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1. Bevezetés

A bioldgiai rendszerek molekularis szintl feltérképezése
az elmult két évtizedben egy meghatarozé modszertani at-
alakulason ment keresztiil. A korabban egyeduralkodonak
szamitd populacid-alapu, atlag dsszetételen alapuldé megko-
zelitések, amelyek jellemzden egymillid vagy annal tobb
sejt 0sszevont valaszat elemezték tobb esetben atadtak he-
lytiket az egyedi sejtek felbontdsara képes technoldgiaknak.
Ez a valtozas egyeldre foként a transzkriptomikaban figyel-
heté meg, de mar vannak kezdeti kisérletek az egyedi sejtek
proteinjeinek és anyagesere termékeinek analizisére is. Ez
a valtas nem csupan technikai finomitas, hanem a biologiai
komplexitas megértésének alapvetd feltétele. Az analitikai
kémia szempontjabol a populacios atlagképzés egy kritikus
torzitast hordoz: elrejti a sejtpopulacion beliili funkcionalis
heterogenitast, ami a daganatos transzformacio, a gyogy-
szerrezisztencia vagy a fertdzési folyamatok korai fazisa-
ban fontos informacioforras lehetne.

A modern diagnosztika és a személyre szabott orvoslas sza-
mara ez a ,,statisztikai elmosodas” elfogadhatatlan, hiszen a
kritikus biologiai dontések gyakran egy marginalis alpopu-
lacidban valdsulnak meg, amelynek jelzéseit a populacios
atlag teljesen elnyomja. Az egyedi sejtek analizalasa tehat
nem technikai oncél, hanem a klinikai sziikségszeriiség és
a rejtett fenotipusok azonositdsanak zéaloga.

2. A sejtpopulacidk heterogenitasa és az atlagolas
korlatai

A Dbiologiai rendszerekben a sejtek dsszetétele még azonos
szoveti kdrnyezetben is jelentds eltéréseket mutathat. Ez a
heterogenitas eredhet a sejtciklus kiilonb6zo fazisaibol, az
epigenetikai szabalyozas finom kiilonbségeibdl vagy a mik-
rokdrnyezeti hatasokbdl. A hagyomanyos mérések soran a
sejteket homogenizaljak, ami a térbeli informaciok elvesz-
tésével és az egyedi sejtekhez kotdédd valaszok kioltasaval
jar.

A rékos daganatok esetében példaul a kemoterapias kezelés
utdn megmarado, rezisztens sejtek csak egy apro toredékét
teszik ki a tumor tdmegének. Egy atlag 6sszetétel mérés so-
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ran ezeknek a sejteknek a metabolikus profilja lathatatlan
marad, igy a rezisztencia kialakulasat csak akkor észleljiik,
amikor az alpopulacié mar dominanssa valik. Az egyedi
sejtanalitika ezzel szemben lehetévé teszi ezen ,,ritka ese-
mények” detektalasat, ami a korai beavatkozas kulcsa. Az
adatok elemzése soran feltart bimodalis vagy multimoda-
lis eloszlasok igazoljak a rejtett fenotipusok létezését. Egy
egészségesnek tlind szovetben megjelend daganatos sejt-
populacio jele egy masodik csucs formajaban jelentkezik a
statisztikai eloszlasban, amelyet az atlagolas elfedne.

Az egyedi sejtanalitika megvaldsitdsa soran olyan méret-
skalakon kell operalnunk, ahol a makroszkopos modszerek
mar nem hasznalhatok. A pikoliteres és femtoliteres térfo-
gatl sejtek anyagcseréjének mérése soran harom f6 gatlo
tényezovel szembesiiliink, amelyek radikalisan Gj analitikai
stratégiat kovetelnek. Ezek az extrém kis térfogat, az amp-
lifikacio6 hianya, és a gyors metabolikus konverzio.

A biologiai diverzitas drasztikus kiilonbségeket mutat
a sejttérfogatban, ami megkdveteli a mérési technoldgi-
ak differencialasat a vizsgalt sejttipus méretétdl fiiggden.
Az élovilag orszagai szerint a sejtek térfogataban tobb
nagysagrendnyi eltérést talalunk. Ezt bizonyitjak a nové-
nyi sejtek, (példaul a ladfli, Arabidopsis thaliana, levelé-
nek felhamsejtjei ~20 pL), allati sejtek (példaul az emberi
majsejtek ~5 pL), egysejtli gombak (példaul élesztd sejtek
~30 fL) és baktérium sejtek (példaul Escherichia coli ~1 fL)
estén megfigyelt kiilonbségek. A baktériumok és a névényi
sejtek kozotti kozel 20000-szeres térfogatbeli eltérés ravila-
git arra, hogy egyetlen univerzalis eljaras nem elegendd az
0Osszes sejttipus analiziséhez.

Szemben a genomikaval vagy a transzkriptomikaval, ahol
a polimeraz-lancreakcio technologia lehetévé teszi a nuk-
leinsavak molekularis dusitasat, a metabolomikaban és a
proteomikaban nincs molekularis amplifikacio.? Ez azt je-
lenti, hogy az elemzés soran csak azok a molekulak allnak
rendelkezésre, amelyek eredetileg is jelen voltak a sejtben.
Az érzékenységnek tehat eredendéen az ultranyom tarto-
manyban kell lennie, hiszen egyetlen sejtben szamos me-
tabolit mennyisége az attomol vagy zeptomol kornyékére
esik.

(A cikk Vértes Akos, az MTA kiilsé tagja, 2026. aprilis 21-én elhangzott akadémiai székfoglalo eléadasanak szerkesztett valtozata.)
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Egyes vegyiiletek atalakulasi sebessége rendkiviil magas
lehet a sejten beliil. Kiilondsen a kisebb sejtekben, mint
az ¢lesztd vagy a baktériumok, a metabolit (pl. az ATP)
koncentraciok a kornyezeti ingerekre adott valaszként ma-
sodperceken beliil megvaltozhatnak. Az analizisnek ezért
gyorsabbnak kell lennie a sejt fiziologias valaszidejénél,
kiilonben csak mérési hibakat rogzitiink, nem a sejt valodi
allapotat.

3. Kapillaris mikromintavételezés és ionmozgékonysagi
elvalasztas

Az egyedi sejtanalizis kiindulopontjat a kutatocsoportban
a manualisan végzett kapillaris mikromintavételezés jelen-
tette.>> A modszer, amelyet a ,tiirelmes diak” eljarasaként
is emlegettiink, nagyfoku szakértelmet és finom motoros
kontrollt igényelt.

A folyamat soran mikroszkop alatt, a hazilag optimalizalt
alaku tlihegyes tivegkapillaris egy precizidos pumpa segit-
ségével kozvetleniil a vizsgalt sejt citoplazmajabol sziv ki
koriilbeliil 0,1 pL mintat. Kritikus szempont a sejtmag in-
takt allapotdnak megdrzése, mivel a sejtmag sériilése olyan
komponenseket €s strukturalis anyagokat szabaditana fel,
amelyek elnyomnak a keresett metabolit jeleket.

Az ionizaci6 elektroporlasztassal (angolul electrospray ioni-
zation vagy ESI) torténik, ahol a minta egy nagyfesziiltségii
térben apro, toltott cseppekre bomlik.c!! A cseppecskékbdl
felszabadulé ionok tomeg/toltés aranya (m/z) tomegspekt-
rometria (angolul mass spectrometry vagy MS) segitségével
azonosithaté. A rendszer hatékonysagat tovabb fokozhato
ionmozgékonysagi elvalasztas (angolul ion mobility separa-
tion vagy IMS) hozzaadasaval. Az IMS soran az ionok egy
inert gazzal toltott csében sodrodnak, ahol az iitkdzések
révén nemcsak tomeg/toltés (m/z) ardanyuk, hanem alakjuk,
meéretiik és litkdzési hataskeresztmetszetiik (angolul collisi-
on cross section vagy CCS) szerint is szétvalnak.> 1% 3

Az IMS-MS eredményeként nyert ion intenzitasok sodro-
dasi id6 (angolul drift time vagy DT) és m/z szerinti abra-
zolasa (mobiligram) lehetvé teszi a lipid és metabolit jelek
elkiilonitését a kémiai hattérzajtol (1. Abra). A DT plusz
dimenzid drasztikusan noveli a szelektivitast, lehetévé téve
olyan izobar vegyiiletek megkiilonboztetését is, amelyek
m/z értéke megegyezik, de szerkezetiik eltérd.

A modszer hatékonysagat bizonyitja, hogy egyetlen human
majsejtbol vett 0,1 pL-es mintaban 22 metabolitot és 54 lipi-
det sikeriilt azonositani. Bar az eljaras informaciotartalma
igen magas, az alacsony ateresztoképesség (kevés sejt/ora)
siirgette az automatizalt rendszerek felé valo elmozdulast.

A kifejlesztett modszer lehetdvé tette az egyedi sejtek élet-
tani allapotanak mennyiségi leirasat. Az egyik legfontosabb
ilyen paraméter az adenilat-energiat6ltés (angolul adenylate
energy charge vagy AEC), amely a sejt metabolikus egész-
ségének indikatora.
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1. Abra. Egyetlen humén méjsejtbl vett minta (jobb felsd sarok)
ESI-IMS-MS segitségével eldallitott mobiligramja lehetové tette

22 metabolit (spektrum a bal felsd sarokban) és 54 lipid (spektrum a jobb
also sarokban) azonositasat. (Reprinted and adapted with permission
from Zhang L.; Vertes, A. Anal. Chem. 2015, 87, 10397.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b02502.

Copyright 2015 American Chemical Society.)

Az AEC értékét az ATP, ADP és AMP koncentraciok alap-
jan hatarozzuk meg az alabbi képlettel:

AEC = ([ATP] + 0,5[ADP])/([ATP] + [ADP] + [AMP])

Az AEC érték mindig 0 és 1 kdzott mozog. Egészséges, ak-
tiv anyagcseréjii sejtekben az AEC értéke jellemzden 0,8
felett van. Stressz vagy mérgezés hatasara ez az érték 0,5
ala csokken.

A fent leirt egyedi sejtanalizis hasznanak bemutatdsahoz
human ma4jsejteket kezeltiink rotenonnal (egy ismert ro-
varirtd), amely mitokondrialis méregként gatolja a sejtek
ATP termelését. A méréseink szerint a kezelt sejtek AEC
értéke 0,82+0,12-r61 0,16+£0,12-ra zuhant.> Ennek bioké-
miai oka a rotenon gatld hatasa az elektronszallit6 lanc 1.
komplexére (NADH-dehidrogenaz), ami a mitokondrialis
ATP-szintézis 6sszeomlasahoz és a sejt energiaraktarainak
kitiriiléséhez vezet. Az AEC drasztikus csokkenésén tul az
egyedi sejtanalizis azt is feltarta, hogy a populacion beliil a
valasz nem egyenletes: a sejtek egy része gyorsabban, mig
masok lassabban érik el a kritikus energiahianyos allapotot.

4. Lézer ablacio és sejtrobbantas

A nagy ateresztoképességii, in vivo mérések kulestechnolo-
giaja a lézerablacios electroporlasztasos ionizacié (angolul
laser ablation electrospray ionization vagy LAESI), ame-
lyet 2007-ben fejlesztettiink ki.'*!¢ Ez a technologia sziik-
ségtelenné teszi a minta gyakran bonyolult el6készitését és
vakuumba helyezését, lehetové téve €16 sejtek €s szovetek
természetes kornyezetben torténd MS vizsgalatat.

A lézer-anyag kolcsonhatias mechanizmusa. A LAESI
moddszer egy kozép-infravords (mid-IR) 1ézert hasznal 2,94
pm-es hullimhosszon. Ez a specifikus hullamhossz pontosan
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a viz -OH kotésének abszorpeiés maximumaval esik egybe.
Amikor a lézerimpulzus eléri a viztartalmu biologiai mintat,
a sejtben 1évo viz elnyeli az energiat, ami extrém gyors me-
legedéshez és fazisrobbanashoz (phase explosion) vezet.”” 18
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2. Abra. A sejtrobbantas hasonlésagi modellje két fazisban koveti

a Taylor kifejezést. A kezdeti feliileti parolgast 87 ns utan fazisrobbanas
koveti, amely a lézer impulzus energidjanak 99%-at hordozza.

(Viz minta egy Q-kapcsolt 70 ns hosszi Er:-YAG lézerimpulzus altal
besugarozva A = 2.94 um hullamhosszon és 5.4 J/cm?energiastiriiséggel.)
(Reprinted and adapted with permission from Chen, Z.; Vertes, A. Appl.
Phys. Lett. 2006, 89, 041503.

https://doi.org/10.1063/1.2243961

Copyright 2006 American Institute of Physics.)

A folyamat fizikai modellezéséhez a Taylor-féle hasonlo-
sagi modellt hivtuk segitségiil. Geoffrey Taylor 1941-ben
(Neumann Janossal és Leonyid Szedovval parhuzamosan)
dolgozta ki egy pontszerli nagy erejii robbanas altal keltett
lokéshullam terjedésének leirasat, melyet kilenc évvel ké-
s6bb a Trinity-atomrobbantas energidjanak megbecslésére
hasznaltak az addigra deklasszifikalt fotok alapjan.'” 2* A
modell Iényege, hogy egy pontszerii energiafelszabadulas
utdn a lokéshulldm sugara (R) az id6 (f) és a robbanas ener-
gidja (F) fliggvényében skalazodik:

R = S(y)po_l/sEl/StZ/S ,
ahol S(y) egy konstans, p, pedig a kozeg stiriisége.

A lézerimpulzus altal k6zolt koncentralt energia hatdsara a
sejtben lezajlo folyamat analdg egy miniatiir robbanassal.
kifejezést koveti (2. Abra). A sejt viztartalmabol keletkezé
gbzfelhé nagy gyorsasaggal kiloki a sejt tartalmat, benne a
metabolitokat, lipideket, és fehérjéket. Ez a felhd az ablacio
helyszine felett elhalad6 elektroporlasztassal keltett toltott
cseppekkel {itkodzik, ami hatékony ionizaciot tesz lehetévé.

Technolégiai fejlesztés és automatizacié. Az operativ
hatékonysag drasztikus novekedését 2009-ben szaloptikai
fokuszalassal értiik el. Egy maratott végli GeO, optikai
szallal a lézer fokusz atmérdjét 50 um ala csokkentettiik,
lehetdvé téve az egyedi sejtek célzasat.?!2*

A sejtpopulaciok statisztikailag megbizhato jellemzéséhez
tobb mint 1000 egyedi sejtet kellett megvizsgalnunk. Ezt
a nagy ateresztoképesség csak a mikroszkopos kontroll
nagyfoku automatizalasaval lehetett elérni. Mig kézi célzas
esetén a LAESI-MS atereszt6képesség <10 sejt/ora volt, tel-
jes automatizalassal ezt >800 sejt/Orara noveltiik.

Csticskésziilék és a ,,sotét metabolom”. Hagyomdanyos
metabolomikai méréseknél nagyszamu azonositatlan, az
adatbazisokban sem szerepld spektralis csticesal talalko-
zunk. Ezek az az azonositatlan, de funkcionalisan fontos
metabolitok alkotjak a ,,s6tét metabolom”-ot. Az egyedi
sejtekbdl ablacioval nyerhetd anyagmennyiség (jellem-
z6en pikogrammok) kevés a sok szdz metabolit hagyo-
manyos MS moédszerekkel torténd azonositasahoz. Ezért
a LAESI ionforrast kombinaltuk a Pacific Northwest
National Laboratory (PNNL) 21 tesla térerdsségti Fourier-
transzformacios ionciklotron-rezonancia (angolul Fourier
transform ion cyclotron resonance vagy FT-ICR) tomeg-
spektrométerével.”® Ez jelenleg a vilag legnagyobb telje-
sitmény(it MS miiszere. A tomegfelbontasa meghaladhatja
a 10 millidt, és, ami ugyancsak fontos, a tomegpontossaga
jobb mint 150 ppb.

Izotopos finomszerkezet. A rendszer extrém tomegpon-
tossaga és ultramagas felbontasa lehetévé teszi az izotopos
finomszerkezet (angolul isotopic fine structure vagy IFS)
detektalasat. Ez azt jelenti, hogy a miiszer képes kiilonb-
séget tenni olyan ionok kozott, amelyek tomege csak az
izotopok magkotési energidjanak kiilonbsége miatt tér el.
Példaul a *C és a PN izotopok jelenléte altal okozott aprod
de kiilonboz6 tomegeltolodasok alapjan a molekulaképlet
adatbazis-keresés nélkiil is meghatarozhato.

A mddszer erejét mutatja, hogy az IFS adatok alapjan egyet-
len fert6zott ndvényi sejtbol 47 ismert és 11 eddig ismeret-
len vegyiilet molekulaképletét sikeriilt szimultan meghata-
rozni.”® Ez a képesség kulcsfontossagu a ,,s6tét metabolom”
feltarasaban.

Novény-mikroba szimbidzis. Az egyedi sejtanalitika a
mezdégazdasagi hatékonysag novelésében is fontos szere-
pet jatszik. A szoja (Glycine max) és a nitrogénkotd bak-
tériumok (Bradyrhizobium japonicum) kozotti szimbidzis
vizsgalata a gyokérgumokban 1évo fertzott és fertzetlen
sejtek egyedi analizisén alapul.

A LAESI és a 21T FT-ICR MS kombinacidjaval kimutattuk,
hogy a fertézott sejtekben specifikus metabolikus haloza-
tok aktivalodnak a nitrogénmegkotés tamogatasara. Ezt
mutatja be a 3. Abra. Mig a normalizalt széjaszaponin ag
koncentraciok lognormalis eloszlast kovetnek, a foszfat-
idil-inozit-foszfat (angolul phosphatidylinositol phosphate
(PIP)) PIP (20:1/18:2) valtozatanak bimodalis eloszlasa van.
Ez utobbi két alpopulacioval rendelkezik alacsony és magas
metabolit szinttel, ami két kiillonboz6 anyagcesere-allapot-
nak felel meg ¢és rejtett fenotipusokhoz vezethet.”
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3. Abra. (Jobbra fent) Szoja gydkérgumo fertézott sejtjei a kivalasztott
sejt ablacioja elott (balra) €s utan (jobbra). (Jobbra lent) A maratott
végii optikai szal a 1ézerimpulzust pontosan a kivalasztott sejtbe
iranyitja. (Balra) Sejtbeli metabolit koncentraciok a vizsgalt

1000 sejtben lognormalis (mint példaul a szdjaszaponin ag) és bimodalis
(mint példaul a PIP (20:1/18:2)) eloszlast mutatnak. Ez utobbiban két
alpopulacio van jelen alacsony €s magas metabolit szinttel és ez két
kiilonboz6 anyagesere-allapotnak felel meg. (Reprinted and adapted
with permission from Dolatmoradi, M.; Stopka, S. A.; Corning, C.;
Stacey, G.; Vertes, A. Anal. Chem. 2023, 95, 17741-17749.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c03651

Copyright 2023 American Chemical Society.)

Unimodalis eloszlasok és alpopulaciok esetében, az anyag-
csere heterogenitasat a ,,metabolit zaj”, n*> = o?/u?, segitsé-
gével jellemeztiik, ahol ¢ az adott metabolit koncentracio
eloszlas szorasa és p a varhato értéke. Ez a mennyiség
betekintést enged abba, hogy a metabolit szintje a sejtben
milyen szorosan van szabalyozva.?® Nagyszamt metaboli-
tot vizsgalva az talaltuk, hogy a metabolit zaj csak gyengén
fligg az adott metabolit koncentracidjatol.

A metabolomikai képalkotas jovdje. A metabolomikai
képalkotas és az egyedi sejtszintli mérések fuzidja egy két-
csatornas mikroszkopiaval iranyitott LAESI-MSI platform
formajaban oltott testet, amely kikiisz6boli a hagyoma-
nyos képalkoté MS eljarasok egyik legsulyosabb korlatjat:
a racs-alapu mintavételt.”® A hagyomanyos MALDI-MSI
mérések egy merev racsot alkalmaznak, ami elkeriilhetet-
leniil a szomszédos sejtek egylittes mintavételezéséhez és
a spektrumok keveredéséhez vezet a szovetek rendezetlen
sejtelrendezddése miatt. Ezzel szemben az altalunk kifej-
lesztett, sejtrdl sejtre torténd képalkotas vilagos latoterii és
fluoreszcens csatornakkal felszerelt mikroszkopos rend-
szert alkalmaz a mintak vizsgalatara.

Az integralt szoftver automatikus képszegmentalast és ob-
jektum-felismerést végez, amelynek soran meghatarozzuk
az egyedi sejtek geometriai kozéppontjat. Az XY transz-
lacios asztal ezutan egymas utan a rogzitett optikai szal
hegye ala pozicionalja a sejtek kdzepét az ablaciohoz, biz-
tositva, hogy minden egyes mintavétel kizarolag egyetlen
sejtbdl szarmazo anyagot tartalmazzon. Az egyes sejtekhez
tartozd LAESI-MS spektrumban a kivalasztott metabolit
relativ intenzitasat szinkoddal jeloljiik (4. Abra).

4. Abra. (Balra fent) Szédja gydkérgumo fertdzott sejtjei fluoreszcens
mikroszkop alatt. (Jobbra fent) A kép szegmentacioval azonositott
sejteknek megfeleld 936 objektum. Morfometriai elemzéssel 25 nagy
sejt lett kivalasztva LAESI-MS analizisre. (Lent) A diszacharid és a
novényi stresszrezisztenciaban jelentds szerepet betdltd jazmonsav
relativ koncentraciok megjelenitése a kivalasztott sejtekben. (Reprinted
and adapted with permission from Stopka, S. A.; Wood, E. A.; Khattar,
R.; Agtuca, B. J.; Abdelmoula, W. M.; Agar, N. Y. R.; Stacey, G.; Vertes,
A. Anal. Chem. 2021, 93, 9677-9687.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.1c00569

Copyright 2021 American Chemical Society.)

Az automatizalt képalkotas egyik legnagyobb elénye az
affinitas-alapu vagy genetikailag kodolt fluoreszcens pro-
bakkal (példaul GFP-vel) jelolt sejtek célzott kivalasztasa
a heterogén szoveti kornyezetb6l. Ez a modszer rendkiviil
értékes az eltérd funkciondlis fenotipusu sejtekbdl allo erd-
sen heterogén szovetek vizsgalataban. Ilyen példaul a ritka
rezisztens sejteket tartalmazé daganatos mikrokdrnyezet
vagy a pillangosviraguak gyokérgumojanak fertézési zo-
naja. A LAESI-MSI képalkotasi sebessége a kifejlesztett
automatizacioval eléri a >800 sejt/Ora sebességet, lehetové
téve, hogy tobb mint 1000 sejt Osszetételének statisztikai
elemzésével hatarozzuk meg a populaciok eloszlasi min-
tazatait (példaul lognormalis vagy bimodalis koncentracio
eloszlasok formajaban).

A keletkez6 nagy dimenzidszamu spektralis adathalmazok
(minden egyes sejthez tobb mint 100 egyedi spektralis jel-
lemz6 tarsul) kezelésére és vizualizaciojara a nemlinedris
UMAP (uniform manifold approximation and projection)
dimenzioredukcios modszert alkalmaztuk, amely megérzi
a lokalis és globalis adatszerkezeteket is, igy kozvetlen kap-
csolatot teremt példaul a sejtmorfologia és a funkcionalis
metabolikus aktivitas kozott.

5. Nanofotonika az extrém érzékenységért

Amikor a sejt mérete a lézer ablacié fokuszalhatosagi ha-
tara ala csokken és sejtrobbantassal mar nem tudunk meg-
felel6 érzékenységet elérni (példaul egy ~30 fL térfogata
¢élesztOsejt esetén), Uj megkozelitésre van sziikség. Erre a
célra fejlesztettiik ki az elsé nanofotonikai ionforrast szili-
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cium nanooszlop erdd (angolul nanopost array vagy NAPA)
felhasznalasaval.

A NAPA strukturdk precizidés nanofabrikacioval késziil-
nek, ahol az oszlopok atmérdje (D), magassaga (H) €s pe-
riodusa (P) szigoruan kontrollalt. Ezek az oszlopok optikai
antennaként miikodnek: a méretiik 6sszemérhet6 a gerjesz-
té fény hulldmhosszéaval, igy az oszlopok rezonans moédon
fokuszaljak az energiat a deszorpcidhoz és ionizacidohoz.

Lézer deszorpciods ionizacié (angolul laser desorption ioni-
zation vagy LDI) esetén, az oszlopgeometria optimalizala-
saval bizonyos méretaranyoknal (H/D arany) az ionhozam
¢les rezonancidkat mutat. Példaul egy H = 1000 nm ma-
gassagu és D = 100 nm atmérdji oszlop (H/D = 10) sokkal
hatékonyabb ionizaciot tesz lehetdvé, mint a nem-rezonans
dimenziok (5. Abra). A rendszer érzékenysége elképesztd:
példaul verapamil esetében a kimutatasi hatar eléri a 800
zeptomolt.?*!

A mérések azt is felfedték, hogy a p-polarizalt 1ézerfény
(ahol az elektromos térerévektor parhuzamos az oszlopok
tengelyével) nagysagrendekkel magasabb ionhozamot ad,
mint az erre merdlegesen s-polarizalt fény. Ez perdontd
bizonyiték arra, hogy nem egyszerii termikus folyamatrol,
hanem rezondns nanofotonikai kolcsonhatasrol van szo.
Ezenfeliil az oszlopok csticsahoz kozel az erds elektromos
tér is segiti az ionizaciot.’*#

5. Abra. Az oszlop méretarany megfelel valasztasaval, példaul

H/D = 10 esetén, a szilicium nanooszlop erdére helyezett mintabol LDI
segitségével maximalis ionhozam érhetd el. (Reprinted and adapted with
permission from Walker, B. N.; Stolee, J. A.; Pickel, D. L.; Retterer, S.
T.; Vertes, A. Journal of Physical Chemistry C 2010, 114, 4835-4840.
https://doi.org/10.1021/jp9110103

Copyright 2010 American Chemical Society.)

A NAPA hordoz6 egyik legnagyobb eldnye LDI esetén a
matrixmentesség. A hagyomanyos matrixszal segitett LDI
(angolul matrix-assisted laser desorption ionization vagy
MALDI) eljarassal ellentétben itt nincs sziikség kiilsd
matrixanyagra, ami elnyomna a kismolekulas jeleket, igy

tiszta spektrumok nyerhet6k a metabolitok tartomanyaban.
Ez kiilondsen fontos elényt jelent metabolomikai képalko-
tasban, ahol a NAPA ¢és egyéb nanofotonikus €s szervetlen
matrix anyagok a MALDI-nal tisztabb, spektralis interfe-
rencia mentes képet mutatnak.**

Biooligomerek eloszlasa gyokérgumokban. Szimbiotikus
névényi rendszerekben, igy a szoéja (G. max) €s a nitrogén-
kotd B. japonicum kapcsolatabol fejlodé gydkérgumokban
a biooligomerek felhalmozodasa és térbeli eloszlasa alap-
vetd élettani jelentéséggel bir. E biooligomerek — mint a
baktériumok altal szén- és energiaforrasként hasznalt po-
lihidroxibutirat (PHB) — kozvetlen tomegspektrometrias
leképezése (angolul MS imaging vagy MSI) komoly ana-
litikai kihivast jelent, mivel a hagyomanyos MALDI-MSI
soran alkalmazott matrixok és mintael6készitési eljarasok
elnyomjak vagy elmossak ezen homopolimerek jeleit.

A szilicium nanooszlop erdékén alapuld matrixmentes
NAPA-LDI-MSI és a hagyomanyos MALDI-MSI komp-
lementer alkalmazéasa attorést hozott ezen oligomerek
vizsgalataban.*®> A vad tipust B. japonicum-mal fert6zott
gyokérgumokban a PHB 1 < n < 45 ismétldédési egységii
oligomerjeit kozvetleniil a fert6zési zonaban detektaltuk,
ahol a baktériumok nitrogénmegkétést végeznek (6. Abra).
A PHB-oligomerek ionhozama a NAPA-LDI-MSI mérések-
ben 7-szerese, esetenként akar 65-sz6rose volt a MALDI-
MSI soran kapott értekeknek.

A térbeli leképezés feltarta a fertézési zonan beliili mikro-
kornyezeti heterogenitast is: a kisebb oligomerek (1 <n <
22) koncentracioja a fertézési zona belsejében volt a legma-
gasabb, ahol a minimalis oxigénszint miatt a PHB szintézise
fontos szerepet jatszhat a redox-szabalyozasban. A nagyobb
oligomerek (23 < n < 45) viszont foltszer(i eloszlast mutat-
tak. Az egyes zonakban mért eltéréd moltomeg-eloszlasok a
baktériumok eltéré metabolikus aktivitasara — a szintézis
¢s a katabolizmus helyi aranyaira — utalnak, ahol egyes te-
riileteken a hosszu tavu tarolasra szolgaloé nagyobb, mashol
a konnyen mobilizalhato kisebb oligomerek dominalnak.
Ugyancsak kizardlag a NAPA-LDI-MSI eljarassal sikeriilt
detektalni és leképezni a gyokérgumo kiilso és belsé kéreg
zonaiban felhalmozo6do oligohexozokat (2 <n < 12).

A biooligomer-szintézis genetikai szabalyozasanak vizs-
galatara a PHB-szintézisben defektiv phaC mutans B.
Jjaponicum torzzsel fertézott gyokérgumokat is elemez-
tik. Ahogy az varhatd volt, a phaC mutansok esetében a
PHB-oligomerek teljesen hianyoztak a spektrumokbol.
Ugyanakkor MALDI-MSI mérések meglepd mddon egy
teljesen 1j biooligomer, a poliglutaminsav (PGA) jelen-
létét mutattak ki a fertézési zonaban és a kéregallomany-
ban, amely a vad tipusii gumodkban nem volt jelen. A PGA
oligomerek 1 <n < 15 szamu ismétlddo egységgel jelentek
meg. Ez az eredmény arra utal, hogy a baktériumok a PHB
hianya miatt fellépd energia- és szénhidnyt egy alternativ
biooligomer, a PGA szintézisével igyekeznek kompenzalni.
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6. Abra. Témegspektrometrias képalkotas NAPA-LDI segitségével
lehet6évé teszi a PHB és hex6z oligomerek térbeli eloszlasanak
felderitését szoja gyokérgumokban. (Feliil) A NAPA-LDI
tomegspektrum a fert6zott belsé zonabol PHB oligomereknek
megfeleld csticsokat mutat 1< n <45 értékekkel. (Alul balra) A
fert6zott kiilso kéregbol nyert NAPA-LDI témegspektrum 2 <n < 12
méretii oligohexozokat mutat. (Alul jobbra) A szévetmetszet optikai
mikroszkopos képe alatt az n = 7-es oligohexoz (zold) és azn = 11-

es PHB (piros) oligomerek kombinalt térbeli eloszlasat lathatjuk.
(Reprinted and adapted with permission from Samarah, L. Z.; Tran, T.
H.; Stacey, G.; Vertes, A. Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 9071-9077.
https://doi.org/10.1002/anie.202015251

Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH.)

6. Zarszo

Az egyedi sejtek metabolomikéja elérte a technologiai
érettség azon fokat, ahol a klinikai transzlacio és a straté-
giai alkalmazasok lehet6vé valnak. A LAESI és a NAPA-
LDI ionforrasok komplementer jellege, ahol a LAESI az in
vivo képalkotasban és a gyors szlirésben, a NAPA pedig az
extrém érzékenységi, kis térfogatli analizisben élenjaro, 1ij
tavlatokat nyit a bioldgiai kutatasokban.

A Dbevezetett ionforrasok lehetdvé tették, hogy az egyedi
sejtekben végzett anyagcsere mérések tullépjenek a popu-
lacio atlagok meghatarozasanak korlatain. A 21T FT-ICR
MS csucskésziilék és a LAESI ionkeltés révén a ,,s6tét me-
tabolom” feltarasa ¢s a sejtallapotok preciz numerikus lei-
rasa is lehet6vé valt. Ez hosszatavon a gyogyszerfejlesztés
kovetkezd technologiai ugrodeszkaja lehet és a személyre
szabott orvoslast is segiti. A cél mar nem csupan a mole-
kulak azonositasa, hanem a sejtszintli heterogenitas mogott
rejld alapvetd informaciok kiaknazasa.

Koészonetnyilvanitas

Az elmult 6tven év alatt lehetdségem volt szamos didk-
kal ¢és kozel szaz kutatoval vald aktiv egyiittmiikodésre.
A nevek felsorolasara itt nincs lehetdség, de az eredmé-
nyekhez valo jelent6s hozzajarulasokat a kozds cikkek
tarsszerzoi ¢és a kozos talalmanyok tarsfeltalaloi névsora

tartalmazza. Itt csak 6t nevet szeretnék kiemelni. Palyam
kezdetén a Kozponti Fizikai Kutatdintézetben nagy hatds-
sal volt ram Matus Lajos kivalo kisérleti érzéke és Schiller
Robert bolesessége és tudomanyos tisztanlatasa. A belgiu-
mi Antwerpeni Egyetemen Renaat Gijbels tette lehetové,
hogy szakmai tevékenységem tovabb szélesedjen. Az utob-
bi 35 évben az egyesiilt allamokbeli George Washington
Egyetemen Michael Kingnek a Kémia Tanszék vezetdjének
tartés tdmogatasa segitette az egyre komplexebb projek-
tek kivitelezését. Az egyedi sejtek analizisének gyakorla-
ti példakon valdé bemutatasara élvezetes és gyiimdlcs6zo
egyittmiikodést folytattam Gary Stacey-vel, a Missouri
Egyetem ndvénybiologus kivalosagaval. Tovabbi jelentds
munkatarsaimrél és egyiittmikodéseimrél egy nemrég
megjelent szakmai visszatekintésben emlékeztem meg.>
Kutatasaimhoz jelentds anyagi tamogatast nyujtottak a US
Department of Energy, a US National Science Foundation,
a U.S. Defense Advanced Research Projects Agency, a U.S.
Intelligence Advanced Research Projects Activity, a W. M.
Keck Foundation, és a Protea Biosciences, Inc.
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Cell explosion and nanophotonics for single cell metabolomics

During the past two decades, the molecular mapping of biologi-
cal systems has undergone a profound methodological transfor-
mation, moving away from traditional population-based analyses
toward technologies capable of single-cell resolution. While ana-
lyzing bulk samples composed of millions of cells has histori-
cally provided valuable foundational knowledge, this averaging
approach carries a critical bias by entirely masking cellular het-
erogeneity. Within any tissue or culture, individual cells exist in
vastly different metabolic, developmental, or functional states.
Consequently, transitioning to single-cell analysis is not merely a
minor technical refinement; it is an absolute necessity for under-
standing highly complex, heterogeneous biological phenomena,
such as the emergence of rare, drug-resistant subpopulations in
cancer or the nuanced trajectories of cellular differentiation.

Despite its clear biological importance, single-cell metabolomics
faces extraordinary analytical challenges that do not affect other
omics fields. Unlike genomics and transcriptomics, which rely on
polymerase chain reaction amplification to detect scarce genet-
ic material, metabolites cannot be amplified. Researchers must
therefore work exclusively with the minute quantities present
within a single cell. This challenge is compounded by the excep-
tionally small volumes involved, typically ranging from picoliters
to femtoliters in mammalian and microbial cells, respectively,
alongside an immense chemical diversity. The metabolome con-
tains thousands of structurally distinct molecules, including li-
pids, amino acids, sugars, and organic acids, which possess wide-
ly varying polarities, molecular weights, and chemical stabilities.
Furthermore, many critical signaling molecules exist in extremely
low copy numbers, demanding detection methods of unprecedent-
ed sensitivity and selectivity.

To breach these physical and chemical barriers and capture cellu-
lar contents with minimal sample loss, we have championed in-
novative physical-chemical strategies centered on the concept of
cell explosion induced by laser pulses. By utilizing finely focused
mid-IR laser pulses the cell content is ejected, and the resulting
plume is ionized by an electrospray. This newly introduced laser
ablation electrospray ionization (LAESI) approach in combina-
tion with mass spectrometry (MS) has been used for single cell
analysis in various biological systems. The underlying physics
relies on laser-induced phase explosion and transient shockwaves.
These processes govern plume dynamics that instantly eject the
intracellular contents. This rapid transition occurs within milli-
seconds, preventing the ambient chemical degradation that typi-
cally plagues sampling of biological samples.

Automating the process of LAESI-MS analysis of tissue embed-
ded single cells enabled the characterization of cellular heteroge-
neity. To characterize unimodal distributions of metabolite con-

centrations within a cell population, we introduced the concept
of metabolic noise. It can be viewed as a measure of the tightness
of the regulation of a particular metabolite level in a biological
system. Detecting bi- and multimodal concentration distributions
indicated the presence of subpopulations within the cellular as-
sembly. This enabled us to identify coexistent metabolic states
or hidden phenotypes, e.g., in nitrogen fixing root nodules of
legumes.

Many of the metabolites in biological systems remain unidenti-
fied. These elusive species are collectively known as the “dark
metabolome.” By combining LAESI-MS with a 21 T FT-ICR MS,
we were able to capture multiple isotopic fine structures from
single cells and determine the molecular formulas for heretofore
unidentified metabolites. Exploring unknown metabolites in rare
cells promises new insight into their biological function.

For single microbial cells, we further enhanced MS sensitivity by
introducing highly efficient nanophotonic ionization. Traditional
matrix-assisted laser desorption ionization relies on chemical
matrices that produce overwhelming background noise in the
low-mass range, which is precisely where the majority of key
metabolites reside. To bypass this limitation, we developed sil-
icon nanopost arrays (NAPA) as a matrix-free laser desorption
ionization platform. NAPA structures consist of highly ordered,
nanofabricated silicon nanoposts with diameters (~100 nm) and
heights (~1000 nm) optimized for maximum ion yield. When a
pulsed UV laser interacts with these nanophotonic structures,
it triggers highly localized electromagnetic field enhancements,
creating plasmonic-like hot spots alongside rapid evaporation of
the sample from their surface. This light-matter interaction drives
the highly efficient, intact desorption and ionization of cellular
metabolites directly from the substrate, minimizing the molecular
fragmentation that would otherwise obscure the data.

Looking to the future, these advanced single-cell ablation and na-
nophotonic ionization techniques are paving the way for spatial
metabolomics and high-resolution tissue imaging. By coupling
micro-sampling with MS, we can now map specific metabolic
profiles directly onto their precise histological and spatial contexts
within tissues. In clinical settings, this capability is invaluable for
identifying rare, therapy-resistant cells within tumor microenvi-
ronments that drive cancer recurrence. As automated laser-based
micro-sampling, sophisticated microfluidics, nanophotonic MS,
and machine learning for data analysis continue to merge, this
analytical paradigm shift will ultimately enable high-throughput,
real-time clinical diagnostics at the single-cell level.
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