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Osszefoglalas

Ma a MALDI-TOF MS kulcsfontossiagu eszkoz a proteomikaban, a mikrobiolégidban, az
orvosi diagnosztikiban, valamint széles korben alkalmazzik az élelmiszerbiztonsag és
az anyagtudomany tertletén. A technologia az elmult években forradalmi fejlédésen
ment keresztil: (j matrixanyagokat fejlesztettek ki, amelyek javi tottak az ionizicio
hatékonysagat, valamint fejlettebb adatfeldolgozasi algoritmusokat dolgoztak ki az
elemzések pontossiganak novelésére. Gyorsasiga, koltséghatékonysiga és megbi zhatdsaga
miatt egyre inkabb a hagyomanyos azonosi tisi modszerek alternati vijaként jelenik
meg.

A MALDI-TOF MS egy innovativ és sokoldali eszkoz, amely fontos lehet a
novénytermesztésben €s az é€lelmiszeripari mindségellen6rzésben. Nemcsak a
genetikai tisztasig vizsgilatiban és a toxinelemzésben nyujt megbi zhat6é eredményeket,
hanem hozzijarul a noévényélettani kutatisokhoz €és a novényvédelmi stratégiak
fejlesztéséhez, a novényi fehérjék expressziés mintizatainak részletes feltérképezéséhez. A
modszer alkalmazdsaval lehetdség nyilik Uj stresszvalasz-fehérjék azonositdsara,
amelyek jelentOs szerepet jatszhatnak a jovobeni novénynemesi tési programokban. A
proteomikai kutatisok fejlédése lehet6séget teremt arra, hogy a kiilonboz6 kornyezeti
hatasokra adott fehérjevaltozasokat részletesebben feltarjuk.
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A MALDI-TOF MS és az intelligens adatelemzés kombindcidja 4j tavlatokat nyithat
a betegségek diagnosztikdjaban, a preci zids orvoslds fejlédésében az élelmiszerbiztonsig,
mez6gazdasag és a kornyezeti analitika tertletén is.
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Summary

Today, MALDI-TOF MS is a key tool in proteomics, microbiology, medical diagnostics,
and is widely used in food safety and materials science. This technology has
undergone revolutionary developments in the recent years: new matrix materials
have been developed that improve ionisation efficiency, and more advanced data
processing algorithms have been developed to increase the accuracy of analyses. Due
to its speed, cost-effectiveness, and reliability, this technology is increasingly
emerging as an alternative to traditional identification methods.

MALDI-TOF MS is an innovative and versatile tool that may be important in plant
breeding and food quality control. Not only does it provide reliable results in genetic
purity testing and toxin analysis, but it also contributes to plant physiology research
and the development of plant protection strategies, as well as the detailed mapping
of plant protein expression patterns. The method enables the identification of new
stress response proteins that may play an important role in future plant breeding
programs. Advances in proteomics research are opening up opportunities to explore
protein changes in response to different environmental influences in greater detail.
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The combination of MALDI-TOF MS and intelligent data analysis may open new
horizons in disease diagnostics, the development of precision medicine, food safety,

agriculture, and environmental analytics.

Keywords: MALDI-TOF, spectrometry, protein identification, method innovation

A MALDI-TOF MS eredete

A tdmegspektrometria (MS) egy analitikai technika, amely a vizsgalt mintak
tomeg-toltés ardnyanak mérésén alapul, lehet6vé téve a bennik talalhato
vegylletek azonositisit (Sparkman 2000). A korai tomegspektrometrias
technikak az ionizdciohoz elektronnyaldbokat alkalmaztak, amelyek jelentds
mértékben fragmentiltak a vizsgalt molekuldkat. Ez az uigynevezett ,kemény
ionizaciés” modszer megnehezitette a nagyobb, érzékeny biomolekulak
vizsgalatat, mivel ezek a folyamat sordn toredeztek és elvesztették eredeti
szerkezetiket (Karas et al. 1985).

Az 1980-as évek kozepén Franz Hillenkamp €és Michael Karas német
kutatok egy uj, ,lagy ionizaciés” technikat dolgoztak ki, amely lehet6vé tette a
biomolekulik kirosodas nélkiili ionizacidjat (Karas et al. 1987). Felfedezték,
hogy az alanin aminosav konnyen ionizalhat6, ha triptofinnal keverik és
266 nm hullimhosszisaga lézersugarzassal kezelik. Ezt a modszert
tovabbfejlesztve rajottek, hogy mas peptidek is ionizalhatok egy megfeleld
~matrix” jelenlétében (Karas et al. 1987). A matrix segi tette a mintdk védelmét az
ionizicio soran fellépd fragmenticiéval szemben, igy kialakult a késGbbiekben
sz€les korben elterjedt matrix-asszisztilt 1ézer deszorpcids/ioniziciés (MALDI)
technika. Ez a felfedezés forradalmasi totta a tomegspektrometrids elemzéseket,
kiléndsen a bioldgiai makromolekulak, példaul fehérjék és peptidek vizsgalatiban,
amelyeket kordbban nehéz volt elemezni tdmegspektrometrids modszerekkel.

Koichi Tanaka japin kutato tovabbfejlesztette a modszert, €s nagyobb
molekuldk sikeres ionizdcidjit is megvalési totta nitrogénlézer segi tségével.
Tanaka 2002-ben megosztott kémiai Nobel-dijat nyert a bioldgiai
makromolekuldk tomegspektrometrias vizsgalatahoz kifejlesztett 0 ionizacids
technikajaért (Markides és Grdslund 2002). Bar Karas és Hillenkamp
munkdja szintén alapvetd fontossagu volt, a Nobel-di jat végtil Tanaka kapta a
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technoldgia tovabbfejlesztéséért. Ennek ellenére a MALDI technoldgia
fejlédése folyamatosan zajlott, €s az 1990-es évekre a modszer széles korben
elérhetdvé valt a tudomanyos kozosség szamara.

A MALDI technika énmagaban is forradalmi volt, azonban az igazi attorést
az hozta, amikor ezt kombinaltik a Time-of-Flight (ToF) technolégidval. A ToF-
technikat mar az 1950-es évek végén Kkifejlesztették, de kezdetben alacsony
felbontisa miatt nem talalt széles kort alkalmazisra a tomegspektrometridban
(Hillenkamp €s Karas 2000). Az Time-of-Flight technoldgia lényege, hogy a
vizsgalt ionokat egy egyenaramu elektromos tér segi tségével gyorsi tjak fel,
és azok replilési idejét mérve hatirozzak meg tomegiket. A MALDI és a ToF
kombinicidja viszont olyan rendki viili érz€kenységii €s szelektivitasa eljarast
eredményezett, amely ma MALDI-TOF MS néven vilt ismertté. Ez a késziilék
mar alkalmas volt 10 kDa molekulatomegli mintdk analizisére is. A ToF
kilonosen hatékony a visszaverddési mod (reflectron mode) alkalmazasakor,
amely noveli a tdmeganali zis pontossagat és csokkenti az ionok szétszorodasit,
eziltal javi tva a mérés felbontasit (Karas et al. 1987).

A MALDI-TOF MS bevezetése Ota szamos teriileten forradalmasi totta az
analitikai kémiai kutatasokat, lehet6vé téve fehérjék, peptidek, szénhidratok
és egyéb makromolekuldk gyors és pontos azonosi tasit. A technika rendki viili
elénye, hogy minimilis mintael6készi tést igényel, és nagy érzékenységgel
képes akar komplex bioldgiai mintak elemzésére is. Ez tette lehet6vé a
proteomikai kutatisok robbandsszeri fejlédését, hiszen a MALDI-TOF MS
képes volt hatékonyan €s gyorsan azonosi tani fehérje- és peptidmintizatokat.

A MALDI-TOF MS késziillék mukodési elve

A Matrix-Asszisztalt  Lézer  Deszorpcids/loniziciés  Time-of-Flight
Tomegspektrometria (MALDI-TOF MS) egy rendkivill gyors, pontos és
koltséghatékony modszer a mikroorganizmusok azonosi tisara és karakterizalasara.
Ez a technoldgia a mintak tdmegspektrum-alapt ujjlenyomatainak generilasival
miikodik, amelyek egyediek minden mikroorganizmusra, i gy lehet6vé teszik
azok genus- és fajszint(i azonosi tisat, valamint potencidlisan torzsek tipizalasat €s
azonosi tasat is (Anhalt és Fenselau 1975). A tomegspektrometriat évtizedek
6ta alkalmazzak a kémidban, de csak 1975-ben javasoltak el6szor, hogy baktériumok
azonosi tdsara is hasznilhaté (Anhalt és Fenselau 1975). Megfigyelték, hogy a
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kilonboz6é baktériumnemzetségek ¢€s fajok egyedi tomegspektrumokat
produkalnak.

Az 1980-as években a deszorpcios/ionizicios technikak, mint a plazma-
deszorpcio (PD), 1ézeres deszorpcié (LD) és gyors atom-bombazis (FAB)
kifejlesztése lehet6vé tette a mikroorganizmusokbdl szarmaz6 biomarkerek
ionizaciogjat és tomegspektrometrids profilozasit. Kezdetben féként alacsony
molekulatomegi bakteridlis lipidek elemzésére korlatozodtak a vizsgalatok,
mivel az alkalmazott ionizdciés technikdk til nagy energidjiak voltak a
biomolekulik stabil ionizilisahoz. Az 1980-as évek végén Kkifejlesztett lagy
ionizaciés technikik, mint a MALDI és az elektrospray ionizacio (ESD), lehet6vé tették
a nagyobb biomolekulak, példaul az intakt fehérjék MS-anali zisét.

Szamos kutato bizonyi totta, hogy a MALDI-TOF alkalmas fehérjeprofilok
létrehozasira sejtextrakciot és tiszti tist kovetoen (Girault et al. 1996). Holland et
al. (1996) volt az elsé, aki kimutatta, hogy MALDI-TOF spektralis ujjlenyomatok
elbdlli thatok teljes bakteridlis sejtekbdl elOkezelés nélkil. Ezt az eljarast azota
szimos kutat6 alkalmazta baktériumok genus- €s fajszint(i azonosi tisara (Claydon
etal. 1996, Haag et al. 1998, Pribil és Fenselau 2005, Vargha et al. 2006). Az 1990-
es évek végétdl kezdbdbéen a maodszer sikerességét bizonyi tottik baktériumok,
gombdik és éleszt6k gyors azonositisiban is, amint azt a technoldgidval
kapcsolatos publikaciok szimanak exponencidlis novekedése is tikrozi.

A MALDI-TOF MS-t kiilonféle mikroorganizmusok, koztiikk baktériumok,
gombak és vi rusok karakterizaldsara alkalmaztak (Giebel et al. 2010). Gyors
mikrobialis karakterizicios képességei miatt a modszer alkalmazhato orvosi
diagnosztikiban, biovédelmi kutatasokban, kornyezeti monitoringban és
€élelmiszerbiztonsigi ellen6rzésekben. A MALDI-TOF MS gyors, nagy
ateresztOképességli azonositist tesz lehet6vé alacsony koltségek mellett,
alternati vat kinalva a hagyomanyos biokémiai €s molekularis azonosi tasi
rendszerekkel szemben.

A technika alapelve szerint a tomegspektrométer harom {6 egységbdl all:
(1) egy ionforrasbdl, amely a minta molekulait ionizalja és gazfazisba juttatja,
(2) egy tomeganalizatorbdl, amely az ionokat tomeg/toltés aranyuk (m/z)
szerint szétvalasztja, valamint (3) egy detektorbdl, amely rogzi ti az elkiloni tett
ionokat és a megfeleld szoftver segi tségével elemzi a kapott tomegspektrumokat
(Emonet et al. 2010). A mintat egy matrixoldattal keverik, amely lehetdvé
teszi az energia elnyelését €s az ionizdcios folyamatot. A leggyakrabban
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alkalmazott matrixanyagok kozé tartozik a 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB), az
o-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (CHCA) és a sinapinsav (SA) (Fenselau és Demirev
2001). A matrix szerepe, hogy megvédje az analyte molekuldkat a tdlzott
fragmentaciotol, i gy biztosi tva az intakt biomolekulak detektalasat. A matrixot €s
a mintit egy fém céllemezre helyezik, majd a keverék kristilyosodik. Ez
biztosi tja a megfeleld ionizaciot €s stabilitast a mérés soran (Lay 2001).

Miutin a céllemezt a tomegspektrométerbe helyezték, egy lézerimpulzus
hatasara a matrixmolekulak energiit nyelnek el, amely az analyte ionizicigjat és
deszorpcigjat eredményezi. Az ionizalt részecskéket egy elektromos tér gyorsi tja
és egy vakuumcsébe juttatja. Az ionok repiilési ideje arinyos a témeg/toltés
arinyukkal, igy a kisebb tdmegii ionok gyorsabban érik el a detektort, mig a
nagyobb tomegtiek késGbb. A detektor altal rogzi tett jelekbdl egy tomegspektrum
jon létre, amely lehet6vé teszi a minta komponenseinek azonosi tisat €s relativ
mennyiségeik meghatirozasit (Cotter 1997). Az igy kapott spektrum egyedi
sujjlenyomatként” szolgal az adott mikroorganizmus szamara, €s egy referencia-
adatbazissal valo ésszehasonli tis révén azonosithatd. A mdodszert az 1. dbra
szemlélteti.

A mintat egy matrixszal keverik 0ssze egy vezetd fémlapon. A matrix €s a
mikrobialis anyag kristilyosoddsa utdn a fémlapot a tdmegspektrométerbe
helyezik, ahol révid 1ézerimpulzusokkal bombdazzak. Az igy deszorbeilt és
ionizalt molekulakat egy elektrosztatikus tér gyorsitja fel, majd egy
vakuummal ellatott fém repiilési csévon keresztil jutnak el a detektorhoz,
ahol a kisebb tomegi ionok gyorsabban, mi g a nagyobb tomegiiek lassabban
érkeznek meg. Igy a bioanalitik a repiilési idejikk (TOF) alapjin szétvalnak, és
egy tomegspektrumot alkotnak, amely tomeg/toltés (m/z) ardnyu csticsokbol
all, eltérd intenzitassal. Ez a spektrum egy egyedi mikrobidlis ujjlenyomatként
szolgal, amely egy referencia-adatbazissal 6sszehasonlitva lehetdvé teszi a
minta azonositiasit faj- vagy nemzetségszinten (Croxatto et al. 2012) (1.
dabra).

Spektroszkopiai technikak

A spektroszkopia olyan analitikai modszerek 0sszessége, amelyek az anyag és
az energia kozotti kolcsOnhatasok vizsgalatin alapulnak. A kilonbo6zé
spektroszkopiai technikak segitségével meghatirozhaté egy anyag szerkezete,
Osszetétele és fizikai tulajdonsigai. Ezeket a modszereket széles korben
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alkalmazzik a kémiai, bioldgiai és anyagtudomanyi kutatisokban, valamint az
ipari és orvosi diagnosztikai eljairisokban. A legfontosabb ilyen technikik az
elektromagneses sugarzason alapuld spektroszkopidk, a magmagneses
rezonancidn alapulé spektroszkopidk, valamint a tOomegspektrometrids
technikak.

1. abra. A MALDI-TOF MS miikodésének sematikus dabrdzoldsa
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Figure 1. Schematic representation of the operation of MALDI-TOF MS. Croxatto et al. (2012)
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A tomegspektroszkopia csoportjaba tartozik a dolgozat altal tdrgyalt
MALDI-TOF MS is. A tomegspektrometria (MS) egy rendkivil érzékeny
analitikai modszer, amelyet molekulak tomegének meghatirozisira,
szerkezetének elemzésére és Osszetételének azonositisira alkalmaznak
(Cotter 1997). Az MS kiemelkedé jelentOségli a gyogyszerkutatdsban és a
biokémiai analitikiban, kilondsen a biomolekuldk azonositisa és
kvantifikalasa terén (Glish és Vachet 2003). Az eljaris hirom {6 szakaszbdl all:
az ionizdciobdl, a tomeg/toltés arany (m/z) mérésébdl és az adatok
kiértékelésébbl. A modszer széles korben alkalmazhatd, beleértve a
proteomikat, a metabolomikit és a klinikai diagnosztikit (Cooks et al. 2000).

A témegspektrometrids modszerek kozotti legfontosabb kilénbség az ionizacié
modjaban rejlik. A MALDI (matrix-asszisztilt 1€ézer deszorpcits/ ionizicios)
technika egy lagymddszer, amelyet gyakran biomolekulik, példaul fehérjék,
peptidek é€s lipidek vizsgalatira hasznilnak. A MALDI sordn egy minta Kkristalyos
matrixba agyazodik, majd lézer segitségével ioniziljak (Karas €s Hillenkamp
1988). A generilt ionokat egy Time-of-Flight (TOF) analizitor segitségével
vilasztjak szét, amely a toltott részecskék repiilési idejét méri az elektromos térben
(Kaufmann 1995). A TOF spektrometria kivaléan alkalmazhaté nagy tomegi
biomolekuldk anali zisére (Weickhardt et al. 1996).

A Electrospray Ionization (ESI) egy masik ligymoddszer, amely
folyadékfazisbdl szirmazo ionok generilasira szolgal. Az ESI kilondsen hasznos
nagy molekulatomegli biopolimerek, példaul fehérjék és nukleinsavak
vizsgalatira, és gyakran folyadékkromatografiaval (LC-MS) kombiniljak
(Fenn et al. 1989). Az ESI képes stabilizalni nem-kovalens komplexeket, i gy
kulcsszerepet jatszik fehérje-ligand kolcsonhatasok vizsgalataban (Smith et al.
1997). Az ESI egyik hatrinya azonban az ionelnyomds jelensége, amely
bizonyos matrixok esetében befolyasolhatja az anali zis pontossagat (Glish és
Vachet 2003). A Tandem Tomegspektrometria (MS/MS) egy fejlett technika,
amely tobb egymds utdni tOmeganali zist alkalmaz. Az els6 tomeganalizdtor
kivalaszt egy prekurzor iont, amelyet fragmentiacioé kovet, majd a masodik
analizator az igy létrejott termékionokat vizsgilja (Mann et al. 2001). A
modszer kulcsfontossigu az olyan alkalmazasokban, mint a fehérjefelderi tés,
a gyogyszerkutatas és a metabolomikai elemzés (Adebersold és Mann 2003).
Az MS/MS tovabbfejlesztett valtozatai, példaul az MSn anali zis lehet6vé teszik
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tobblépcsds fragmenticids vizsgilatok elvégzését, amelyek kiléndsen hasznosak
komplex keverékek vizsgilatiban (Busch et al. 1988).

A Quadrupole Ion Trap (QIT) és Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance
(FTICR) spektrométerek nagy felbontast biztosi tanak a pontos tomegméréshez.
A QIT tdmeganalizator elektromos tér segi tségével csapdizza az ionokat és
szekvencialisan szabadi tja fel 6ket tomeganali zis c€ljabol (March 1997). Az
FT-ICR spektrometria egy magneses térben torténd ioncsapdazast alkalmaz,
amely kilonosen hasznos nagy felbontast tomeganali zishez €s pontos tomeg
meghatarozashoz (Marshall et al. 1998). Az FI-ICR elOdnyei kozé tartozik a
kivételes tomegpontossag, amely lehetOvé teszi az izotopos eloszlasok preci z
elemzését (Marshall és Comisarow 1974). A Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS) az egyik legérzékenyebb elemanalitikai technika,
amelyet nyomelemek meghatirozasira és izotOparainyok mérésére hasznalnak
(Becker 2007). A plazma homérséklete lehetdvé teszi az erdsen kotott elemek
ionizacigjat, i gy a modszert széles korben alkalmazzak kornyezetanalitikdban,
klinikai diagnosztikaban és élelmiszerbiztonsagi vizsgilatokban (Montaser
1998). Az ICP-MS jelentSs elonye, hogy képes egyidejiileg tobb elem pontos
mennyiségi meghatarozasara (Becker 2007).

A tdmegspektrometria folyamatos fejlédése j lehetdségeket nyitott meg
az analitikai kémia teriiletén. Az érzékenység és felbontds novekedésével a
technika egyre szélesebb korben alkalmazhato biologiai €s ipari kutatasokban,
valamint klinikai diagnosztikiban. Az MS-alapi moddszerek kombinacidja,
példiaul a kromatogrifids technikakkal valé integricid, tovabb noéveli az
analitikai teljesi tményt €s alkalmazhatésagot (Glish és Vachet 2003).

Az elektromagneses sugirzason alapuldé technikik egyik legfontosabb
képvisel6je a RAMAN spektroszkopos technika. A Raman-szords egy olyan jelenség,
amelyben a mintara es6 fotonok ineleasztikusan szorodnak, miutan kolcsonhatasba
léptek a rezgd molekulakkal. A hatast Chandrasekhara Venkata Raman fedezte fel
1928-ban, amelyért 1930-ban Nobel-dijat kapott (Raman 1928). Eredetileg a
Raman-spektroszkdpiat a fizika és kémia tertilein alkalmaztak, f6ként molekularis
rezgések és szerkezetek vizsgilatira (Hibben 1939, Herzberg 1945). Korai
korlatozo tényezGje a Raman-spektroszkopia terjedésének az volt, hogy a szordsi jel
nagyon gyenge, ez€ért nagy intenzitisi monokromatikus fényre volt sziikkség a
kimutathato jel generalisihoz. Az 1960-as években a lézerek felfedezése lehet6vé
tette a Raman-spektroszkopia hatékonyabb alkalmazasat (Porto és Wood 1962,



SZEMLE: KALINA H.-NAGY]. 114

Kogelnik és Porto 1963). Ezzel parhuzamosan a technika fejlodését segi tette a
digitalis spektrumok megjelenése a CCD-Xkkel, valamint a konfokdlis Raman-
mikroszkop bevezetése (Delhaye és Dhamelincourt 1975). Az 1990-es évek elejétol
a Raman-spektroszkopiat széleskortien alkalmazzak a bioldgiai mintak vizsgilatara
(Puppels et al. 1990, 1991). Az egyik legfontosabb el6nye, hogy nem rombolja a
mintat, és elokészi tés nélkil is alkalmazhat6, i gy in vivo mérésekre is alkalmas.
Raman-spektroszkopiaval biomolekuldk, pl. lipidek, fehérjék, szénhidritok és
nukleinsavak relativ koncentraciGja is meghatirozhatd (Beier et al. 2010). A
Raman-spektroszkopia fontos diagnosztikai lehetdséget is jelent, mivel lehetdséget
ad bakterialis azonosi tisra (Walter et al. 2011, Samek et al. 2015) és betegségek
diagnosztizalasara (Diem et al. 2013, Kong et al. 2015). Az egyik jelentds korlatozo
tényez$ azonban, hogy a Ramanijel gyengesége miatt a mérések hosszu ideig
tarthatnak, kilénésen hiperspektralis képek készi tésekor. Ennek megoldasira
fejlesztették ki a koherens Raman-technikidkat, mint a koherens anti-Stokes Raman-
szoras (CARS) és a stimulated Raman-szoras (SRS), amelyek jelentésen erésebb jelet
biztosi tanak (Evans és Xie 2008, Camp és Cicerone 2015). Egy masik lehet6ség a
felszi n-névelt Raman-szords (SERS), amely fémfelileteket alkalmaz a jel erdsi tésére,
lehet6vé téve nyomelemzéseket is (Xie és Schliicker 2013, McAughtrie et al. 2014).

Magmagneses rezonanciin alapuld spektroszkopos technika, a nukledris
maigneses rezonancia (NMR) spektroszkopia egy sokoldali technika, amelyet
bioldgiai makromolekulak szerkezetének, dinamikdjanak és kolcsonhatisainak
vizsgalatira hasznilnak (Mittermaier és Kay 2009). Az NMR jelenségét
fiiggetleniil fedezte fel Felix Bloch és Edward Purcell a masodik vilighidborua
utdan, amelyért 1952-ben Nobel-dijat kaptak. A modszer fizikai alapokon
nyugszik, de id6ével a kémia €s a bioldgia tertiletére is kiterjedt (Bloch et al.
1946, Purcell et al. 1946). Az els6 kémiai alkalmazasokat Proctor és Yu (1950)
vezette be, amikor megfigyelték a kémiai eltolédast. Az 1960-as években a
szupravezetd magnesek és a Fourier-transzformalt (FI) NMR jelent6sen
novelte a technika érzékenységét (Ernst és Anderson 1960).

Az NMR egyik legfontosabb alkalmazisa a biomolekulak oldatfazisu
szerkezeti meghatarozasa, amely kulcsfontossagu az olyan flexibilis fehérjék
esetében, amelyek nehezen kristilyosithatok (Williamson et al. 1985). A
kétdimenzids (2D) NMR megjelenésével lehetdvé vilt bonyolult molekularis
rendszerek elemzése (Aue et al. 1976). A 15N és 13C jelolt fehérjékkel végzett
NMR ki sérletek révén a nagyobb biomolekulik szerkezetének vizsgilata is
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lehetévé vilt (Bax 1994). Az évek soran az NMR spektroszkopia nemcsak a
fehérjeszerkezet-meghatarozasra, hanem az intrinszikusan rendezetlen
fehérjék (IDP-k) vizsgalatira is kiterjedt (Dyson és Wright 2004). A technika
kilonboz6 spektrilis paramétereket hasznil a molekuldris szerkezet és
kolcsonhatasok jellemzésére. A kémiai eltolddds az atomok elektronikus
kornyezetétdl figg (Wishart 2011), mi g a J-kapcsolddas a kovalensen kotott
atommagok kozotti csatolas mérésére szolgal (Karplus 1963). A nuklearis
Overhauser-effektus (nOe) térbeli kolcsonhatiasokat detektil (Neuhaus és
Williamson 1989), mi g a maradék dipolaris csatolisok (RDC) a molekulak
orientacidjarol szolgaltatnak informaciot (Tjandra és Bax 1997).

Az NMR fontos szerepet jatszik a fehérjék dinamikus viselkedésének
feltarasaban, beleértve a konformacids valtozisokat és kolcsonhatasokat (Kay et al.
1989). Az EXSY modszer lehet6vé teszi a lassi kicserélodési folyamatok
tanulmanyozasit, mi g a CPMG relaxicits diszperzids technika a gyors dinamikai
folyamatokat segit feltarni (Skrynnikov et al. 2002). Az NMR spektroszkopia
rendki vill sokoldalti eszkdz a biomolekulak vizsgalatira. Noha a fehérjeszerkezet-
meghatirozas teriiletén az rontgenkrisztallografia domindl, az NMR egyedulallo
betekintést nytjt a biomolekuldk dinamikdjaba és kdlcsénhatdsaiba.

A MALDI-TOF MS késziilék technologiai, gyakorlati alkalmazasa

A MALDI-TOF MS technolégia az elmult években forradalmasitotta a
mikrobioldgiai azonosi tis és karakterizicio teriletét. A modszer gyorsasiga,
pontossiga és koltséghatékonysaga révén egyre szélesebb korben
alkalmazzik kilonféle mintak vizsgalatara, legyen sz6 klinikai, élelmiszeripari,
kornyezeti vagy kutatdsi céla analizisr6l. A kovetkezOkben részletesen
bemutatjuk, hogyan hasznilhat6 a MALDI-TOF MS kilonboz6 mintak
elemzésére, és milyen elonyokkel, illetve kihi vasokkal jar alkalmazasa.

A mikroorganizmusok azonosi tisara szolgilo MALDI-TOF MS technolégia
alapvet6en két f6 megkaozeli tésen alapul: az egyik a tomegspektrumok kozvetlen
Osszehasonli tisa referencia-adatbdzisokkal, a masik pedig a biomarkerek
fehérjeadatbazisokkal torténd egyeztetése (Demirev et al. 1999). Az els6
modszer a gyakorlati alkalmazisban elterjedtebb, mivel egyszertibb és
gyorsabb, hiszen a kapott spektrumokat azonnal egy adatbazishoz illesztik. A
misodik megkozeli tés mélyebb elemzést tesz lehet6vé, hiszen az azonosi tott
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fehérjék biokémiai tulajdonsagait is figyelembe veszi (Pineda et al. 2000). Az
utdbbi években folyamatos fejlesztések zajlanak annak érdekében, hogy mindkét
megkozeli tés egyre pontosabb és szélesebb korben alkalmazhat6legyen.

A MALDI-TOF MS egyik legnagyobb dttorése a baktériumok gyors
azonosi tasinak teriletén tortént. A mikrobioldgiai diagnosztika hagyomanyos
modszerei, mint példaul a biokémiai tesztek, gyakran iddigényesek ¢€s
laboratériumi munkat igényelnek. Ezzel szemben a MALDI-TOF MS lehet6vé
teszi, hogy néhiny percen belill azonositsik a baktériumokat koézvetlentil
tenyészetbdl. Ez kiilondsen elény0ds olyan korokozok esetében, amelyek gyors
azonositisa elengedhetetlen a megfelel6 kezelés kivalasztisihoz, példiaul
szepszis vagy sulyos bakteridlis fert6zések esetén (Seng et al. 2009). A
modszer kiemelkedG6en hatékony az Enterobacteriaceae csalad tagjainak, a
nem fermentalé Gram-negati v baktériumoknak, a staphylococcusoknak és a
streptococcusoknak azonositisiaban, de folyamatosan fejlesztik az egyéb
mikroorganizmusok felismerésének pontossigat is.

A hemokultirakbdl torténd azonositis az egyik legfontosabb klinikai
alkalmazasi teriilete a MALDI-TOF MS-nek. A vériramfert6zések, mint példaul a
szepszis, gyors diagndzisa kritikus a betegek til€lési esélyeinek novelése
érdekében. A hagyominyos hemokultiirds azonosi tisi médszerek gyakran hosszi
id6t vesznek igénybe, mivel a baktériumokat el6szor tenyészteni kell, majd
biokémiai tesztekkel vagy molekularis biologiai modszerekkel kell azonosi tani
Oket. A MALDI-TOF MS alkalmazasaval azonban a baktériumok akir kdzvetlentil a
hemokulttirabdl is azonosi thatdk, jelentdsen lerdvidi tve a diagnosztikai id6t (La
Scola és Raoult 2009). Ennek a technoldgianak a sikeressége nagyban fiigg a
megfelel6 mintapreparalasi technikaktol. A sejtkoncentricio és a hattérben 1évé
egyéb fehérjék jelenléte befolyasolhatja az azonositis hatékonysigit, ezért
kilonféle eldkezelési modszereket dolgoztak ki a hemokultiirdkbdl torténd
megbi zhatobb azonosi tis érdekében (Prod hom et al. 2010).

A vizeletmintak MALDI-TOF MS alapt elemzése szintén i géretes megoldas
a hugyiti fert6zések gyors diagnosztizalasara. A hugyuti fert6zések
koérokozodinak azonositisa hagyominyosan hosszadalmas folyamat, mivel a
vizeletmintat el6szor tenyészteni kell, majd az izolalt baktériumokat biokémiai
modszerekkel azonositjdk. A MALDI-TOF MS azonban lehetOvé teszi a
baktériumok gyors azonosi tasat kozvetlentil a vizeletbdl is, bizonyos el6készi tési
lépések - példaul centrifugalas €s sejtkoncentralas - alkalmazasiaval. Egyes
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tanulmanyok szerint a megfelel6 modszertan alkalmazasaval akdr 94%-os
pontossag érhetd el (Ferreira et al. 2010). Ugyanakkor a mdodszer megbi zhatésiga
nagyban fligg a mintaban talalhatobaktériumok mennyiség€étdl: alacsony sejtszam
esetén az azonosi tisi hatékonysag csokkenhet.

A MALDI-TOF MS az élesztégombik és mids mikroszkopikus gombik
azonosi tasaban is egyre nagyobb szerepet kap. Kiilondsen a Candida spp. €s a
Cryptococcus neoformans esetében értek el jelentds sikereket a modszer
alkalmazasaval, mivel ezek a gombik gyakran okoznak opportunista fert6zéseket
immunkompromittalt betegekben (Bader et al. 2010). A fonalas gombak
azonosi tdsa azonban még mindig kihi vast jelent, f6ként a referencia-adatbazisok
korliatozott volta miatt. A MALDI-TOF MS alkalmazdsa a mikobaktériumok
azonosi tasara szintén i géretes, kiilondsen a Mycobacterium tuberculosis komplex
tagjainak azonositisa terén, mivel a hagyomanyos tenyésztési modszerek
rendkivil idGigényesek. A moddszer jelentGsen lerdviditheti a diagnoézishoz
sziikséges idot, azonban az azonosi tis sikere nagyban fligg a mintael6készi tés
maodjatdl és a megfeleld adatbazisok elérhetdségétdl (Lotz et al. 2010).

A MALDI-TOF MS alkalmazhato élelmiszerbiztonsagi €s kornyezeti mintak
elemzésére is. Az élelmiszeripari alkalmazisok sordn a technolégiit gyakran
haszniljak élelmiszerszennyez6 baktériumok és gombdk gyors kimutatisara és
azonosi tasira, amely hozzajarul az élelmiszerbiztonsig noveléséhez. A kdrnyezeti
mintak analizise sorin pedig lehet6vé teszi a mikrobiilis kozdsségek gyors és
pontos karakterizacigjit, példaul vi zmintak vizsgilatakor (Ruelle et al. 2004).

MALDI-TOF MS kukorica vizsgalat modszere

A modern tomegspektrometriai technikak koziil az egyik legsokoldaltbb és
legszélesebb korben alkalmazott moédszer a matrix-asszisztilt 1ézerdeszorpcios
ionizdcios ido6figgd repiilési tomegspektrometria (MALDI-TOF MS), amely
lehet3séget biztosi t a fehérjék, peptidek és mas makromolekulak gyors és pontos
azonosi tdsara. A technoldgia egyre nagyobb szerepet kap a mezégazdasagi és
€élelmiszeripari alkalmazasokban, kulonosen a kukoricatermesztés €s a
vetOmagvizsgalatok tertletén. Magyarorszigon évente 5-8 millio tonna kukoricat
termelnek, i gy a genetikai tisztasig ellenbrzése €s a toxikologiai vizsgalatok
kiemelt jelentéséggel bi rnak az ipardg szimara (Simon és Lovdsz 2016).

A vetbmagok genetikai tisztasiganak meghatirozisa hagyomanyosan
izoelektromos fokuszalassal (IEF) torténik, amely egy elektroforézises modszer, de
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ennek korlatai miatt Gjabb, hatékonyabb alternati vakra van szikség. A MALDI-TOF
MS technologia gyorsabb és érzékenyebb elemzést tesz lehet6vé, amely
minimalizilja a kornyezeti tényezOk okozta torzi tisokat (Adams et al. 2004). A
modszer sordn a kukoricaszemekbdl kivont fehérjéket matrixanyagok
segitségével ioniziljadk, majd az igy keletkez6 ionokat témeganalizitorral
detektaljak. Az i gy kapott fehérjespektrum lehetdséget nytjt a genetikai markerek
azonosi tasara és a hibridek tisztasiganak ellen6rzésére (Postu et al. 2019).

A vizsgalatok soran kilonds figyelmet kap a zein fehérjecsoport, amely a kukorica
egyik legfontosabb raktirozott fehérjéje. A zeinek szerkezeti €és funkciondlis
jellemz6ik miatt kulcsszerepet jatszanak a névény beltartalmi értékének és
genetikai tulajdonsigainak meghatirozisiban. A MALDITOF MS technika
alkalmazasa nemcsak a f6 zeinosztialyok pontos azonosi tasit tette lehetové, hanem
eddig nem dokumentalt molekulatomegii fehérjék kimutatisit is eredményezte.
Az eljaras soran végzett részletes vizsgalatok soran Uj zein varidnsokat sikertilt
azonosi tani, kiilondsen a d-zein, B-zein és y-zein osztilyokban, amelyek genetikai
variabilitist mutattak az elemzett dél-afrikai kukorica hibridek és azok sziil6i
vonalai kozott (Adams et al. 2004, O’Kennedy et al. 2017). Az o-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (CHCA) és 2-(4-hydroxyphenylazo) benzoic acid (HABA) matrixok
kombindcidja kulcsfontossagunak bizonyult a fehérjék detektalisiban, mivel i gy
minden jelentSs zeinosztaly jol lathatova vilt a tdmegspektrométeres anali zis
soran. Az é€lelmiszer-feldolgozis szempontjabdl is jelentéséggel bir, hogy az
azonosi tott fehérjék eltérd szerkezeti és kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek,
amelyek befolyasolhatjik a kukoricaliszt viselkedését kiilonbdz6 technoldgiai
folyamatok sorin. A zeinfehérjék aranyanak és Osszetételének ismerete
hozzajarulhat a feldolgozasi hatékonysag noveléséhez, példaul a siit6- és extrudalt
termékek gydrtasa soran. Az ilyen irdnyu kutatisok eredményei igy nemcsak
tudomanyos szempontbdl fontosak, hanem kdzvetlen gyakorlati alkalmazasokat is
ki ndlnak mind a vetémagipar, mind az élelmiszeripar szimara.

O’Kennedy és csoportja 2017-es kutatasinak egyik kiemelked6 megallapi tasa
az volt, hogy a kilonboz6 kukoricahibridek eltér6 zeinfehérje-profillal
rendelkeznek, amely kozvetlen hatdssal lehet a kukoricaszem keménységére, ipari
feldolgozhatdésiagara és tiplilkozasbiologiai értékére. A vizsgilatok sorin
egyértelmi oOsszefiiggés mutatkozott a hibridek és szil6i vonalaik kozott a
zeinfehérje-profilok tekintetében, ami genetikai 6rokl6dési mintdzatokra utal. A
kutatok kimutattik, hogy bizonyos zeinvaridnsok kizarolag az egyik sziil6i vonalbdl
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szarmaznak, mi g misok a hibridekben keverednek, ami igazolja a MALDI-TOF MS,
mint genetikai markervizsgilati eszkéz hatékonysigit. A modszer segi tségével
olyan fehérjéket is sikertilt azonosi tani, amelyek korabbi SDS-PAGE vizsgalatok
sorin nem voltak jol elkiiloni thetSk, kiléndsen az o-zeinek esetében, amelyek
széles molekulatomeg-tartominyban jelentek meg a spektrumokban. Az egyik
legfontosabb gyakorlati eredmény az volt, hogy a kutatok igazoltak a 27 kDa y-zein
érzékenységét a kivilasztott matrixokra. Kideriilt, hogy a megfelel6 detektalas
érdekében a CHCA matrix elengedhetetlen, mivel ez a fehérje sokkal vi zoldékonyabb,
mint mas zeinosztalyok, és ennek megfeleléen eltérd kristalyosodasi tulajdonsagokat
mutat a mintdk el6készitése sorin. Amennyiben a CHCA nem volt jelen a
matrixoldatban, a 27 kDa v-zein cstcsai vagy teljesen hidnyoztak, vagy csak
alacsony intenzitissal jelentek meg, ami azt jelzi, hogy a megfelel6 matrix-
kivilasztis alapveté fontossigu az ilyen tipusu fehérjék tomegspektrométeres
vizsgilatiban. Ezen kivil a kutatok 1j, eddig nem azonositott zeinfehérje-
variansokat is észleltek, amelyek a hibridekben €s azok sziil6i vonalaiban egyarant
el6fordultak, de korabbi vizsgilatokban nem kertiltek detektilasra.

Ez a kutatds nemcsak a kukoricafehérjék szerkezeti €s genetikai sajitossagainak
jobb megértéséhez jarul hozzi, hanem 1j lehetéségeket nyit meg a zeinfehérje-
profilok felhasznaldsira a névénynemesités €s az ipari feldolgozas teriletén. A
MALDI-TOF MS technika nagyfelbontisu fehérjeprofil-elemzése pontos képet
nyujt a kiilonbdz6 kukorica hibridek Osszetételérdl, lehetdvé téve olyan genetikai
markerek azonositisit, amelyek hozzajarulhatnak a kivant agronémiai és
élelmiszeripari tulajdonsigok fejlesztéséhez. A modszer segi tségével a nemesi tok
c€lzottan valaszthatjak ki azokat a sziil6i vonalakat, amelyek ki vanatos zeinfehérje-
profillal rendelkeznek, i gy hatékonyabban alli thatok el6 olyan kukorica hibridek,
amelyek jobb malomipari tulajdonsigokat, magasabb fehérjeértéket vagy
kedvezobb textirat biztosi tanak.

A technologia alkalmazasi kore tdlmutat a genetikai tisztasig ellendrzésén,
mivel hatékony eszkoz lehet a mikotoxin-fertd6zottség vizsgilatiban is. A
Fusarium verticillioides altal termelt fumonizinek sdlyos élelmiszerbiztonsagi
kockazatot jelentenek, ezért gyors és pontos kimutatdsuk kulcsfontossigua az
élelmiszerlanc védelme érdekében (Chang et al. 2016). A hagyominyos
toxinvizsgalati modszerek, példiul a HPLC és az ELISA mellett a MALDI-TOF
MS lehetbséget nytjt mind a toxintermel$ gombafajok azonosi tdsira, mind
pedig a toxintermelési aktivitas kovetésére (Castasieda-Ovando et al. 2010).
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Az eljaras elénye, hogy a toxikus vegyliletek kimutatdsa mellett a gombdk
altal termelt fehérjék spektralis mintazata alapjin is felismerhetd a fertdzés
jelenléte. A megfeleld mintael6készités kiemelten fontos a megbizhato
eredmények elérése érdekében. Az extrakciés eljirdsok sorin kilénbozo
oldoszereket, példaul alkoholos és vizes puffereket alkalmaznak, hogy a
fehérjék oldékonysagit optimalizaljak (Simon és Lovdsz 2016). Az anali zis
sorin leggyakrabban o-ciano-4-hidroxifahéjsavat (o-HCCA) hasznilnak
matrixként, mivel ez elésegi ti az ionizacids folyamat hatékonysagat (Postu et
al. 2019). Az igy nyert spektrumokat specialis szami toégépes szoftverek
segi tségével dolgozzik fel, amelyek lehetdséget biztosi tanak a kapott adatok
pontos értelmezésére és az egyedi fehérjeprofilok azonosi tasira.

A MALDI-TOF MS hatékonysagat tovabb noveli az adatelemzés fejlesztése. A
mesterséges intelligencidn alapul6 algoritmusok és adatbazisok lehet6vé teszik a
spektrilis mintizatok gyors és pontos sszehasonli tasit, ami kiilondsen fontos lehet
a fajtaazonosi tas €s a vetdmagok mindségellendrzése soran (Ocaiia et al. 2007). A
g€pi tanuldsi modellek alkalmazisa elGsegitheti az ismeretlen fehérjeprofilok
automatikus osztalyozasat, valamint a toxintermel6 torzsek gyors detektalasat.

A kutatasok szerint a MALDI-TOF MS-alapa adatbazisok fejlesztése
elengedhetetlen a médszer mezdgazdasagi alkalmazisinak széleskort elterjedéséhez.
Egyes tanulmidnyok kimutattik, hogy a 'deep learning’ modellek integrilasa
jelentSsen javi thatja a mintak osztilyozasi pontossagit €s az analitikai folyamatok
automatizalasait (Pattemore et al. 2010). A hagyomanyos elektroforézises és
kromatogrifids modszerekkel szemben a MALDI-TOF MS el6nye, hogy gyorsabb,
kevesebb mintat igényel, és minimalizalja az analizis sordn fellépd kornyezeti
hatasok okozta hibakat. Az izoelektromos fokuszalis és az SDS-PAGE laboratoriumi
modszerek ugyan megbizhatd fehérjeazonositist tesznek lehetdvé, de
id6igényesek és nagyobb mennyiségl reagenseket igényelnek. Ezzel szemben a
MALDI-TOF MS alkalmas nagy ateresztOképességii anali zisekre, €s egyszerre tobb

Py

szaz minta feldolgozasait teszi lehet6vé (Adams et al. 2004).

Kukorica hibridek z6ldndévényi fehérjéinek vizsgalata
MALDI-TOF MS késziilékkel

A novényi proteomika egyik kulcsfontossigu eszkoze a matrix-asszisztalt
lézerdeszorpcids/TOF tomegspektrometria (MALDI-TOF MS), amely lehetdséget
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kinal a fehérjék azonositisira €és expressziGs viltozdsainak nyomon koévetésére
kilonboz6 kornyezeti hatasok alatt (Mehta és Silva 2015). Ez a technoldgia
nem csupan mikroorganizmusok azonosi tasara alkalmas, hanem a noévényi
fehérjeprofilok vizsgilatiban is egyre nagyobb szerepet kap (Albrethsen
2011). A MALDI-TOF MS lehetdséget teremt az egyes biologiai allapotok és
kornyezeti hatasok altal indukalt valtozasok pontos €s gyors feltérképezésére
(Sidransky et al. 2003).

A kukorica hibridek fehérjedsszetételének meghatarozasa sorin a MALDI-TOF
MS profilozas révén megallapi thato, hogy az abiotikus stressz kiilénbdzd ti pusai
hogyan befolyidsoljak a novények fehérjéinek expresszidjat (Kim et al. 2015).
Példaul a vi zhidny hatasara a kukorica leveleiben és gyokereiben szamos fehérje
expresszidja megvaltozik, amelyek kozil kiemelkednek a metabolikus
folyamatokban részt vevo fehérjék, a stresszvalaszban szerepl6 fehérjék, valamint
az ismeretlen funkcigju fehérjék (Xin et al. 2018). Egy masik fontos tényez6 a
hosokkfehérjék (HSP-k) expresszigja, amely meghatirozo szerepet jatszik a
kukorica hostressz elleni védekezésében (Abou-Deif et al. 2019).

A Rubisco aktivazé (RCA) fehérjék is kulcsszerepet jatszanak a kukorica
fotoszintézisében, hiszen ezek az ATP-fiiggd szabalyozo fehérjék biztosi tjdk a
Rubisco hatékony mikddését. Yin et al. (2014) kutatisaiban MALDI-TOF MS
segi tségével azonosi totta a ZmRCAox és ZmRCApR fehérjéket, amelyek koziil a
B-izoforma domindns expressziot mutatott a levelekben. Az RCA fehérjék
mennyisége és aktivitisa kozvetlen Osszefliggést mutatott a terméshozammal,
ami arra utal, hogy ezek a fehérjék kulcsszerepet jatszanak a fotoszintézis
hatékonysaginak szabalyozasiban. Az expresszits szintek napszakos valtozasa is
kimutathat6 volt, ami arra enged koévetkeztetni, hogy a Rubisco szabdlyozisa
dinamikus folyamatként miikddik a névényekben.

A MALDI-TOF MS technoldgia alkalmazasa sorin a névényi mintak elokészi tése
és a megfelelS fehérjekivonasi modszerek kulcsszerepet jatszanak a pontos €s
reprodukilhaté eredmények elérésében (Wu et al. 2013). A proteomikai
elemzések kimutattik, hogy az egyes novényi hormonok, példaul a szalicilsav (SA)
és az abszcizinsav (ABA) jelent6sen befolyasoljak a kukorica proteomjat, ami az
adott kornyezeti hatisokhoz val6 alkalmazkodasban jatszik szerepet (Wu et al.
2013). Az ilyen jellegii vizsgalatok segi tenek feltarni a novények stresszvalaszanak
molekuldris mechanizmusait és meghatarozni azokat a biomarkereket, amelyek a
szelekti v nemesi tés szempontjabdl relevansak lehetnek (Ahmad et al. 2012).
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A vizhidny és a héstressz mellett mas abiotikus tényezOk, példiul a talaj magas
sotartalma és az eldrasztds is jelentGs hatissal van a kukorica fehérjéinek
Osszetételére. A sostressz altal kivaltott proteomikai valtozasokat kétirinyd
elektroforézissel és MALDI-TOF MS-sel vizsgaltik, amely soran szimos fehérjét
azonosi tottak, amelyek expressziGja szignifikinsan megvaltozott a stressz hatisira
(Caruso et al. 2008). Hasonl6an, az elarasztis okozta stresszreakciok vizsgalata
sorin kimutattdk, hogy a programozott sejthalil (PCD) egyfajta adaptacics
mechanizmusként miikodhet a kukoricaban (Chen et al. 2014).

A Dbiotikus stresszhatasok elemzése szintén fontos terilet a kukorica
proteomikai vizsgilataiban. Zhang et al. (2014) kutatisai a Setosphaeria turcica
fert6zésre adott fehérjevalaszokat vizsgaltak MALDI-TOF MS alkalmazisival. A
ki sérletek sordn kimutattik, hogy a rezisztens kukoricavonalak esetében jelentOs
fehérjevaltozasok kovetkeznek be a fert6zést kovetden. A vizsgalatok 137 fehérje
expresszidjat azonositottak, amelyek kozil 50 felfelé, 87 pedig lefelé
szabalyozodott. A fert6zés hatasira novekedett a védekezési fehérjék, példaul a
szuperoxid-diszmutiz (SOD), poliamin-oxidiz é HSC70 expresszidja, mig a
fotoszintézisben részt vevé Rubisco és foszfoenolpiruvatkarboxiliz mennyisége
csokkent. Az eredmények azt mutatjak, hogy a rezisztens kukoricavonalak a
fotoszintézis csokkentésével €és a védekezési fehérjék fokozott termelésével
reagilnak a korokozora, i gy biztosi tva a fert6zés elleni hatékony védekezést.

Legujabb technologiak alkalmazasa
MALDI-TOF MS vizsgalatokban

A MALDI-TOF MS technolégia az elmult években forradalmasitotta a
mikrobioldgiai azonosi tis és karakterizicio teriletét. A modszer gyorsasiga,
pontossiga €s koltséghatékonysaga révén egyre szélesebb korben alkalmazzak
kilonféle mintak vizsgalatara, legyen szo6 klinikai, élelmiszeripari, kornyezeti
vagy kutatdsi céld analizisr6l. A kovetkezOkben részletesen bemutatjuk,
hogyan hasznilhaté6 a MALDI-TOF MS kilonboz6 mintik elemzésére, €s
milyen elonyokkel, illetve kihi vasokkal jar alkalmazasa.

A mikroorganizmusok azonosi tisira szolgild6 MALDI-TOF MS technoldgia
alapvet6en két f6 megkaozeli tésen alapul: az egyik a tomegspektrumok kozvetlen
Osszehasonlitisa referencia-adatbazisokkal, a mdsik pedig a biomarkerek
fehérjeadatbazisokkal torténd egyeztetése (Demirev et al. 1999). Az els6 modszer
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a gyakorlati alkalmazasban elterjedtebb, mivel egyszerlibb és gyorsabb, hiszen a
kapott spektrumokat azonnal egy adatbazishoz illesztik. A masodik megkdzeli tés
mélyebb elemzést tesz lehet6vé, hiszen az azonositott fehérjék biokémiai
tulajdonsagait is figyelembe veszi (Pineda et al. 2000). Az utébbi években
folyamatos fejlesztések zajlanak annak érdekében, hogy mindkét megkdzeli tés
egyre pontosabb €s szélesebb korben alkalmazhatolegyen.

A MALDI-TOF MS technolégia forradalmi lehet6ségeket kinal az orvosi
diagnosztikdban is, ahol az egyik legnagyobb kihivisa mindig is az volt, hogy
gyorsan €és megbizhatéan azonositsa a kilonbdzd betegségekhez kapcsolodod
biomarkereket és korokozokat. Az antimikrobidlis peptidek vizsgilata révén vj
biomarkerek fedezhetSk fel a 1égziszervi betegségek monitorozisira, mig a
fert6z6 betegségek azonosi tasaban jelentdsen csokkentheti a diagndzis idejét €s
koltségeit. A légutak allapotinak vizsgalata kulcsfontossigua kilonbozo 1€gzdszervi
betegségek azonositisiban és nyomon kovetésében. Az orrfolyadékban (nasal
fluid, NF) talalhat6 antimikrobialis peptidek (AMP) kiemelt szerepet jatszanak az
immunrendszer els6é védelmi vonalaként, hiszen képesek semlegesi teni a 1égutakba
kertil6 korokozokat. A hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel azonban ezeknek
a peptideknek az azonosi tisa id6igényes és bonyolult. A MALDI-TOF MS lehetOséget
kinal arra, hogy gyorsan és pontosan feltérképezze az orrfolyadék AMP-profiljat,
amely kritikus informaciokat nyujthat allergids és nem allergids rhinitis, kronikus
sinusitis, cisztas fibrozis vagy bakterialis és gombas légtti fert6zések A technoldgia
egyedilalld elénye, hogy minimilis mintibdl képes részletes fehérje- és
peptidprofilt generalni, amely segi t az adott betegség lefolyasinak megértésében
és a terapias hatékonysig monitorozasaban. A MALDI-TOF MS tovabbi elonye, hogy a
hagyomanyos modszerekkel szemben rendkiviil gyors, mivel a hagyomanyos
mikrobiolégiai modszerek - példaul a tenyésztés és a biokémiai tesztek - napokig,
sot akir hetekig is eltarthatnak. Ezzel szemben a MALDI-TOF MS néhiny percen
belill képes pontosan meghatirozni a kérokozot, jelentésen csokkentve ezzel a
diagnozishoz szikkséges idot (Patel 2015, Preiano et al. 2018).

A MALDITOF MS egyik legnagyobb attorése a baktériumok gyors
azonosi tasinak teriletén tortént. A mikrobioldgiai diagnosztika hagyomanyos
modszerei, mint példaul a biokémiai tesztek, gyakran idéigényesek és
laboratdriumi munkat igényelnek. Ezzel szemben a MALDI-TOF MS lehet6vé
teszi, hogy néhany percen belill azonositsik a baktériumokat koézvetlentil
tenyészetbdl. Ez killondsen elényos olyan kérokozok esetében, amelyek gyors
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azonositisa elengedhetetlen a megfelel6 kezelés kivalasztisihoz, példiul
szepszis vagy sulyos bakteridlis fert6zések esetén (Seng et al. 2009). A
modszer kiemelkedGen hatékony az Enterobacteriaceae csalad tagjainak, a
nem fermentalé Gram-negati v baktériumoknak, a staphylococcusoknak és a
streptococcusoknak azonositisiaban, de folyamatosan fejlesztik az egyéb
mikroorganizmusok felismerésének pontossigat is.

A MALDI-TOF MS és a mesterséges intelligencia integricidja tovabb novelheti a
maodszer hatékonysagat és alkalmazasanak jelent6ségét. Ez a kombindcio nemcsak
a diagnosztikai folyamatokat gyorsi tja fel, hanem Uj lehetOségeket is teremt a
betegségek megértésében €s kezelésében. Egy kutatisban példiul egy innovativ,
egyszert €s gyors modszert sikertilt kidolgozni a kéros fajdalomti pusok ki sérletes
modellekben torténd kimutatisira és osztalyozasira szérum tomegspektrumok
alapjin. A koros fijdalomti pusok két f6 kategéridba sorolhatdk: neuropatids
fijdalom, amelyet a szomatoszenzoros idegrendszer sériilése vagy betegsége okoz,
illetve nociplasztikus fijdalom, amely olyan esetekben alakul ki, amikor nincs
bizonyi ték a szomatoszenzoros rendszer kiarosoddsira. Mivel jelenleg nem létezik
arany standard a koros fajdalomti pusok diagnosztizalisara, az egyes betegek
helyes besorolasa komoly kihi vést jelent a klinikusok szimdra. Noha a jelenlegi
biokémiai technikik segi tségével az egyes dllapotok specifikus biomarkereinek
meghatirozasa rendkivil Osszetett feladat, a madtrix-asszisztilt 1€zer
deszorpcids/ionizicits id6-roptetés tomegspektrometria (MALDI-TOF MS) és a
mesterséges intelligencia kombinacidgja lehetdvé teszi a koros fijdalomti pusokra
jellemz6 egyedi molekuliris ujjlenyomatok meghatirozasit, amelyek
diagnosztikai célokra is hasznosi thatok. A fajdalomvalaszok elemzése és a MALDI-
TOF MS szérumspektrumok ANN alapu kiértékelése lehetOséget biztosit a
fijdalomti pusok azonosi tisira és eredetiik meghatirozasara anélkiil, hogy egyedi
biomarkerek azonositasira lenne szikség. Ezek az eredmények klinikai
kornyezetben is hasznosi thatok, hiszen a MALDI-TOF MS és az ANN maodszertan
kombindcidja dontéstimogatd eszkozként szolgilhat a koros fijdalomti pusok
diagnosztizalasiban és nyomon kovetésében. Nem utolsésorban pedig ez a
fejlesztett modszer olyan molekuldk kimutatisira is alkalmazhat, amelyek
szerepet jatszanak a koros fajdalom kialakuldsiaban és fennmaraddsiban, i gy akar
lehetséges terapias célpontokka is valhatnak (Deulofeu et al. 2022).

A MALDITOF MS az élesztégombik és mis mikroszkopikus gombik
azonosi tasiban is egyre nagyobb szerepet kap. Kiilonésen a Candida spp. €s a
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Cryptococcus neoformans esetében értek el jelentés sikereket a modszer
alkalmazasaval, mivel ezek a gombik gyakran okoznak opportunista fertézéseket
immunkompromittalt betegekben (Bader et al. 2010). A fonalas gombak
azonosi tdsa azonban még mindig kihi vast jelent, f6ként a referencia-adatbazisok
korliatozott volta miatt. A MALDI-TOF MS alkalmazdsa a mikobaktériumok
azonosi tasara szintén i géretes, kiilondsen a Mycobacterium tuberculosis komplex
tagjainak azonositisa terén, mivel a hagyomanyos tenyésztési modszerek
rendkivil idGigényesek. A moddszer jelentGsen lerdviditheti a diagnoézishoz
sziikséges idot, azonban az azonosi tis sikere nagyban fligg a mintael6készi tés
modjatdl és a megfeleld adatbazisok elérhetdségétdl (Lotz et al. 2010).

A MALDI-TOF MS alkalmazhato élelmiszerbiztonsagi €s kornyezeti mintdk
elemzésére is. Az élelmiszeripari alkalmazisok sordn a technolégiit gyakran
haszniljak élelmiszerszennyez6 baktériumok és gombdk gyors kimutatisara és
azonosi tasara, amely hozzajarul az élelmiszerbiztonsig noveléséhez. A kdrnyezeti
mintak analizise sorin pedig lehet6vé teszi a mikrobiilis kozdsségek gyors és
pontos karakterizacigjit, példaul vi zmintak vizsgilatakor (Ruelle et al. 2004).
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