionok,
a pedalis ganglionok és a jobb oldali parietalis ganglionok pro-, mezo- és postcerebralis
régidiban talalhaté neuroncsoportokban lokalizalddott.

Elsdként végeztem el egy neuron feltdltését fluoreszcens festék és MALDI matrix
elegyével, annak érdekében, hogy a 1ézerfluencia a feltltott sejtben dsszpontosulva ott
lokalis ablaciot és ionizacidt hozzon l1étre. A kifejlesztett modszer alkalmasnak bizonyult
az FMRFa neuropeptid eloszldsanak egysejt-szintli detektalasara.

Lézer ablacios elektroporlasztdsos ionizacidra ¢€piilld ionmobilitasi képalkotasi
tomegspektrometria segitségével novényi levél és egér agymintdkat elemeztiink annak
érdekében, hogy bemutassuk a kozeli m/z értékli komponensek elkiilonitésének
lehetdségeit. Az ionmobilitds, mint extrém gyors szeparacids technika alkalmasnak
bizonyult a mintakban jelenlévd izobar vagy kozel izobar tomegli metabolitok és lipidek
szétvalasztasara, igy azok lokalizacidja kiilon-kiilon feltérképezhetd volt. Eljarast
dolgoztunk ki automatizalt sejtfelismerésen alapuld pozicionalasra épiild sejtszintii
képalkotasi LAESI vizsgéltra. Munkank soran Allium cepa epidermiszének pigment
eloszlasat hataroztuk meg sejtrél-sejtre.

Elsdként épitettem meg egy olyan fSLAESI MS/MS késziiléket, amely alkalmas volt m/z
200 és m/z 3000 tartomanyon beliil lipidek és peptidek vizsgalatara. A berendezés
segitségével megvizsgaltam a Helix pomatia kdzponti idegrendszerét, amelyben szdmos
bioaktiv vegyiiletet detektaltam. A tomegspektrometrias vizsgéalatok soran kisérletet
tettem néhany komponens tandem tomgspektrometrias azonositasara.
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7. Kutatasi eredmények ipari, klinikai diagnosztikai hasznositasa

A két évtizedes kutatas-fejlesztés-innovacid soran szdmos ipari problémaval
szembesiiltem. Ebben a fejezetben a teljesség igénye nélkiil felvazolom kutatasi
eredményeim piaci hasznositdsdnak néhany példajat. Az itt felsorolt projektek
mindegyikében Otletgazdaként és szakmai vezetdként vettem/veszek részt a
megvalositasban.

2003-ban vettem fel a kapcsolatot a villanyi boraszatokkal annak érdekében, hogy a
vorosborban talalhaté polifenolokat és antocianinokat vizsgalatok targyava tegyiik,
késobb ezt a kort kiterjesztettiik a szekszardi, egri, tokaji és macedoniai borrégiokra. A
gylimolcsozé egylittmitkodésbdl nem csupan tudoményos kézlemények sziilettek, de a
Bock és Polgar Pincészetek eredményeinket marketing célra is felhasznaltak. Ennél
jelentésebb innovacidés eredmény a Gere ¢és Bock Pincészetekben Iétrehozott
sz6ldmagdrlemények, amelyek kifejlesztése munkacsoportomban tortént. 2016 és 2018
kozott egy GINOP palyazat keretében iranyitottam a megndvelt bioldgiai hasznosuldssal
rendelkez6 Bock sz616magdrlemény tabletta tervezését, 1étrehozasat, élettani vizsgalatait
€s a gyartoiizem megvaldsitasat. A termékek jelenleg is a nemzetkdzi és hazai
kereskedelmi forgalomban elérhetdek.

Nyalproteomikai vizsgalataimra alapozva, egy ipari GINOP palyéazati forrasbol
tdmogatva kidolgoztam egy olyan célkésziiléket, amely alkalmas fej-nyaki tumoros
elvaltozasokat detektalni ca. 1 cm® nyalmintabol (116. abra). Az eljards mintegy 7-8
percet vesz igénybe ¢és szlirOvizsgalatként szinte barmilyen koriilmények kozott barhol
elvégezhetd. A diagnosztikai modszer tesztelése 600 f& bevonasaval kivald
eredményekkel lezajlott, jelenleg az NNGYK IVD engedélyeztetési eljaras és egy 10000
f6s klinikai teljesitoképességi vizsgalat folyik a szlirdvizsgalattal kapcsolatban. Az eljaras
hazai és nemzetk6zi szabadalmakkal védett [ XXXV, XXXVI, XXXVII].

116. abra: Fej-nyaki tumoros allapotok kimutatasara fejlesztett nyaldiagnosztikai
késziilék prototipusa.
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A pécsi Rovitex Kft.-vel nyert GINOP palyazat keretében antibakterialis tulajdonsagu
lakastextileket fejlesztettem ki. A termékek kereskedelmi forgalomban kaphatok.
Projektiink folytatasaként egy KFI timogatasbdl teljesen egyediilallo, levegdtisztitasra és
pollenmegkdtésre alkalmas fliggdnyt, illetve egyéb lakastextilidkat hozok 1étre.

A pécsi Karma kesztytivel 2019-ben a COVID-19 pandémia idején létrehoztam egy
antibakterialis bérimpregnald készitményt, amely segitségével megalkottam a vilag els6
bizonyitottan biocid feliileti borkesztyli csaladjat, amely jelenleg is nemzetkozi
kereskedelemben kaphato.

KFI palyazat keretében kidolgoztam egy olyan eljarast, amely alkalmas részecskék fizikai
elkiilonitésére és azok ,,omika-kompatibilis” mintaeldkészitésére akar ,single cell”
felbontasban. A taldlmany alkalmas flow-citométerrel, sejtszorterrel,
folyadékkromatografiaval, tomegspektrometridval valdo kozvetlen on-line kapcsolasra.
Az eljarasra hazai és nemzetkdzi szabadalmi védettséggel rendelkeziink [XXXVIII,
XXXIX, XL].

Ipari KFI palyazat keretében kifejlesztettem egy merdben 0j koncepcion alapulo,
allattenyésztésben alkalmazhaté embriondlis tapoldatot, amely a sikeres terhesség
kialakulasanak aranyat 20%-r6l ca. 60%-ra emelte az IVF beavatkozéasok soran. Ennek a
projektnek folytatdsaként, a korai fazisi embriondlis fejlédéssel kapcsolatos molekularis
eredményeimre épitve egy GINOP palydzat keretén belill embriondlis tenyésztésre
alkalmas automatizalhatd berendezést hozok létre, amely alkalmas a spermiumok és a
petesejtek mindségi elemzésére és szelekcidjara, a fertilizacio elvégzésére és a
blasztociszta felnevelésére a beiiltetés eldtt. Végiil a 3 vagy 5 napos embriot a berendezés
egy beiiltetd kapillarisba fagyasztja és igy tarolja el a felhasznalasig.
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8. Koszonetnyilvanitas

,,Ha masoknal messzebbre lattam, az azért volt, mert oriasok vallan alltam.”
Sir Isaac Newton

Az akadémiai doktori értekezés minden kutatdo életében egy fordulopont, amikor
atgondolhatja az addigi eredményeit és kudarcait. Az ember szinte ujra éli az egykori
barati beszélgetéseket, eszmecseréket, a kisérletek tervezésének izgalmait a varva-vart
eredményeket. Két évtized alatt sok kolléga, mentor, tanitvany, egylittmiikodd partner
jott és ment, de egy k6zos van mindben, hogy nagyon halds vagyok, hogy hosszabb-
rovidebb ideig Osszesodort minket a sors €s részesei lehettiink egymas életének.
Mindenekeldtt halasan koszondm feleségemnek és 6t flamnak a megértést és tamogatast,
hogy mindig alkalmazkodva a koriilményekhez és elfogadva azokat segitették
tudomanyos munkam ¢és probaltak otthon egyensulyt és harmoniat teremteni.

Ko6szondm édesanyamnak a tdmogatast és a hitet, amit belém vetett. Halds vagyok
tanaraimnak, egyetemi oktatdimnak (SZTE), barataimnak. Koszondm Dr. Marcsik
Antonia faradhatatlan tamogatasat és Pidl Istvan baratsagat.

Tudoményos palyafutdisom ¢és szakmai eredményeim teljes egészében a Pécsi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar Biokémiai és Orvosi Kémai
Intézetéhez kotddnek, ahol Prof. Ohmacht Robert és Prof. Siimegi Baldzs teremtették
meg szdmomra a lehetdséget és mindenben segitették, 0sztondzték munkamat jo szdval
¢s barati kritikdval egyarant. Szeretném megkdszonni a tdmogatast és bizalmat egykori
¢s jelenlegi intézetvezetdimnek Prof. Toth Gyuldnak és Prof. ifj. Gallyas Ferencnek.

Az egyetemen Prof. Bajnoczky Istvan baratom, mentorom tette felejthetetlenné az
¢jszakaba nyulo kozos munkat és kozos operahallgatassal lenditett 4t a mélypontokon,
soha nem feledem emlékét.

Halas vagyok Dr. Vértes Akos professzornak (The George Washington University) a
LAESI vizsgalatokat érintd egytittmiikodésért, és hogy megtisztelt azzal, hogy néhany
hétre befogadott laboratoriumaba ¢és otthondba. Koszondm Dr. Ingela Lanekoff
professzor tamogatasat a nanoDESI mérésekben, szakmai segitségére mindig
szamithattam.

Halas vagyok azért, hogy Prof. Felinger Attila, Prof. Galbacs Gébor, , Dr. Lelik Laszlo,
Prof. Vékey Karoly és Prof. Zaray Gyula szabadidejiiket feldldozva atnézték és
véleményezték disszertaciom elsd munkaverzigjat. Szeretném megkdszonni hasznos
szakmai tanacsaikat €s Onzetlen segitségiiket.

Koszondm egykori és jelenlegi szakdolgozd, TDK ¢és PhD hallgatéimnak a k6zos munkat
a sok-sok segitséget és az oromteli pillanatokat. Halas vagyok Dr. Avar Péternek, Dr.
Bankuti Stefanianak, Dr. Bona Agnesnek, Dr. Brubel Rékanak, Dr. Burian Andrasnak,
Gitta Stefanianak, Dr. Jancsik Veronikanak, Dr. Jarai Tamasnak, Dr. Maasz Gabornak,
Dr. Papai Zoltannak, Dr. Patonai Zoltannak, Dr. Pusztai Viktérianak, Réti Maténak és
Dr. Sulc Alexandranak.

Koszonettel tartozom a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet Osszes
dolgozdjanak. K6szondm munkacsoportom ¢és tanszékem Osszes tagjanak az inspirald
légkort és a szakmai tamogatast. Kiilonosen halas vagyok Dr. Bognar Zitanak, Dr. Hocsak
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Enikének, Horvath Anitanak, Schmidt Janosnak, Dr. Szabo Evanak, Dr. Szabo
Zoltannak, Szilagyi Gabornak, Dr. Takatsy Anikonak és Dr. Veres Baldzsnak.
K6sz6nom Prof. Reglddi Doranak és Prof. Helyes Zsuzsanndnak, Dr. Tamas Andreanak,
Dr. Pirger Zsoltnak, Laszl6 Zitanak, Zrinyi Zitanak, Prof. Kilar Ferencnek, Dr. Kilar
Anikénak, Dr. Dérnyei Agnesnek, Dr. Turiak Lillanak, Dr. Lukacs Andrasnak, Prof.
Nyitrai Miklosnak, Prof. Jandky Tamadasnak és Prof. Wolfling Janosnak a szakmai
egylittmiikddést és a kozos élményeket. Halas vagyok a Human Reprodukcids Nemzeti
Laboratérium dolgozoinak, elsdsorban Bencsik Péter Ildikonak, Prof. Bédis Jozsefnek,
Prof. Kovacs L. Gabornak és az androldgiai team tagjainak: Dr. Ballo Andrasnak, Dr.
Czétany Péternek, Dr. Maté Gabornak és Dr. Szanto Arpad igazgatd tirnak.
Halas vagyok a betegeknek, akik hozzajarultak ahhoz, hogy mintdjukat tudomanyos
vizsgalatok céljaira hasznaljuk fel. Koszonettel tartozok minden olyan elméleti és klinikai
intézetben dolgozonak, aki hozzdjarult a mintagyQjtés, szallitds, tarolas
megszervezéséhez és megvalositasahoz.
Koszonetet mondok mindazoknak a név szerint most nem emlitett hazai és kiilfoldi
kollégaknak, akikkel egyiitt dolgozhattam, egyiitt gondolkodhattam és hozzéjarultak
eredményeinkhez.
Végiil, de nem utolso6 sorban nem sziilethettek volna meg eredményeink az ipari partnerek
¢s a palyazati tamogatasok nélkiil, eztton is halasan kdsz6nom a bizalmat €s a tamogatést.
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