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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az emberiség novekedésével és a felgyorsult vilagunkban nagy kihivast jelent a sziikségletek
kiszolgéaldsa barmilyen teriileten. A mezdgazdasagi agazaton beliili igények teljesitése a
mindségi ¢lelmiszer és takarmany szempontjabol meghatarozo szerepet kap tarsadalmunkban.
A biztos ¢és sikeres hozam alapvetd feltétele a j6 mindségl és genetikailag homogén vetdmag

eloallitasa.

A MALDI-TOF tomegspektrométer célkésziilék a mikrobiologia mintdk gyors azonositdsra
szolgal fehérje alapon. J. J. Thomson, akit a tomegspektroszkdpia atyanak is tekintenek,
vizsgalatai soran arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy az ionizaciot kovetden az elektromos térben
gyorsitott pozitiv toltésli gazionok eltérd roppalyan haladnak a magneses térben, majd eltérd
helyen csapodnak a detektorba. Ezaltal lehetéséget teremtve a mintabol keletkezd ionok
molekulatomeg/toltés (m/z) alapjan torténé elvalasztasara (HTTP4). Az 1980-as években ujabb
ionizécios technikdkat fejlesztettek ki: Fast Atom Bombardment, FAB; Plazmadeszorpcios,
PD-; 1ézerdeszorpciods, LDI-ionizacio. A biopolimerek vizsgalata szempontjabol a legfontosabb
modszer a 1ézerdeszorpcids ionizacio feltalalasa volt. HILLENKAMP és KARAS 1988-ban
megalkotta a MALDI rendszert, az ujonnan kifejlesztett MALDI forrast a repiilési id6
analizatorhoz (time-of-flight, TOF) kapcsoltak (KARAS and HILLENKAMP, 1988).

Ez a késziilék mar alkalmas volt 10 kDa molekulatomegii mintak analizisére is. KOICHI
TANAKA szamolt be eldszor (1987) a 1ézerdeszorpcids ionizaci6 alkalmazasardl, amiért 2002-
ben Nobel-dijat kapott (ZIMMERMANN, 2015). A tomegspektrometria a szerkezeti
vizsgalatok hatékony moddszere, amelyben a vizsgdland6 molekuldkat gaztizisba juttatjak,
ionizaljak és nagyfesziiltségii elektromos térrel gyorsitjak. Az ionokat tomegiik és toltésiik
alapjan magneses, elektrosztatikus vagy radiofrekvencias mezdvel valasztjak el és mérik. A
biologiailag aktiv molekulak (fehérjék, enzimek) vizsgalatanak egyik legfontosabb vizsgalati
modszere a MALDI-TOF technoldgian alapul. Az 0 mérnoki fejlesztéseknek kdszonhetden

rendkiviil gyors pontos és egyszerl a késziilékek hasznalata.



Ph.D. (doktori) értekezésem a Budapesti WESSLING Hungary Kft.-nél késziilt, ahol a cég
tulajdonaban 1évé MALDI-TOF MS késziilékén kaptam lehetdséget a modszerek fejlesztésére
¢és mintak elokészitésre, valamint mérésére. A nemzetkdzileg elismert magyar cég csoport tagja
mar korabban elkezdte a fejlesztést a kukorica vetdmagok vizsgalatara, amely sikeres €s biztos

alapot adott a tovabbi munkam elkezdésére és annak sikeres befejezésre.

Szakmai €és emberi segitségiikkel 4 gazdasagilag fontos ipari novény vetdmagjainak genetikai
tisztatasagat sikeriilt vizsgalnom ¢€s modszert fejlesztenem azokra. A kukorica vizsgalatok
eredményei adtak azt a bazist, amelybdl a tovabbi vizsgalatokat folytattam a MALDI-TOF MS

késziilék €s szoftveres hattérrel napraforgdra, szdjara és buza vetdmagokra.
Kutatasaim fobb célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. MALDI-TOF MS technlégia kidolgozéasa buza, kukorica, napraforgo és szoja fajtak
fajtatisztasaganak/homogenitasanak meghatdrozasara a magok tartalékfehérjéinek
Osszetétele alapjan.

2. Kiilonbozo extrahald szerek alkalmazasa a magok tartalékfehérjéinek kivondsara, a

tomegspektrum szempontjabol optimalis oldoszer kivalasztasa novényfajonként.

e NaCl-os (semleges és savas), valamint 60%-o0s etanolos puffer eljaras

e 1-, illetve 2-propanolos puffer eljaras

e SA matrix oldat és a HCCA matrix oldatok jelentdsége; eltérés és kiilonbségek
e Hexanos eldkezelés a napraforgd és a szoja esetében.

e A magmintdk extraktumainak eltarthatdsdga a tomegspektrum valtozasa nélkiil.
e Mintael6készitési eljarasok fejlesztése.

e Az extrahdloszer és az M/Z érték kozott korrelacid vizsgalat.

3. MALDI-TOF MS késziilék paramétereinek optimalizalasa:
» Meérési paraméterek optimalizalasaval automata gyors mérési lehetdség

kialakitasa (AutoXrun)

Kapott eredményekre mérési mdodszer (method), azaz értékeld fajlok tervezése.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kalibrdlo Standard
Az analizisek soran a mérési modszereket a Bruker protein mix standardjaval kalibraltam. A

kalibracios anyag, amely lefedte az elvart mérési tomegtartomanyt, a kovetkezd standardokat
tartalmazta, Insulin, ubiquitin, Cytochrome C, Myoglobin (1. tablazat, 1. abra).

1. tablazat: Kalibracids standard oldatok Osszetétele

Protein Mix | (M+H)avg
Insulin 5734.51 Da
Ubiquitin 8565.76 Da
Cytochrome C 1236.97 Da
Myoglobin 16952.30 Da
Mass Spectrum [ %]
[au) 57343
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1. abra: A Protein Mix I kalibral6 standard spektrum



2.2. Az extrakcios modszer optimalizalasa

Ahhoz, hogy minél informativabb tomegspektrumokat kapjunk az extrakcid koriilményeit
optimalizalnunk kell. A tartalék fehérjék oldhatdésag szempontjabol két £6 csoportra osztjak, a
,,vizoldhato” frakcidra és az ,,alkohol-oldhat6d” frakciora, ezért az extrakcidhoz kiilonbdzo
extrahal6 elegyeket alkalmazhatunk. Ezen kiviil az extrakciot tobb paraméter is befolyasolja
(pH, ionerdsség, keverési mod, extrakcios i1do, extrakcios homérséklet, redukaloszer
koncentracidja), amelyeknek a hatasat a moddszer optimalizalasa soran szintén meg kell
vizsgalnunk. Ehhez ismert fehérje Osszetételli vetdmagok atlagmintdival végziink extrakcios
kisérleteket, azért, hogy a legmegfelelobb paramétereket tudjuk alkalmazni a valodi mintdk
vizsgalatai soran. A vizoldhato frakciok extraktumainak felvitele a MALDI-TOF mintatart6
lemezére (target-re) altaldban nem problémat (hatarozott formaji cseppek vihetdk fel), bar a
szakirodalom azt javasolja, (ide jon a szakirodalom) hogy ezeket az extraktumokat is célszerti
adott Osszetételii acetonitril — TFA elegyre (30 % ACN — 0,6 % TFA) higitani. Az igy eldallitott
oldat homogénebb spot-ot eredményez és javitja is a tOmegspektrometrids csticsok alakjat,

felbontéasat. Célszerli a modszer
2.3. Az alkohol oldhatoé extrahalo szerek jellemzoi

a) _extrahdlo szer anmyagi mindsége: Minden esteben analitikai tisztasagi vagy azzal

egyenértékii volt

b) _extrahdld szer pH-ja:

- semleges pH (puffer nélkiil);
- savas pH (pH allitas ecetsavval (1% v/v);

- enyhén bazikus pH (pH allitas TRIS pufterrel)

C) Az extrahdlo szer ionerdssége:

- Natrium-klorid koncentraciéja (0,2 — 0,4 — 0,6 — 0,8 — 1,5 - 5,0 % m/v)



2.4. A redukal6 szer mennyisége

- Ditiotreitol (DTT): 0,0-0,1-0,2-0,4-0,8—-1,0% m/v
2.5. Az extrakciés médok

- Ultrahanggal segitett extrakcio;

- Rotécios keverdvel végzett extrakcio;

- Razogépen végzett extrakcid

2.6.A7 extrakcio ideje és homérséklete

d) _Az extrakcio ideje: 40 perc;

e) _Az extrakcio hdmérséklete: szobahdmérséklet (20-24 °C);

2.7.Extrakcios munka oldatok

e NaCl extrahalo puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii tivegbe 100 ml ionmentes vizet
mértiink, majd 0,58 g NaCl-ot és 0,31 g Ditiotreitolt (DL-DTT) mértiink és alaposan

Osszekevertik.

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

mértiink és alaposan osszekevertiik.

e Propanolos extrahalo puffer: egy 150 ml-es csavaros teteji tivegbe 50 ml
1- propanolt mértiink, hozzatettiink 47 ml ionmentes vizet, 1 ml 100%-o0s ecetsavat
¢s 2 g ditiotreiolt (DL-DTT).

e 2-propanolos extrahalé puffer: egy 150 ml-es csavaros tetejii tivegbe 50 ml
2- propanolt mértiink, hozzatettiink 47 ml ionmentes vizet, 1 ml 100%-o0s ecetsavat
¢s 2 g ditiotreiolt (DL-DTT).

e 60%-0s EtOH: 60 ml analitkai tisztasagu abszolut etanolt 200 ml méréhengerben
mériink majd 40 ml ionmentes vizet tettiink hozza. Ezt az oldatott 150 ml-es csavaros

tetejli tivegbe atontottiik majd alaposan Osszeraztuk.

A nagy minta szdm miatt ezeket az oldattokat 4 vizsgalat soran el is hasznaltuk, de maximum

30 napig tarolhatok 4 °C-on.



2.8. Eludlo oldat

TAZ25 oldat: egy 150 ml-es csavaros iivegbe 25 ml acetonitrilt (ACN), 75 ml ionmentes vizet

¢és 100 ul trifluorecetsavat mértiink, majd alaposan 6sszekevertiik.

2.9.Matrix oldatok

» Matrix oldat HCCA: Az ionmentes vizbdl pipettaval bemértiink 450 pl-t egy 1,5 ml-es
Eppendorf csdbe, hozza mértiink 500 pl acetonitrilt és 25 pl 100 %-os trifluorecetsavat.

» Matrix oldat SA: Az ionmentes vizb6l pipettaval bemértiink 450 ul-t egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe, hozza mértiink 450 ul acetonitrilt és 35 pl 100 %-os trifluorecetsavat.

2.10. Minta elékészités

2.10.1. Mintatarto lemezek

2.10.1.1. Mintatarto lemezek elokészitése

Ezt a tisztitasi eljarast Lovasz Csaba okleves vegyészmérnok fejlesztette ki a WESSLING

Hungary Kft-ben. Els6 1épésben a mintatart6 lemezeket kell el6késziteni az alabbi modon:

1. A MALDI-TOF vizsgalat befejezése utan, a szennyezett mintatarté lemezeket 5-10
percre 70 %-os etanolban aztatjuk.

2. Aztatas utan meleg folyovizzel lemostuk a matrix, vagy az extraktumok maradékat, és

ezt kdvetden

finom aluminium-oxid vizes szuszpenzidjaval atdorzsoltiik a lemezeket, majd

papirtorld segitségével megszaritottam.

Ezt kdvetden 5 - 10 percre metanolba aztattuk a lemezeket, majd

laminaris bokszban hagytuk elparologni a metanol maradékat.

A lemezeket 2-propanolba martott szalmentes torlékendével dorzsoltiik at.

© N o 0o &~ w

Szaradas utan laminaris bokszban a lemezek kozepére 50 ml 80 %-os trifluorecetsav

oldatot pipettaztunk és fultisztitd palcika segitségével a lemezeket alaposan

atdorzsoltiik, majd

9. atrifluorecetsav maradékat ionmentes vizzel lemostuk.

10. A megszaritott lemezeket kevés grafitporral dorzsoltiik at, a grafitpor maradékat finom
ecsettel tavolitottuk.

11. Az igy el6készitett mintatartd lemezeket Petri csészében taroltuk a vizsgalatok

megkezdéséig.



Tobb MALDI-TOF vagy MALDI-TOF-TOF Kkésziiléket hasznalé laborokban az

egyszeri mosogatoszer és desztillalt, azaz ioncserélt vizes eljarast hasznaljak:

1. Els6 Iépésben desztillalt vizben aztatjak 10 percig majd
2. mosogatoszert visznek fel a lemezre, ezt kdvetden

3. egy altalanos mosogato szivaccsal letorlik majd
4

. ujra desztillalt vizben aztatva 5 perc utan szarazra torlik.

2.11. Kalibrdlo Standard oldat

2.11.1. Standard oldat

Az eljaras soran, a Bruker altal kiadott protokollt hasznaltuk. A kalibral6 standardoldat 1 ml-t
oldoszert elparologni. Lehetdség szerint, a szdradas utdn azonnal 1 ml matrix oldatot (SA vagy
HCCA) cseppentettiink a kalibrald standardra és laminaris bokszban hagytuk elparologni az
oldészert. Minden minta felviteléhez 0j pipetta hegyet hasznaltunk, és miutan a minta
megszaradt a lemezen, azutdn mértiik a mintdkra a matrix oldatot legfeljebb 10 percen beliil. A
mintatartd lemezeket hagytuk megszaradni szobahdmérsékleten és a beszaradas utan készek
voltak a MALDI-TOF és MALDI-TOF-TOF vizsgalatokra.

2.11.2. SA matrix készitése

Az SA matrix oldatot (25 mg/ml koncentracioji) DIECKMANN ¢és munkatarsai (2008) altal
publikalt tanulmany szerint 0,6 % TFA tartalmt ioncserélt viz és ACN 1:1 ardnyu oldatanak,
valamint a kivant 25 mg/ml koncentracio eléréséhez sziikséges kristalyos szinapinsavnak az
Osszemérésével készitettiikk. Az oldodast vortex hasznalataval segitettiik el6. A matrix oldat
4°C-on, fénytdl védve tarolandd, a felhasznalas napjan célszerli frissen késziteni, mert

legfeljebb 1 napig hasznalhato.



2.11.3. HCCA matrix készitése

A a-HCCA matrix oldatot (20 mg/ml koncentracié) SIGNOR ¢és ERBA (2013) altal publikalt
tanulmany szerint, 5 % hangyasav tartalmt ioncserélt viz és ACN 7:3 aranya oldatanak,
valamint a kivant 20 mg/ml koncentracio eléréséhez sziikséges kristalyos a-HCCA
Osszemérésével készitettiik. Az oldodast vortex, majd ultrahang vizfiirdd hasznélataval
segitettiik el6. A matrix oldat 4°C-on fénytdl védve tarolando, a felhasznalas napjan célszeri

frissen késziteni, legfeljebb 1-2 napig hasznalhato.

2.12. Mintak fizikai elokészitése

A modszer ujdonsaga miatt, minden egyes vetdmag tételtdl és novényfajtol fliggetleniil Gssz
dardlmanyt kellett készitenlink. A kapott vetdmag tételekbdl 20 szemet 6sszedaraltunk, 1 mg -
ot kivettiink egy 2 ml -es eppendorf csdbe és novényfajtol fliggden ramértiink 500 pl megteleld
extrahalo szert. A szdja és napraforgd esetében a hexanos eljaras nélkiilozhetetlen volt. Erre
azért volt sziikség, hogy feltérképeziik milyen biomarkereket kell kapnunk a szemenkénti

vizsgalatoknal.

A szemenkénti vizsgakatokhoz, azaz a homogenitas vizsgalatokhoz a mintékat a napraforgo
kaszatok estében hantoljuk. Minden egyes fajtanal egyesével daraltuk ultracentrifugalis

drlémalommal (Retsch ZM200). Az érleményeket 2 ml steril eppendortba helyeztiik.

2.13. Extrakcios eljarasok

2.13.1. Hexanos puffer extraktumok felvitelének lépései

A napraforgd magok és szoja magok esetében, az extrakcios eljaras el6tt a megtort és daralt
szemeket 1 ml analitikai tisztasagli hexanban aztattuk 30 percig. Erre a kiilon eljarasra azért
volt sziikség mert az eldkisérleteink alapjan elmondhato, hogy a magas olaj és zsirtartalom

befolyasolja a kapott végeredményt.
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2.13.2. Extrakcio vizes (semleges) NaCl pufferrel

A mintakat szemenként megtortiik, majd 10 mg-ot mértiink be egy 2,0 ml-es Eppendorf
centrifugacsObe. A daralt mintakra 300 pl NaCl-os extrahaloszert pipettaztunk, majd
Vortexszel megkevertiik. Ezutan 30 percre ultrahangos flirdobe helyeztiik. Az NaCl-os
mintdkat rotoros vertikdlis rdzogépbe helyeztik és még 30 percig razattuk. Az extrakcid
befejezése utan lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm), és a feliiliszobol 50 ul-t pipettaztunk egy
tiszta 1,5 ml-es Gj Eppendorf cs6be. A mintak felvitelle el6tt ismét vortexszel megkevertiik az
extraktumot és Ujra lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm). Ezek utan az eldkészitett mintatartd
lemezre 1-1 pl-t cseppentettiink két parhuzamosban mintankként. Szaradas utan a felvitt
mintakra 1 ul HCCA vagy SA matrix oldatot cseppentettiink és laminaris bokszban hagytuk

elparologni az oldoszert, és megszaradni mintat.

2.13.3. Extrakcio savas NaCl pufferrel

A mintakbol 10 mg-ot mértiink be egy 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe. Ezutan 300 pl
NaCl-os extrahaloszert pipettaztunk a centrifugacsovekbe. Vortexszel megkevertiik, majd 30
percre ultrahangos fiirdébe helyeztiik 6ket. Ezt kovetden rotoros vertikalis razogépbe helyeztiik
a mintakat és még 30 percig folytattuk az extrakciot ennek az eljarasnak a befejezése utan
lecentrifugaltuk a mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a feliiliszobol 50 pl-t pipettaztunk egy
tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csdbe. Miel6tt felvittilk a mintakat, vortexszel alaposan megkevertiik
az extraktumot ujra és még egyszer lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rcf). Ezt kovetden az
elékészitett mintatartd lemezre 1-1 pl-t cseppentettiink két parhuzamosban mintankként.
Szaradas utan a mintakra HCCA vagy SA 1 ul matrix oldatot egyenként cseppentettiink és

laminaris bokszban hagytuk elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat.

2.13.4. Extrakcio 2-propanolos pufferrel

A mintakbdl 10 mg-ot mértiink be egy 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsdbe. A daralmanyokra
300 pl 1-propanolos extrahaldszert pipettaztunk. Vortexszel osszekevertiik, majd 30 percre
ultrahangos fiirddbe helyeztiik. Ezutan rotoros, vertikalis razogépbe helyeztiik a mintdkat és
még 30 percig folytattuk az extrakciot, ahogy ez folyamat befejez6dott lecentrifugaltuk a
mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a feliiliszobol 50 pl-t pipettaztunk egy tiszta 1,5 ml-es
Eppendorf csébe. A feliiliiszo lepipettazasa utan, S50ul TA25 oldatot adtunk a mintakhoz. Ez a

1épés a minta extraktum felvitele szempontjabol fontos.
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A tiszta 2-propanolos extraktum szétfolyik a lemezen, viszont TA25 oldattal kiegészitve a
felvitel lehetségessé valik. Kisérleteinkbol kidertilt, ez az anyag nem befolyasolja a tovabbi
eredményeket. A mintafelvitel el6tt ismét vortexszel alaposan megkevertiik az extraktumot és
lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm). Ezt kovet6en az el6készitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t
cseppentettiink két parhuzamosban mintankként. Szaradas utan a mintakra 1 pl matrix oldatot

cseppentettiink és laminaris bokszban hagytuk elparologni az oldészert, beszaradni a mintat.

2.13.5. Extrakcié 1-propanolos pufferrel

Minden egyes mintabodl kiilon-kiilon 10 mg-ot mértiink 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe.
Ezutan 300 pl 1-propanolos extrahaldszert pipettaztunk a centrifugacsovekbe. Vortexszel
alaposan megkevertiik, majd 30 percre ultrahangos fiirdébe helyeztiik 6ket. Ezutan rotoros
vertikalis razogépbe helyeztiik a mintakat és még 30 percig folytattuk az extrakciot. Az
extrakcio befejezése utan lecentrifugaltuk a mintakat (3 perc, 14100 rpm), majd a feliiliszobol
50 ul-t pipettaztunk egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe. A feliiltiszo lepipettazasa utan, S0ul
TA25 oldatot adtunk a mintakhoz. Ez a 1épés a minta extraktum felvitele szempontjabol fontos.
A tiszta 1-propanolos extraktum szétfolyik a lemezen, viszont TA25 oldattal kiegészitve a
felvitel lehetségessé valik. Kisérleteinkbdl kidertilt, ez az anyag nem befolyasolja a tovabbi
eredményeket. A mintafelvitel eldtt ismét vortexszel alaposan megkevertiik az extraktumot és
lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm). Ezt kdvetben az elokészitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t
cseppentettiink két parhuzamosban mintankként. Szaradas utan a mintakra 1 pl matrix oldatot

cseppentettiink és laminaris bokszban hagytuk elparologni az oldészert, beszaradni a mintat.

2.13.6. 60%-0s etanolos puffer és az extraktumok felvitele

A daralt szemeket 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsébe helyeztiik. Az oldat elkészitése 40 ml
Milli Q desztillalt viz és 60 ml abszolut etanol 150 ml-es csavarkupakos iivegbe torténd
mérésével és Osszerdzasaval késziilt. A mintafelvitel eltt ismét vortexszel alaposan
megkevertiik az extraktumot és lecentrifugaltuk (3 perc, 14100 rpm). Ezt kovetéen az
elokészitett mintatartd lemezre 1- 1 pl-t cseppentettiink négy parhuzamosban mintankként.
Szaradas utdn a mintdkra 1-1 pl matrix HCCA vagy 1-1 pl SA oldatot cseppentettiink és

laminaris bokszban hagytuk elparologni az oldoszert, beszaradni a mintat.
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Buiza minta el6készitése 60% EtOh vizsgalathoz

1. Iépés: a mintdk el6készitése, dardlasa

|

2. |épés: 10 mg minta elhelyezése 2,0 ml-es Eppendorf centrifugacsében

Oldatot készitek hozza:
40 ml Milli Q desztillalt viz
+
60 ml abszolut etanolbol

|

I 3. Iépés: 150 ml-es csavarkupakos tiveghe mérem

Osszerazom

!

| 4. lépés: Vortexxel keverem I

v

| 5. 1épés: 3 perces centrifugalas 14100 rpm-en |

!

6. lépés: az elokészitett mintatartd lemezre 1-1 pl-t cseppentettem két parhuzamosban

}

7. lépés: Sziradas utan a mintakra
1-1 pl matrix HCCA
vagy
1-1 ul SA oldatot
cseppentettem

l

8. lépés: laminaris bokszban hagytam clpérologni az oldoszert, beszaradni a mintat |

4. abra: 60% EtOH vizsgalat mintaelokészités folyamatabraja
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2.14. MERES

A méréshez Bruker microflex LT MALDI-TOF tomegspektrométert hasznaltuk a Wessling
Hungary KFT-ben. A Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén 2000-ben egy, a
szintén Bruker cég altal gyartott igen korszeri MALDI-TOF-TOF tomegspektrométer,
amelynek tipusa Autoflex Speed.

Az elokészitett mintatartd lemezt vagy masnéven plate-t, zsiliprendszeren keresztiil juttattuk
az ionforrasba. A mintak letapogatasdhoz sziikséges mozgatast, egy preciz mechanika végzi,
amely igen pontosan tudja mozgatni a mintatartd lemezt az UV 1ézerforras alatt. Egy
kisfelbontasu digitalis kameraval nyomon is kovethetjiik az aktualis pozicidban 1évé minta
vizsgalatat. Ez egyrészt segit ellendrizni, hogy a vizsgalat a megfeleld minta pozicidobol
torténik, illetveaz esetleges mintafelviteli inhomogenitasok esetén segiti a manualis spektrum

felvételt.

Egy altalanos miszervezérld szoftverrel (flexControl - Bruker Daltonik) lehet beallitani a
tomegspektrumok felvételéhez sziikséges paramétereket, példaul a 1ézer energiajat, az ionok
gyorsitasahoz sziikséges nagyfesziiltséget, a mintatartd lemez mozgatasi sémajat és a vizsgalt
tomegszamtartomanyt is. Ezzel a szoftverrel végezhetjiik tovabba a késziilek tomegszdm-
fliggvény meghatarozasat. Az elv egyszerti, egy ismert fehérje 6sszetételll protein mixet, mint

kalibral6 standardot hasznaltam erre a célra.

A vakuum ellendrzése utan, a kalibralo poziciora (A3) allitottuk a lézert és az automatikus
spektrum felvételi modban elkészitettiik a kalibralo standard atlag tomegspektrumat a 2000 —
25.000 amu (atomic mass unit) tomegszamtartomanyban, lehet6ség szerint 200-500 spektrum
atlagabol. Zajsziirés (simitds) és alapvonal korrekci6 utan elvégeztiik a kalibracidt (a miiszer
megkereste a referencia tomegszamokat ¢s a megfeleld fliggvényt illesztette a tomegszamokra).
Ellendriztiik a referencia tomegszamokeltérését, €s akkor fogadtuk el a kalibraciot, ha minden

tomegszam esetén az eltérés kisebbvolt, mint 500 ppm.
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2.14.1. Sajat method fajlok automatizalt méréshez

A kukorica vetdmagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az
[csilla/MBT_FC_Kukorica_14526.par nevezetii modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a
mintapozicidbkon automatikusan haladt végig és kozben a szoftver elvégezte a

tomegspektrumok felvételét.

A napraforgd vetdmagok genetikai homogenitas vizsgélatdhoz az
[csilla/MBT_FC_napraforgo_14476.par nevezetli modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a
mintapozicidkon automatikusan haladt végig és kozben a szoftver elvégezte a

tomegspektrumok felvételét.

A szbjabab vetémagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az /csilla/MBT_FC_szoja
_14852.par nevezeti modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a mintapoziciokon

automatikusan haladt végig ¢és kdzben a szoftver elvégezte a tomegspektrumok felvételét.
A blza vetémagok genetikai homogenitas vizsgalatahoz az /csilla/MBT_FC_buza

_14999.par nevezeti modszer fajlt hasznaltuk. A késziilék a mintapoziciokon

automatikusan haladt végig és kdzben a szoftver elvégezte a tomegspektrumok felvételét.

2.14.2. Statisztikai kiértékelés metodikaja

A kiértekelésekhez az adatokat Microsoft Excel tablazat segitségével Osszesitettiik, majd

abrazoltuk, mig a statisztikai kiértékeléseket az SPSS v13.0 programmal végeztiik.

A statisztikai vizsgalatot R 4.1.3. statisztikai kornyezetben (HTTP7) RStudio (RSTUDIO
TEAM, 2022) grafikus feliilettel, “agricolae” (de MENDINBURU, 2021) csomagok
felhasznalasaval végeztilk. A grafikonok Micosoft Excel 2019 programmal késziiltek. A
statisztikai vizsgalat soran az elséfaju hibat 5%-nak valasztottuk meg (alpha = 0,05). Az
extrahéaloszer M/Z értékekre gyakorolt hatasdnak vizsgalatara ismételt mérési modellt (repeated
measure analysis of variance) alkottunk HUZSVAI és BALOGH (2015) példéja alapjan. Az

ismételt mérési modell szintaxisa R statisztikai kdrnyezetben:
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modell<- aov(M/Z~Extrahadlészer+Error(minta_azonosito/Extrahaldszer),
data=forras_adatbazis)

summary(modell)

A mért M/Z adatok kozépérték Osszehasonlitdsat legkisebb szignifikans kiilonbség (least
significant difference - LSD) moddszerével végeztiikk, amelyben meghataroztuk a legkisebb
szignifikans kiilonbséget R statisztikai kornyezetben az ismételt mérési modell minden egyes
megadni, amelyet a kdvetkezd szintaxissal végeztiilk minden modellre kiilon-kiilon post hoc
tesztjéhez a szabadsagi fokokat (df) és a négyzetdosszeg hibdkat (MSE) egyedileg kell
(HUZSVALI ¢és BALOGH, 2015):

df=df.residual(modell$"hiba:hiba")

mse=deviance(modell$"hiba:hiba")/df

LSD <- with(adatbazis, LSD.test(M/Z, modellbol a_szignifikans hatdas, df, mse, console = T))
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3. EREDMENYEK

3.1. A MALDI-TOF vizsgalatok eredménvyeinek értékelése

A FelxAnalysis szoftverrel lehetdségiink nyilt egyesével megtekinteni a kiilonb6z6
novényfajok magjainak mintaibol késziilt tomegspektrumokat. Miutan beolvastuk a
spektrumokat, egy altalunk kidolgozott modszerfajllal elvégeztiik a zajsziirést és az alapvonal
korrekciot. Bar a késziilék egy mintabol 640 tomegspektrumot készitett és atlagolt, az elkésziilt
spektrumok intenzitasa teljesen eltérd volt. Ez a kiilonbség abbol ered, hogy az extrakciohoz
bemért mintarészek nem azonos mennyiségben tartalmaztak a kiilonboz6 tartalék fehérjéket,

melyeket vizsgaltunk.

A genetikai homgenitas vizsgalatokhoz minden esetben fel kell térképezni a jellemzo
fehérjéket, ezért ilyenkor tobb szem atlagmintdibol készitiink extraktumokat és ezeket vissziik
fel a mintatartd lemezre, majd elvégezziik a mérést, hogy vizsgalni tudjuk milyen spektrum
gorbék jellemzoek az adott tételekre. Ezaltal lehetdségiink nyilt megtalalni az un. marker
fehérjéket, amelyek jellemzéen kimutathatoak a kiilonbozé tételekben. Altaldban ezek
egymashoz kozeli tomegszamu csticsparokként jelentek meg a tételek tomegspektrumaiban. A
markerfehérje kivalasztasa utan a fajtdkbol készitett extraktumok tdmegspektrumait vizsgaltam
¢és kerestem a markerfehérjék jelenlétét. Amennyiben a kivalasztott marker csticsok jelen voltak

a spektrumban, akkor azt a fajtat genetikailag homogénnek tekintettem.

Mindség ellendrzés céljabol minden extraktumbdl két parhuzamos vizsgalatot végeztem. A
,hibas”, genetikailag nem tiszta fajta szemeibdl készitett extraktumok vizsgalatat tobbszor 1S

megismételtem és csak utana fogadtam el a végleges eredményt.

Tovabba a mintak extraktumait hiitGszekrényben taroltam 4 °C-on, mert a tapasztalataim
alapjan az extraktumok igy legalabb 1 honapig megdrzik a mindségiiket. Az eltarthatosagot
folyamatosan vizsgaltam és az eredményeket tablazatban foglaltam 0ssze A 2-5. tablazatokbol
jol lathato, hogy a kukorica (Zea mays), a szdja [Glycine max (L.) Merr.] és a baza (Triticum
aestivum) esetében nem csokkent 90% ala, mig a napraforgénal (Heliantus annus) nem haladta

meg a 4%-os csokkenést 1 honap letelte utan.
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https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Elmer_Drew_Merrill&action=edit&redlink=1

2. tablazat: A kukorica (Zea mays) mintak extraktumainak eltarthatésaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Zea mays 2-89 100%
Zea mays 3-236 100%
Zea mays 4-167 95%
Zea mays 5-137 93%
Zea mays 6-99 100%
Zea mays 7-125-15 100%
Zea mays 8-103-15.4 100%
Zea mays 9-169-15.25 100%
Zea mays 10-165-15 99%

3. tablazat: A szo6ja (Glycine max (L.) Merr.) mintak extraktumainak eltarthatésaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Glycine max (L.) Merr.1- 1 100%
Glycine max (L.) Merr. 2-2 100%
Glycine max (L.) Merr.3-78-16 100%
Glycine max (L.) Merr.4-4 100%
Glycine max (L.) Merr.5-5 98%

Glycine max (L.) Merr.6-169 98%

Glycine max (L.) Merr.7-58.59 100%
Glycine max (L.) Merr.8- mentor 91%

Glycine max (L.) Merr.9- Elio5-16 100%
Glycine max (L.) Merr.10-keveret 100%

4. tablazat: A napraforg6 (Heliantus annus) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Heliantus annus 1-Sun 1 96%
Heliantus annus 2-33tetel sun 98%
Heliantus annus 3-8tetel 100%
Heliantus annus 105-15 100%
Heliantus annus 5-sun.2018.10.11 97%
Heliantus annus 6-122-15 100%
Heliantus annus 7-F1 99%
Heliantus annus 8- 7 new 100%
Heliantus annus 9-9new 99%
Heliantus annus 10-10 SA 99%
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5. tablazat: A buza (Tritucum aestivum) mintak extraktumainak eltarthatosaga (%)

4 °C-on 1 hénapig

Triticum aestivum1-h7 100%
Triticum aestivum 2-F2 100%
Triticum aestivum 3-20tetel Buza 100%
Triticum aestivum 4-4tetel Buza 98%

Triticum aestivum 5-21 100%
Triticum aestivum 6- 10telel Buza 97%

Triticum aestivum 7-balibuza 100%
Triticum aestivum 8-h2 100%
Triticum aestivum - 9 9tetel Buza 100%
Triticum aestivum 10-h22 97%

3.2. Az extrahald szerek kivalasztdsa spektrumok alapjan, a vizsgalt novényfajokndl

A buza mintak esetében azt tapasztaltuk, hogy a legnagyobb M/Z értéket (20409,2) a 60%-0s
EtOH, a legkisebbet pedig a NaCl izolalo (1893,2) adta, de jelentdsen kiilonboztek a tobbi

harom izolaloval kapott M/Z értékek is, melyek esetében LSDsgy-0n vizsgalva szignifikansan

(p<0,05) gyengébb spektrum eredményeket adtak a 60% EtOH extrahaldszerhez viszonyitva

(5. abra).

5. abra: Bliza mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltéré extrahdloszerek alkalmazasa

esetében

25000

20000

15000

m/z

10000

5000

Buza mintdk vizsgélati eredményei eltérd extrahédlészerek esetében

20409,2

9289,8

4151,6
60%_EtOh NaCL_Savas 2-propanol
a b c

Extrahdldszer

2947

1-propanol

d

1893,2

NaCl_semleges
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Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg a kukorica mintakndl is, de ezeknél a NaCl savas ¢és

semleges izolalok adtak a legalacsonyabb (3987,26 és 2765,48), szinte azonos M/Z értékeket.

LSDsw-on vizsgalva megallapitottuk, hogy 1-propanol szignifikansan (p<0,05) a legjobb M/Z
eredményt adta (17857,84) a kukorica esetében a 60% EtOH, illetve a NaCl savas és NaCl

semleges extrahaloszerek spektrumaihoz viszonyitva (6. abra).

20000

16000

12000

m/z

8000

Kukorica mintak vizsgélatieredményei eltérd extrahalészerek esetében
17857,84
9297,7

4572,42 3987,26

. - =
1-propanol 2-propancl 60%_EtOh NaClL_Savas NaCl_semleges

a b c d e
Extrahalészer

6. abra: Kukorica mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaldszerek esetében

A napraforg6 kaszatmintak esetében az 6t extrahdloszer koziil a 2-propanolos izolald adta a

legjobb M/Z értéket (22056,78), melyet LSDsy-on vizsgalva szignifikansan (p<0,05) is eltért a

60% EtOH, 1-propanol, NaCl semleges és NaCl savas izolalo szerekhez viszonyitva (7. abra).

Ebbdl is lathato, hogy nem minden extrahaldszer alkalmas az adott ndvényfaj elemzésére.

20000

m/z

15000

10000

5000

Napraforgé kaszat mintdk vizsgalatieredményei eltéré extrahaldszerek esetében
22056,78
7143,28
. 3;’00 2724,84 2339'66
2-propanol 60%_EtOh 1-propanol NaCl_semleges NaCL_Savas
a b c d e
Extrahalészer

7. abra: Napraforgo kaszat mintak tartalékfehérjéinek M/Z értékei eltérd extrahaloszerek

esetében
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A sz6ja mintaknal mind a NaCl savas, mind pedig a NaCl semleges izolalok utdn magas M/Z
értékeket kaptunk (18028 és 17902), mig az 1-propanol és a 2-propanol, valamint 60% EtOH
szignifikansan a legalacsonyabb (p<0,05) M/Z értékeket adtak a két NaCl extrahaloszerhez

viszonyitva (LSDsw-on vizsgalva) (8. abra).

Szdja mintak vizsgalatieredményei eltérd extrahaloszerek esetében
#0000 18028,582 17902,095
16000
12000
~
S
=
8000
5226,7R0 4527,093
4000 . 2736,977 .
. ]
NaCL_Savas NaCl_semleges 1-propanol 60%_EtOh 2-propanol
a b c e d
Extrahalészer

8. abra: Szoja minta vizsgalati eredménye eltérd extrahaloszerek esetén

3.3. Az extrahaloszer és az M/Z érték kozotti korrelacio Pearson-féle analizissel vizsgdlva

Tovéabb elemezve a kapott eredményeket, arra kerestiik a valaszt, hogy mennyire alkalmas az
adott izolal6 a vizsgalt szant6foldi ndveényfaj tartalékfehérje markereinek meghatarozasara. Az
Osszefiiggés vizsgalatot Pearson-féle korrelacios analizissel végeztem, €s az eredmények
alapjan megallapitottam, hogy minden vizsgalt ndvényminta esetében pozitiv kdzepes
kapcsolat volt a novényfajonként alkalmazott extrahdloszerek és az M/Z értékek kozott, mely
hozzéjarulhat az 4j mddszer finomitadsdhoz (6-9. tdblazat). Az analizis megerdsitette, miszerint
a buza fehérjéket a 60 EtOH-, a kukorica fehérjéket az 1-propanol-, a napraforgd kaszatokban
1évé fehérjéket a 2-propanollal, mig a szdja esetében a két NaCl extrahaloszer oldja ki a
legjobban, mely a fehérjék repiilési tomegének idejében mutatkozik meg a legjobban (M/Z). A
kapcsolatok jellemzdje, hogy pozitiv, kdzepes erdsségli mind a négy noveényfaj esetében (Buza

r=0,661**, kukorica r = 0,600**, napraforgo6 kaszat r = 0,634**, szdja r = 0,656**).
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6. tablazat: A buza mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgélata Pearson-féle analizissel

Buza mintahoz NaCl NaCl
60% EtOH 2-propanol | 1-propanol
alkalmazott savas semleges
- (1) (1 (1
extrahdloszerek ) )
M/z 0,661** | 0,197 0,152 0,129 0,106

** A korrelaci6 szignifikans p = 1% szinten

7. tablazat: A kukorica mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgélata Pearson-féle analizissel

Kukorica mintahoz NaCl NaCl
1-propanol | 2-propanol | 60% EtOH
alkalmazott savas semleges
. (1) (1) (1)
extrahaloszerek (9] n
M/Z 0,600** 0,193 0,157 0,134 0,112

** A korreléci6 szignifikans p = 1% szinten

8. tablazat: A napraforgd mintakhoz alkalmazott extrahaldszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

Napraforgo kaszat NaCl NaCl
2-propanol | 60% EtOH | 1-propanol
mintahoz alkalmazott 0 0 0 semleges | savas
r r r
extrahaloszerek ) (n
M/z 0,634** 0,197 0,163 0,127 0,122

** A korrelacio szignifikans p = 1% szinten

9. tablazat: A szoja mintakhoz alkalmazott extrahaloszerek és az M/Z értékek kozotti

kapcsolat vizsgalata Pearson-féle analizissel

Szdja mintahoz NaCl NaCl
1-propanol | 60% EtOH | 2-propanol
alkalmazott savas | semleges
o (r) (r) (r)
extrahaldszerek ) (N
M/Z 0,656** | 0,623** 0,177 0,125 0,169

** A korrelacio szignifikans p = 1% szinten
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. MALDI-TOF MS tartalékfehérje tomegspektrum alapu adatbazis 1étrehozasa 10-10 blza,
kukorica, napraforgé és szoja fajta vetOmagjainak genetikai tisztasdgdra vonatkozodan,
amelybdl a vizsgalt tételek genetikai homogenitdsa barmikor visszakereshetd és évekre
visszamenden 0sszehasonlithato.

2. A modszer koltséghatékony és kornyezet kimélobb, mint az eddigi modszerek anyag
hasznalat tekintettében. A MALDI-TOF MS technologia lehetdvé teszi, hogy rovid idén
beliil késziilek tipustol fliggden 102 vagy 362 mintat lemérjiink rovid id6 alatt.

3. A munkank soran nem csak hibrideket, de sziil6i vonalakat is sikeriilt vizsgalni. Ennek
nagy jelentdsége van abbdl a szempontbodl, hogy a hibridvetdmag eldallitasnal fontos, hogy
a sziil6i vonalak is homozigotak és genetikailag tisztak legyenek, mert ez az egyik fontos
feltétele a hibrid fajta genetikai homogenitasanak is.

4. A MALDI-TOF MS tomegspektrumok analizise soran bebizonyosodott, hogy 2-30 kD
molekulatomegii tartalékfehérjék vizsgalatakor azok a 2000-2500 m/z tartomanyban
értékelhetok.

5. A kutatasi eredményeink bizonyitjdk, hogy a MALDI-TOF MS késziilékkel kapott
tartalékfehérje tomegspektrumok alkalmasak kiilonb6z0 oOn- és idegentermékenyiild

novényfajok fajtainak genetikai homogenitéas vizsgélatara az 1-25000 m/z tartoméanyban.
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GYAKORLATBAN HASZNOSITHATO EREDMENYEK

. Az altalunk kifejlesztett modszer kukorica, buza, napraforgd, és szdja vetOmagok
esetében a mintaeldkészités modjatol fliggden, alkalmazhatd a vetdmag-mindsitésben.
Javasoljuk a vizsgalt novényfajok eltéré magtipusi mintdinak a megdaralasat az
analizisek elott.

. A magas olaj-/zsirtartalmi névényfajoknal a homogenitasi vizsgalat eredményeit
befolyasolja az olaj- és/vagy a zsirtartalom, ezért a daralas utan a napraforgoé és a szdja
magokat 250ul ml hexan oldattal zsirtalanitani sziikséges. Ennek hidnyaban a kapott

eredmények nem a valosagot tiikrozik.

. Az analizisek alapjan az emlitett novényfajok tartalékfehérjéinek vizsgalatahoz az SA-
(3mg/250p1 koncentracidban) vagy a HCCA matrix (2,5mg/250ul koncentracidoban) a
legmegfelelobbek.
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