Mirk Laszlé ,,LEZERES MINTABEVITELRE EPULO TOMEGSPEKTROMETRIAS
MODSZEREK FEJLESZTESE ES ALKALMAZASA BIOAKTIV
VEGYULETEK VIZSGALATABAN?” cimii MTA doktori értekezésének biralata

Az MTA Doktori Tandcshoz benytjtott disszertacid atfogo, részletes és magas tudomanyos
szinvonalu 6sszefoglalasat adja Dr. Mark Laszlo tobb évtizedes, tomegspektrometridra épiild
fejlesztéseit €s alkalmazasait foglalja Ossze, kiilonos tekintettel a kis molekulatomegi
vegyiiletek, peptidek, fehérjék, lipidek, valamint komplex biologiai ¢és klinikai mintak
vizsgalatara vonatkozoan. A dolgozat felépitése és tudomanyos igényessége megfelel az MTA
doktori szabalyzatban rogzitett kovetelményeknek. A Jelolt a disszertdcioban bemutatott
eredményeit logikusan felépitett fejezetekbe rendezve, vilagosan €s kdvetkezetesen targyalja.
A disszertacio egyik kozponti téméaja a MALDI-alapu analitikai médszerek fejlesztése kis
okozta spektralis interferencia és az ionelnyomas (ionszuppresszid) problémajat, amelyek e
vegyiiletek tomegspektrometrids analizisének legfobb korlatjai. Munkaja soran hagyomanyos
matrix anyagokat €¢s matrix nélkiili ionizacios megkozelitéseket is vizsgalt. Elséként dolgozott
ki eljarast fullerének MALDI matrixként torténd alkalmazéisara Osszetett bioldgiai mintak
bioaktiv komponenseinek kimutatdsara. Kiilonosen a Cro fullerén bizonyult hatékonynak,
amely alkalmazaséval jelentésen csokkent az alacsony tomegtartomanyban jelentkezo
matrixinterferencia €s lehetové valt apolaris vegyiiletek vizsgalata is.

Modszertani fejlesztésekre épitve a Jelolt 0, szarmazék-képzés nélkiili analitikai eljarast
dolgozott ki szteroid hormonok MALDI-TOF MS vizsgalatara. A modszerrel sikeresen
detektalta tobbek kozott az dsztron, Osztradiol, Osztriol, progeszteron és tesztoszteron addukt
ionjait alacsony koncentracidtartomanyban. Az eljards alkalmazhatosagat szteranvazas
vegyiileteken ¢és bioldgiai mintdkon is igazolta, valamint tovabbi lehetdsége nyilt egyéb
vegyiiletek szerkezetének gyors, mintaelokészitést nem igényld vizsgalatara. A kidolgozott
modszert természetes vizek hormon-szennyezettségének tanulmédnyozasara is alkalmazta,
eredményeit kvantitativ LC-MS mérésekkel egészitette ki.

A dolgozat jelentds részét képezik a ndvényi eredetli bioaktiv komponensek vizsgalatai.
Fitoosztrogének, polifenolok és antocianinok elemzése soran a Jelolt els6ként igazolta a transz-
rezveratrol fotoizomerizacidja sordn keletkezd 1) vegyiilet jelenlétét. Megvizsgalta a
matrixnélkiili 1ézerdeszorpcios ionizacid fragmentaciods sajatossagait, valamint PSD MALDI-
TOF tomegspektrumok alapjan részletesen elemezte a lehetséges fragmentacios folyamatokat.
Eredményei alapjan megéllapitotta, hogy a MALDI-TOF MS a matrix megfeleld
kivalasztasaval alkalmas (vOrds)borok és sz6lohéj kivonatok gyors, nagyateresztoképességii
analizisére és ujjlenyomat-alapt vizsgalatara.

A disszertacio kovetkezd részében a bioaktiv peptidek ¢és fehérjek MALDI-TOF MS
vizsgélataval foglalkozik. A Jeldlt klinikai vonatkozasti mintdk széles korét elemezte és
elsoként dolgozta ki a PACAP neuropeptid kiillonbozé formainak tomegspektrometrias
detektalasara vonatkozd moddszert. A mddszer optimalizalasa sordn sikeresen oldotta meg a
peptid fiziologias stabilitasabol és adszorpcios tulajdonsagaibol fakadd analitikai problémakat.
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Tandem MS mérésekkel azonositotta a PACAP-38-at és a PACAP-27-et kiilonb6z6 biologiai
kozegekben.

A Jelolt kimutatta a PACAP szerepét tobb élettani folyamatban, beleértve a reprodukciot, a
konnytermelést és az idegrendszeri milkodést. A PACAP génkiiitott allatokon végzett
fehérjeanalitikai vizsgalatok rdmutattak a peptid stresszvalaszban ¢és az Oregedési
folyamatokban betoltott jelentdségére. A neuropeptidkutatds keretében évszakfiiggd
ciklikussagot mutat6 peptideket is azonositott, valamint egy 1j, aktivitasfliggd neuropeptidet irt
le.

A dolgozat tovabbi fejezetei daganatos betegségekhez kapcsolédd biomarker-kutatasokkal
foglalkoznak. A Jeldlt modszert dolgozott ki fej-nyaki laphamkarcindméban expresszalddo
fehérjék nyalmintdkbol torténd kimutatdsara és tobb olyan fehérjét azonositott, amelyek
diagnosztikai szempontbdl kiemelkedd jelentdségiiek. Vizsgélatai kiterjedtek anyagcsere-
betegségekhez kapcsolddo korai kockézati allapotok elemzésére is.

A disszertacio utolso fejezete a képalkotasi tomegspektrometria alkalmazasait mutatja be. A
Jelolt uttdrd szerepet jatszott ezen technika hazai meghonositdsdban, sajat fejlesztési,
matrixréteg kialakitdsara szolgald eszkozt alkalmazva. Feltérképezte daganatos szdvetek
fehérje- ¢és lipidheterogenitdsat, valamint human és allati mintadkban a lipidek és neuropeptidek
sejtszintli  eloszlasat. A  bemutatott eredmények jol szemléltetik a képalkotasi
tomegspektrometria diagnosztikai és alapkutatasi potencialjat.

A Jelolt kiemelkedd innovacids tevékenységgel jarult hozza a lézeres mintabevitelre épiild
tomegspektrometrids modszerek ipari, klinikai, agrar- és élelmiszeripari alkalmazasahoz is.
amelyek koziil tobb kozvetleniil hasznosult a gyakorlatban. Analitikai és klinikai eredményeire
alapozva 11j, megndvelt bioldgiai hasznosulast sz6l0magdrlemény-készitmények fejlesztését és
ipari bevezetését iranyitotta, a terméktervezéstdl a gyartoiizem megvaldsitasaig. A proteomikai
kutatasokat tdmogatd, moduldris és automatizalhaté mintaelOkészité berendezést alkotott,
tovabba nyalproteomikai vizsgélatai alapjan egy szabadalmaztatott célkésziiléket hozott létre
fej-nyaki daganatos elvaltozasok detektalasara. Eljarast dolgozott ki részecskék elvalasztasara
és ,,omika-kompatibilis” mintael6készitésére. Az allattenyésztés teriiletén egy 1j koncepcioju
embriondlis tapoldat fejlesztésével jelentdsen novelte az [IVF-eljarasok sikerességét, majd erre
a blasztociszta eldallitasan és kriotaroldsan at a beiiltetésig. A felsorolt innovaciok bizonyitjak
¢s a Jelolt gyakorlati hasznositas iranti elkdtelezettségét.

Elismerve a Jelolt szinvonalas munkdjat, néhany megjegyzést, illetve kérdést teszek fel,
amelyek nem érintik a dolgozatrol kialakitott pozitiv véleményemet.



Megjegyzések:

1. A Jeldlt olvasmanyos, tomoren és szakszeriien targyalt irodalmi attekintésben mutatja
be a lézer ablacios technikakat és alkalmazasi teriileteit

2. Néhany esetben a molekulaion, vagy hasonlod kifejezés hasznalata helytelen pl.
,» Tomegspektrometrias vizsgalatdnal nagyon gyakran a kalium- vagy natrium-adduktok
intenzivebb jelet produkalnak, mint a molekulaionok” (16. oldal), vagy ,,A mintakbol
sikeresen detektaltuk a polipeptidre jellemz6é m/z 4535 értéknél megjelend molekulaion
csucsot” (63. oldal), illetve ,,protonalt kvazimolekularis ioncsucs” (74. oldal)

3. ,,magas felbontas™ helyett ,,nagy felbontas™ (23. oldal)

4. ,reflektor” helyett reflektron™ (83. oldal)

5. A 25.-27. ébrakon kiilonb6zo vegyiiletekre bemutatott fragmentacios folyamatokban
nem latszik, hogy a t6ltés melyik fragmensen marad?

6. A MALDI (MS/MS) a Jelolt altal jelzett 800 Da-nal nagyobb molekulédk (< 2000 Da)
szerkezetének azonositasara is alkalmas!

7. Hianyzik a nanoDESI Orbitrap leirasa a kisérleti részbol!

8. ,,A prekurzor jelek iitk6zési energidit automatikusan valtoztattuk...” helyesebben a ,,a
prekuzorionok {itk6zési energiait ...”

9. A biologiai hattér leirdsa tobb esetben a kémikus szdmara til részletes, l1ényegre
tordbben kellett volna attekinteni az ezzel kapcsolatos ismeretanyagot pl. patologias
spermatogenizis mechanizmusanak leirasanal!

Kérdések:

1. Mi a magyardzata annak, hogy IMS alkalmazasakor nem szamolunk ,,tangencionalis”
diffizidoval/konvekcioval és igy a célmolekula az ,eredeti helyén” detektalhatd az
extrakcid utan is?

2. Nem okozott-e kiértékelési nehézséget, hogy a képalkotasi tomegspektrometriaban a
lipidek tobbféle addukt formaban ([M+H]", [M+Na]*, [M+K]") is megjelentek?

3. A 06sztron, b-0sztradiol és 0sztriol esetében negativ, mig a progeszteron és tesztoszteron
esetében pozitiv ionmod eredményez jobb jel/zaj ardnyt. Ennek oka az lehet, hogy
Osztron, b-Osztradiol és Osztriol fenolos, konnyen deprotondlhaté —OH csoportot
tartalmaz. Helytallo ez magyarazat?

4. Mibol (mitdl) erednek a 10-15. abran a célvegyiilet (kivéve a 12. abrat) mellett
megjelend csucsok?

5. A 3. tablazat (36. oldal) adatait elemezve két kérdés meriil fel: mi az oka a jelentds
tomegeltérésnek a mért €s a szamitott kozott (~1Da)? Mi a kiilonbség a két kimutatasi
hatar kozott?

6. A Cy0 matrix alkalmazasanak eldnye kizardlag a Ceo-hoz képest 120 Da-nal nagyobb,

kvazi matrixion-mentes tomegtartomanyban nyilvanul meg?



7. A 35. abran bemutatott, kiilonb6z6 évjarata Vranek borokrol késziilt MALDI-TOF MS
eredmények mennyire reprodukélhatdok, hogy levonhassuk azt a kvetkeztetést, hogy az
antocian tartalom az évjarat mellett, ami egyébként logikus is, a borkészitési
technoldgiatol is fiigg?

8. Hogyan hatarozta meg a PACAP-38 koncentraciojat MALDI-TOF MS moddszerrel?

rrrrr

crer

9. ,,Patkény vérplazma mintaban sikeresen detektaltuk a PACAP-38 molekulaionjait (m/z
4535), azonban nagy mennyiségben mutattuk ki a PACAP-38 Na'-ionhoz ko6tédd
adduktjat is (m/z 4558)” (71. oldal) Kérdésem ezzel kapcsolatban: Mi bizonyitja, hogy
a Na'-addukt az oldatban mar eleve jelen van és nem a MALDI-ionizaci6 soran
képzodik?

10. Milyen mechanizmusokon keresztiil befolyasolja a PACAP jelenléte vagy hianya az
antioxidans védekez06 rendszert és az oxidativ stressz markereit fiatal és idos allatokban,
kiilonos tekintettel a glutationszintre, a szuperoxid-dizmutdz aktivitasdra és a
hésokkfehérjék expressziojara?

11. Hogyan bizonyitotta be, hogy pl. az agyi homogenizatumban 1évé 79 db cstcs
mindegyike peptid/polipeptid-t6]l ered? (88. oldal), mig az egészséges €s daganatos
szovetrészekbdl 300 db lipidet azonositott ,,lipidomika” felhasznalasaval?

A Jelolt tudomanyos munkassagat hat, jol koriilhatarolt tézispontban foglalta 6ssze. Ezek a
tézisek atfogd képet adnak kutatdsi eredményeinek jelentdségérdl, moddszertani
megalapozottsagarol ¢és gyakorlati hasznosithatosdgarél. A  bemutatott eredmények
megfelelden alatdmasztottak és egyértelmiien igazoljak a jelolt 6nalld, innovativ hozzajarulasat
a szakteriilethez. A tézispontokban megfogalmazott megallapitdsokat megalapozottnak tartom
¢s azokat elfogadom.

Osszességében a disszertaci6 magas tudomanyos szinvonald munka, amely jelentés
modszertani fejlesztéseket és széleskori alkalmazasi eredményeket mutat be. A Jelolt
munkaja érdemben hozzajarul a tomegspektrometria és annak orvos-biolégiai
alkalmazasainak fejlodéséhez. A fentiek alapjan javaslom az MTA Doktori Tanacsanak,
hogy Mark Laszlo doktori munkajat bocsassa nyilvanos vitara és részére sikeres védés
esetén az MTA doktora cimet itélje oda.

Debrecen, 2025. december 29.
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