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OSSZEFOGLALAS

Lolium multiflorum vetémag vizsgdlatat végeztiik MALDI
TOF-TOF MS-sel, mely sordn 3 extrahdlé szert probaltunk ki
(NaCL semleges, NaCl savas, propanolos). Célunk, hogy mddszert
tudjunk kifejleszteni a fiifélék vetémag vizsgalatihoz. A 3 eljards
koziil csak a propanolos extrahdalo szer segitségével sikeriilt
zajmentes spektrumot kapni, mely soran lathatéva valt az olaszperje
magban 1évé tartalékfehérje m/z értéke.

Kulcsszavak: olaszperje, spektrométer, MALDI TOF-TOF MS,
modszerfejlesztés

SUMMARY

Lolium multiflorum seeds were tested by MALDI TOF-TOF MS
using 3 extraction solvents (NaCL neutral, NaCl acid, propanol).
Our aim is to develop a method for grass seed testing. Among the
3 methods, only the propanol extraction agent was able to obtain a
noise-free spectrum, revealing the m/z values of the reserve protein
in the italian ryegrass seed.

Keywords: italian ryegrass, spectrometer, MALDI TOF-TOF
MS, method development

BEVEZETES

A fiivek a legvaltozatosabb novényi életformak
kozé tartoznak, amelyek a szarazfoldi teriiletek
40%-at teszik ki (pl. sztyepp, szavanna, préri, pampa).
A Poaceae csalad az 5. legnagyobb ndvénycsalad
(780 nemzetség, 12 ezer faj) a ndvények kozott. Ma a
legelterjedtebb novénytipus és gazdasagilag az egyik
legfontosabb novénycsalad. Fontos alappillére az
élelmiszer eloallitas, valamint fontos
takarmanyndvény az allatok szaméra. Hasznaljak az
épitGiparban is, és mas szamos teriileten is hasznos
(energetikai ipar, papiripar). Tovabba sport- és
diszgyep eldallitasaban jatszik szerepet, melynek
elengedhetetlen feltétele a gyepvetémag (Engloner
et al., 2002).

A hazai gyepvetdmag eldallitds volumene a kivalo
Okologiai adottsagok ellenére toredéke a piaci
lehet6ségeknek (Varga et al., 2020). Jelenleg a hazai

vetdmag beszerzése nehézkes, leginkabb a kiilfoldi
fifajtak széles tarhazabol valogathatunk. Hazank
mez6gazdasagi teriiletébdl 14,9%-ot foglal el a gyep
miivelési ag (Tasi et al., 2014).

A perjefélék, mint fajtak elismeréséhez a standard
DUS vizsgalatot alkalmazzak. Ahhoz, hogy a
vizsgalat soran a fajta megfeleljen, az allomanynak
fenotipusosan  homogénnek  kell lennie, de
genotipusos vizsgalat nem torténik. Napjaink Uj
szemléletmodot kdveteld novénynemesitésének egyik
nagy  perspektivaja, —  tobbek  kozott —
mindségbiztositasi szempontbol, a
tomegspektrometria, Reeve et al. (2018), valamint
Zhan et al. (2012) szerint, mely a fiimag eldallitas
hitelességét is garantalhatja.

Az 1980-as évek kozepe ota fejlesztett MALDI
(Matrix-Assisted ~ Laser  Desorption/lonization)
lehet6séget nyujt Gj modszerek kialakitasara, amely
lehetévé teszi az agrarkutatasok szinvonalanak
novelését. Irodalmi attekintésiink soran perjefélékre
vetémagvizsgalatot nem talaltunk MALDI TOF-TOF
MS médszerrel, hanem a vizsgalatok, orvostudomanyi
vonatkozasokban leginkabb a pollenekre, valamint a
stresszfaktorokra (pl. héstressz) iranyultak (Raftery et
al., 2003; Irafieta et al., 2008; Zhang és Du, 2016).

A tomegspektrometria 115 évre tekint vissza,
amely az elmult évtizedekben hatalmas fejlédésen
ment keresztiil, és az j mérnoki fejlesztéseknek
koszonhetéen gyors és pontos modszer lett. A
tomegspektrometria a szerkezeti vizsgalatok hatékony
moddszere, amelyben a vizsgalanddé molekulakat gaz
fazisba juttatjak, ionizaljdk és nagyfesziiltségli
elektromos térben felgyorsitjak. Az ionokat tomegiik
és toltésiik alapjan magneses, elektrosztatikus vagy
radiofrekvencias mezdkkel valasztjak el és mérik. A
bioldgiailag aktiv molekuldk (fehérjék vagy enzimek)
vizsgélatainak egyik legfontosabb modszere a
MALDI ionizécios technologia. Ezért a tudomany
minden teriiletén alkalmazzak az orvostudomanyoktol
az agrartudomanyokig (Bojté, 2023).

Célunk, hogy egy olyan modszert fejleszthessiink
MALDI TOF-TOF MS késziilék segitségével, mely
biztositja a fiifélék vetdmagjainak homogenitasanak
vizsgalatat.
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ANYAG ES MODSZER

Lolium multiflorum  magok tartalékfehérjéit
vizsgaltuk MALDI TOF-TOF MS késziilékkel Bojté
(2023) modszere alapjan (/1. dbra).

1. dbra: MALDI TOF-TOF MS késziilék
(Foté: Varga Krisztina)

Figure 1: MALDI TOF-TOF MS (Photo by Krisztina Varga)

A tartalékfehérje vizsgalat roviden a kovetkezo:
10 g mintat 2,0 ml-es Eppendorf centrifuga csébe
helyeztiink, melyhez kiilonb6z6 extrahaloszereket
adtunk hozza. Ezutan a mintat razaté gépbe (Vortex),
majd ultrahangos fiirddbe helyeztiik. Ezutan 30 percig
iSmét razatogépbe helyeztiik. 30 perces razatas utin
3 percen keresztiil centrifugaltuk 14100 rpm-en. A
felilaszobol 50 wul-t ismét Eppendorf csbbe
pipettaztunk, majd ismét a razatogépbe keriilt a minta.
A folyamat kovetkezd 1épése ismét centrifugalas volt
3 percig 14100 rpm-en. Az igy keletkezett mintabdl a
MALDI-lemezre cseppentettink 1-1 ul-t, majd
hagytuk beszaradni a mintakat. A beszaradt mintakra
1-1 ul matrix oldatot cseppentettiink, melyet ismét
hagytunk beszaradni, és ezutdn behelyeztik a
késziilékbe.
A mintakészitési eljaras soran haromféle extrahalo
szert alkalmaztunk:
o NaCl semleges extrahal6 puffer: egy 150 ml-es
csavaros tetejll tivegbe 100 ml ionmentes vizet
mértiink, majd 0,58 g NaCl-ot és 0,31 g

Ditiotreitolt (DL-DTT) mértiink és alaposan
Osszekevertiik.

e NaCL savas extrahalo puffer: egy 150 ml-es
csavaros tetejli ivegbe 100 ml ionmentes vizet
mértiink, majd 0,58 g NaCl-ot, 0,31 g
Ditiotreitolt (DL-DTT) és 1 ml ecetsavat
mértiink és alaposan 6sszekevertiink.

e Propanolos extrahald puffer: egy 150 ml-es
csavaros tetejli iivegbe 50 ml 1-propanolt
mértiink, hozzatettiink 47 ml ionmentes vizet,
1 ml 100%-os ecetsavat és 2 g ditiotreitolt
(DL-DTT).

A HCCA matrix készitésének eljarasat Signor és
Erba (2013) alapjan folytattuk le. A Kkapott
spektrumok  értékelését Bruker Flex Daltonics
FlexAnalyses programjaval végeztiik el.

EREDMENYEK

A FlexAnalyses programban a spektrumok
értékeléséhez zajszlrést végeztink. A MALDI
TOF-TOF MS tomegspektrométerrel mért
spektrumok a 2-4. abran talalhatéak. A vizsgalatok
soran a fehérjeprofilokat a 2000-18000 m/z
tartomanyban vettiik fel.

Jol lathato, hogy a NaCl semleges extrahalo
pufferrel el6készitett minta (2. dbra) nem ad
hasznalhatd informaciot a fehérje m/z értékeirdl,
mivel a felvétel zajos. Hasonld eredményt szolgaltat a
NaCl savas extrahalé pufferrel el6készitett minta
(3. dbra), amely szintén nem tud informaciét adni a
fehérje m/z értékeirdl, ez a felvétel is zajos, nem
kaptunk értékelhetd spektrumot. Ennek alapvetden két
oka lehet, egyfeldl az extrahalo szer tudta jol kioldani
az olaszperje szemekbdl a fehérjéket, masfel6l a
sotartalom altalaban jelent6sen rontja a kapott
tomegspektrum minéségét. Tehat megallapithato,
hogy a NaCl semleges, illetve savas extrahalé pufferes
mintael6készitési eljaras nem alkalmas az olaszperje
fehérjéinek kimutatasara.

Ezutan sémentes extrakcioval probalkoztunk. A
vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy az
olaszperjében a fehérjéket a propanolos extrahald
puffer  alkalmazasaval lehet a  legjobban
tanulmanyozni tdmegspektrometrids koriilmények
kozott. A 4. abran lathatd fehérje spektrum az m/z
2000-8000 tartomanyban volt értékelheto,
ugyanakkor m/z 8000 tartomany felett mar nem
tudtunk értékelhetd csucsokat kimutatni a programban
az elemzés soran. Ezzel az extrahdld szerrel késziilt
minta vizsgalatakor késziilt spektrum jo mindségi, a
fehérjék jo intenzitassal jelennek meg és elkiiloniilnek
egymastol (4. dbra). A 4. abran lathato
tomegspektrumban 8-10 fehérjecsticsot detektaltunk,
melyek koziil a legnagyobb tomeglh m/z 7273
értéknél, mig a legnagyobb intenzivitast mutatd
fehérje pedig m/z 4373 értéknél jelent meg. Az
UniProt adatbazisban nem tudtuk beazonositani a
felvételezett spektrum cstcsok m/z értéke alapjan,
hogy pontosan mely fehérjéket vette fel a
tomegspektrométer (uniprot.org).
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2. dbra: NaCl semleges extrakcioval kapott spektrum
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Figure 2: Spectrum obtained by NaCl neutral extraction

3. abra: NaCl savas extrakciéval kapott spektrum
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Figure 3: Spectrum obtained by acid extraction of NaCl
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4. abra: Propanolos extrakciéval kapott spektrum
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Figure 4: Spectrum obtained by propanol extraction
KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK A  MALDI-TOF-TOF MS tomegspektrometrias

moddszerrel  lehetdségiink  van  arra,  hogy
Tudomasunk szerint mi kutatdcsoportunk vizsgalt tartalékfehérje profilokat elemezziink. A MALDI-

eloszor tartalékfehérjét az olaszperje esetében. TOF MS technologia lehetdvé teszi, hogy rovid idon
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a beliil le tudjuk mérni a mintdkat. A kutatési
MALDI-TOF-TOF MS vizsgalati modszer alkalmas eredményeink bizonyitjak, hogy a MALDI-TOF-TOF
az  olaszperje  vizsgalatara. Az  olaszperje MS késziilékkel kapott tartalékfehérje
vizsgalatdahoz a  propanolos eljarast talaltuk tomegspektrumok alkalmasak genetikai homogenitas
megfelelonek. vizsgalatara az m/z 2000-8000 tartomanyban.
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