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1. ELOSzO

Az analitikai kémia egyik f6 feladata, hogy a tarstudomanyok szamadra
djabb €s ujabb, érzékenyebb, specifikusabb, gyorsabb, egyszeriibb és olcsébb
analitikai eljarasokat, médszereket fejlesszen ki és eldsegitse azok fejlodését.

Mindeddig az orvostudomany kozelében dolgoztam, igy érthetd, hogy a
disszertacidban bemutatott eredmények néhany kivételével valamilyen médon
kapcsolédnak az gydgyitishoz. Kezdetben endokrinolégiai betegségek
diagnosztizalasahoz szteroid-, peptid- €és fehérje-hormonokat hatiroztam meg
radioimmunassay-vel, diagnosztikus és tumorellenes peptideket allitottam eld,
peptidek és fehérjék analiziséhez folyadékkromatografids, elektroforetikus,
tomegspektrometrids és proteomikai moédszereket fejlesztettem ki, hepatitis B
virus és placenta fehérjéinek szerkezetét hataroztam meg, emberi taplalkozasban
hasznalt gabonafélékben allergén fehérjéket mutattam ki, gyogyszerkutatasi
céllal lehetséges fehérjecélpontokat jeloltiink ki, ill. gydgyszer mellékhatdst
vizsgaltunk, a betegség mogott all6 molekularis folyamatokat deritettiink fel, és
végiil az Alzheimer-koérral kapcsolatosan végeztiink alapkutatdsi jellegii
vizsgélatokat.

Koszonhetéen az innovativ és progressziv munkahelyi kornyezetnek,
szamos Uj analitikai eljarast vezethettem be Magyarorszagon, ill. vettem részt
azok itthoni bevezetésében. Igy mi Adllitottunk eld el6szor szteroid- és
peptidhormonok meghatarozasara szolgdl6 reagenseket és hasznéltuk azokat a
klinikai diagnosztikdhoz, ill. kutatdsi feladatainkhoz. Mar 1978-ban
osszedllitottam egy HPLC késziiléket és hasznaltam eredményesen peptidek
analiziséhez. Munkatarsaimmal egyiitt 1980-ban szintetikus peptidek preparativ
tisztitasat és ellendrzését végeztiik nagyhatékonysagu
folyadékkromatografidval. 1993-ban peptideket és fehérjéket analizdltam
kapillaris elektroforézissel. Kapillaris HPLC oszlopokat 1995-ben elséként én

készitettem és alkalmaztam peptidek vizsgilatdhoz. Magyarorszagon



kutatécsoportom hasznalta el0szor a tomegspektrometridt természetes és
szintetikus peptidek széleskori vizsgalatdhoz. Laboratériumomhoz kothetd a
posztgenom éra Uj tudomadnyteriiletének, a proteomikdnak magyarorszagi
meghonositdsa, az els6 proteomikai fehérjeazonositdsok. Lehetdségeink
szélesebb korli hasznositdsa érdekében sok kooperacidt alakitottam ki mads
teriileteken dolgozdkkal, igy keriilhetett a disszerticiéba szamos egymastol
tavol esé tudomdnyos eredmény, a lucerndtél kezdve, a talajlaké
baktériumokon, fonalférgeken, sejttenyészeteken és egereken végzett
kisérleteken keresztiil human mintakbol szarmaz6 adatok.

A disszertici6 hdrom részb6l 4ll, melyeket a nagyhatékonysdgi
folyadékkromatografiaval, kapillaris és  gélelektroforézissel, valamint
tomegspektrometridval végzett peptid és fehérjeanalitikai munka kot Ossze.
Eredményeimet tobbségében nem egyediil, hanem csoportban végzett munkaval
értem el. Igy pl. a peptideket, a citotoxikus LH-RH-anal6gok kivételével nem én
szintetizaltam, de tisztitdsuk és mindségellendrzésiik, az eredmények értékelése
engem mindsit. A bioldgiai kisérletek kivitelezése sem az én munkam volt,
mindenhol ,,csak” az analitikai vizsgélatok és értékelésiik kothetok nevemhez,

ill. késébb kutatécsoportomhoz.

2. BEVEZETES

Nagyhatékonysdgi elvdlasztdstechnikai modszerek

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography) elvalasztastechnikai  eljards, amely lehetové teszi
legkiilonbozobb  vegyiiletek gyors és  érzékeny analizisét, keverékek
komponenseinek elvilasztasat, azonositdsit, mennyiségi meghatarozasit és
tiszta allapotban torténd kinyerését. A HPLC legjellemz6ébb tulajdonsdga és
legfébb erénye a kivalé felbontoképesség, ami dltal a szerkezetileg a még

nagyon hasonlo szerkezettel rendelkezd vegyiiletek egymadstél jobban



elvalaszthatok, megkiilonboztethetok. A modositott felilleti alléfazisok (pl.
forditott fazisok) bevezetése kibdvitette a HPLC alkalmazhatésdgat megnyitva
az utat a poldris, vizoldhat6 anyagok, kozottiik a peptidek és fehérjék analizise,
a bioanalitika felé.

A természetben Ujonnan felfedezett és izolalt rendkiviil nagy hatékonysagi
(méar nano-, piko-, ill. femtomdlos koncentraciéban hatdsos) bioldgiailag aktiv
peptidek nagy szdma, azok karakterizdlasa és bioldgiai funkcidinak
megismerése ugrasszerlien megnovelte a keresletet jol definidlt mindségi
peptidek, analégjaik és fragmenseik irdnt. A peptidekkel végzett bioldgiai,
biokémiai, orvosi kutatdsok kiterjedése, a szerkezet-hatas Osszefiiggések, a
hormon-receptor ~ kolcsonhatdsok, enzim-szubsztrat-inhibitor  rendszerek,
antigén-antitest kolcsonhatdsok tanulmanyozasa, a fehérjék antigén-determinans
helyeinek (epitopok) felderitése és modellezése, peptid alapi gydgyszerek
gyartasa tovabbi, egyre novekvo igényt tdmasztott egyrészt a peptidszintézissel,
masrészt a peptidek tisztitisanak hatékonysagéaval, sebességével és a termék
tisztasdgaval szemben. A szilardfazisu peptidszintézis alkalmazdsaval jelentosen
felgyorsult ~a  peptidek  elddllitaisa, mig a  nagyhatékonysdgi
folyadékkromatografia kialakuldsaval és a peptidkémiai laboratériumokban
torténd bevezetésével elhdrult (helyesen: inkdbb csokkent) az akaddly a nagy
tisztasagu szintetikus peptidek gyors eldéllitasa elott.

A szilardfazisa peptidszintézis sordn az eldallitandd peptid méretétdl és
szekvencidjatol fiiggden kiilonbozé mindségli €s mennyiségli melléktermék
képzddik, amelyek gyakran a termékhez hasonld polaritdsiak, nagysaguiak és
peptidek tisztasdganak, ill. a szennyezésprofiljanak a felderitéséhez eltérd
szelektivitasd, nagy hatékonysagu €s lehetdleg ortogondlis elvdlasztastechnikai
modszerekre van sziikség. A kapillaris elektroforézis (CE) kivél6 alternativanak
bizonyult a kiilonboz6 tipusi HPLC-s elvalasztdsok mellett. Ez annak

koszonhetd, hogy a kapillaris elektroforézisben az elvalasztds mds elveken
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alapszik, gyors, egyszerli, konnyen automatizdlhat6, mennyiségi elemzésre is
haszndlhaté, de mindenekeldtt nagyhatékonysdgi modszer vizoldhaté kis
mennyiségll peptidek, fehérjék kis térfogatban torténd elvélasztasara.

A nagyhatékonysdgu elvdlasztdsi moédszerek, de kiilonosen a HPLC
bevezetése a peptid- és fehérjekutatdsba forradalmasitotta a bioldgiai
tudomdnyokat, (viszonylag) egyszerti médon lehet6vé téve ezen biopolimerek
gyors és hatékony elvalasztiasat, érzékeny detektdldsat, azonositdsat és

kvantitativ meghatarozasat.

Tomegspektrometria;, a tomegspektrometria és az elvdlasztdstechnika
kombindldsa

A tomegspektrometria (MS) miszeres analitikai eljards toltéssel rendelkezd
anyagi részecskék tomegének, helyesebben tomeg/toltés ardnyanak (m/z)
meghatirozasara. Felhaszndlhat6 atomok, molekuldk tomegének, vegyiiletek
elemi Osszetételének, keverékek Osszeteviinek mennyiségi és mindségi
meghatirozdsara, valamint molekuldk szerkezetének felderitésére. A
tomegspektrometria ma vitathatatlanul egyike a legsokoldaltiibb analitikai
eljarasnak: til azon, hogy a kémia majdnem minden &4gdban hasznélatos,
koszonhetéen az utébbi két évtizedben a miiszerek és a moddszerek teriiletén
bekovetkezett oridsi fejlodésnek, a bioldgia, az orvostudomdny és az
anyagtudomanyok teriiletén is nélkiilozhetetlen médszerré valt.

A nagyobb molekulatomegii, polaris vagy hoéérzékeny mintdk, pl. a
biomolekulak, biopolimerek (peptidek, fehérjék, nukleotidok, nukleinsavak stb.)
tomegspektrometrids analizise csak a ,,]agy” ionizaciés technikdk (elektrospray
ionizdci6 (ESI), matrix-segitette 1ézer deszorpciés ionizaci6 (MALDI))
megjelenésével valt lehet6vé. Tul azon, hogy tomegspektrometridval a peptidek
és fehérjék molekulatomege pontosan megmérhetd, lehetdség van azok
szekvencidjanak meghatarozasara is. Peptidek és fehérjék tomegspektrometrids

fragmentacidjat fel lehet haszndlni a peptid/fehérje azonositdsira, de novo
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szekvendlasara, poszt-transzlacids és egyéb kovalens mddositasok azonositasara
és lokalizaldsara.

A biopolimerek analizisében az igazi attorés akkor kovetkezett be, amikor a
két, kiilon-kiilon is kiemelkedd képességli analitikai moddszert, a
nagyhatékonysagi folyadékkromatografidt és a tomegspektrometriat sikeriilt
osszekapcsolni (LC-MS). A kombindlt médszer nagyszeriisége abban rejlik,
hogy a hasonl6 vagy azonos retencids tulajdonsdgokkal rendelkezd
mintakomponenseket kiilonboz6 tomegspektrumuk alapjan differencidlni tudja.
NanoESI, microESI ionforrasokkal ndé a detektdlas érzékenysége, kiilondsen
akkor, ha hasonl6é dimenzidéban miikddo elvalasztastechnikai rendszert, nanolL.C-

t, kapillaris LC-t vagy kapillaris elektroforetikus késziiléket kapcsolunk hozza.

Proteomika

A proteomika a proteomot alkoté fehérjék atfogé mindségi €s mennyiségi
analizisével, valamint funkcidinak megismerésével foglakozé tudomanyig. Az
életfolyamatokat fehérjék vezérlik, ezért ahhoz, hogy molekuldris szinten
megértsiik, mi is torténik valdjaban a sejtekben, mindenképpen meg kell ismerni
az egy adott pillanatban jelenlévd fehérjék mennyiségét €és aktivitdsat,
kolcsonhatdasait, valamint azok kritikus poszt-transzlaciés médositasait, amelyek
szabalyozzak a fehérjék aktivitasat is.

A proteomikédnak tobb kiilonélld, de bizonyos aspektusaiban dtfedd dga alakult
ki, melyek egyiittmiikodése segithet megérteni a proteom, ill. a bioldgiai
rendszer miikodését. Igy beszéliink szerkezeti, expressziGs, kolcsonhatasi és
funkciondlis proteomikardl. Attdl fiiggden, hogy milyen médszerekkel érjiik el a
kitlizott cél, szintén tobbféle proteomikdrdl beszéliink. Munkdm sordn
tomegspektrometria-alapti és affinitdsi kolcsonhatds-alapt  (fehérje-chip)
moédszereket haszndltam. A tomegspektrometria-alapi proteomika létrejottét
harom tudomanyteriilet: az elvalasztistechnika, a tomegspektrometria és a

bioinformatika robbandsszerti fejlodése tette lehetévé. Az 1. dbran a
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tomegspektrometrids fehérjeazonositas folyamatabréjat lathat, amely bemutatja
az elektroforetikus, kromatografids és a kiilonbozd tomegspektrometrids
modszerek kombindldsanak lehetdségeit, amelyet magam is végigprobaltam.

Az alapvetd életfolyamatok molekuldris szinti megértéséhez, a
rendszerbioldgia kiteljesiiléséhez szolgaltatott alapkutatdsi eredményeken tul a
proteomika biomarkerek felfedezésével segitséget nyujthat a betegségek korai
diagnézisaban, gyogyszercélpontok kijelolésében, betegségek elorehaladasanak
megismerésében, gyogyszeres terdpia hatdsanak nyomon kovetésében, a
gyogyszerek hatdsmechanizmusanak és mellékhatdsok okainak felderitésében, a
novényélettani folyamatok megismerésével pl. mezogazdasagi
terméseredmények fokozasdban, allergén fehérjéket tartalmazé novények

kiszurésével stb.
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3. CELKITUZESEK

F6 célom annak vizsgélata volt, hogy a nagyhatékonysagu elvalasztastechnikai
mobdszerek, a tomegspektrometria és a proteomika hogyan segitik biopolimerek
(peptidek, fehérjék) eldallitasat, minositését, fiziko-kémiai és bioldgiai
tulajdonsdgainak vizsgélatdt, biokémiai folyamatok tisztazasat, fehérjék

azonositasat, betegségek hatterének felderitését és a gydgyszerkutatast.

1. Caerulein és skorpiétoxinok szintézisének optimalizaldasa HPLC kontroll
mellett; a preparativ kromatografids tisztitdsuk és mindségellenorzésiik

nagyhatékonysagu elvalasztasi modszerekkel.

2. Szintetikus galanin analégok és fragmensek preparativ kromatografias
tisztitdsa, mindségellendrzése nagyhatékonysagu elvalasztasi modszerekkel,
fizikai-kémiai paraméterek vizsgdlata nagyhatékonysagi elvalasztasi

eljarasokkal.

3. Foszforilalt peptidek eldéllitdsa, tisztasdgvizsgadlata ¢és  kindzok
aktivitdsdnak meghatarozasa kapillaris elektroforetikus médszerekkel.

4. Tumorellenes hatdssal rendelkezd luteinizdléhormon-felszabadité hormon
analogok (LH-RH) szintézise, bioldgiai tulajdonsagaik vizsgalata.

5. Kapilldris kromatografids oszlopok, statikus és dinamikus nanoESI

ionforrasok, valamint CE-MS interface tervezése és elkészitése.

6. ,Immobilizalt mesterséges membran”-kromatografia online
tomegspektrometrids detektalasanak (TAMC-MS) kifejlesztése

gyogyszerjeloltek analizisére.

7. Kombinatorikus konyvtarak Osszetételének, potencidlis gydgyszer-jeloltek

farmakokinetikai paramétereinek tomegspektrometrids meghatarozasa.

8. Annak megvizsgildsa, hogy a hipofizis hatsé lebenyében torténik-e

hormonjainak (oxitocin és a vazopresszin) szintézise.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Meg kivantuk hatdrozni, hogy vajon a neuroproteomikai céld
allatkisérletekben az allatok genetikai hatterének van-e befolydsa az agy
fehérje-Osszetételére?

Az 1D és 2D poliakrilamid-gélelektroforézissel elvalasztott fehérjék

mennyiségi meghatdrozdsa ,,label-free” MS médszerrel.

Gabonafélék ¢és pszeudoceredlék patogénekkel-kapcsolatba hozhat6
(pathogen-related, PR) és allergén fehérjéinek feltérképezése, azonositasa.
Biokémiai kutatdsok segitése proteomikai vizsgalatokkal:

lucerna ciklin-fiiggd kinazanak, Streptomyces griseus faktor-C fehérjéinek,
Caenorhabditis elegans transzglutaminaz enzim szubsztratjanak, humén
placentafehérjék és a Rlil riboszomalis fehérje kolcsonhaté partnereinek és
a hideg elleni védekezésben szerepet jatszé fehérjék proteomikai
azonositasa, azok szerepének vizsgalata.

Diszulfidhid-mintdzat megallapitdsa a Hepatitis B virus X-fehérjéjében;. az
ellene termelt monoklondlis antitestek specificitisanak meghatarozasahoz
epitop-térképezéssel.

A szorongis egy uj allatmodelljében a kisérleti allatok agyanak proteomikai
vizsgélataval meg kivantuk hatdrozni azokat a folyamatokat, amelyek részt

vesznek a betegség kialakuldsaban.

Kissejtes tiidokarcinéma sejttenyészeten, ill. in vivo is tumorellenes hatdssal
rendelkez6 peptidszarmazékok kolcsonhaté partnereinek proteomikai
azonositdsidval meg akartuk hatdrozni azon molekuldris célpontokat,

amelyeken keresztiil hatdsukat kifejtik.

A gybgyszerkutatashoz tartozik a gyogyszerek mellékhatasainak vizsgalata,
magyarézata is. Igy vélaszt kerestiink arra, hogy a nukleozid analégokkal
(HIV gyodgyszerek) torténd gyodgykezelés miért és hogyan vezethet

kardiomiopatia kialakuldsahoz.



17.

18.

Az AP1-42 (amiloid) peptid kulcsszerepet jatszik az Alzheimer-kér
patolégidjaban. A betegség hatterében zajl6 molekularis folyamatok
tisztazdsdhoz  tomegspektrometrids  moédszerek  és  fehérje-chip

alkalmazasaval meg kivantuk hatarozni a peptiddel kolcsonhato fehérjéket.

Azt, hogy az AB1-42 miként, milyen biokémiai folyamatokat megzavarva
fejti ki citotoxikus hatasat, sejttenyészetekkel végzett proteomikai

vizsgalatokkal kivantuk tanulmanyozni.

Az Osztrogének allatmodellekben szignifikdns védohatdst mutatnak az
Alzheimer-kér kifejlodésével szemben. Célunk ennek a folyamatnak
molekuldris szintli felderitése volt, melyet proteomikai fehérjeanalizissel

kivantunk megoldani.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Moédszert dolgoztunk ki caerulein peptid ,nagy”’ tételben torténd
szintézisére, melynek  kovetéséhez, preparativ  tisztitdsdhoz  és
mindségellen6rzéséhez folyadékkromatografias és kapillaris

elektroforetikus eljarasokat fejlesztettem ki.

Kidolgoztuk a tobb diszulfidhidat tartalmazé peptidek (skorpiéméreg
charybdotoxin és iberiotoxin) optimalis gylirlizarasi reakcidjdhoz legjobban
illé preparativ HPLC tisztitds koriilményeit. A peptidek tisztasdgit két
ortogondlis médszerrel ellendriztem.

Megoldottuk a human, csirke, patkdny és sertés galaninok és fragmenseik
szilardfazisi  szintézise utdani HPLC  tisztitdsat. A  peptidek
tisztasagellendrzése sordn tapasztaltam, hogy a kapillaris elektroforézis
kiegészit6 moddszere az RP-HPLC-nek (2. dbra). A kapillaris
elektrokinetikus  kromatografia  kiilonosen  konnyen  hasznalhato,
gazdasdgosabb és kevesebb hulladékolddszert termeld alternativdja lehet
HPLC-nek.

Megéllapitottam, hogy a galanin peptidek RP-HPLC-s retencids ideje is
retencidjdnak eldrejelzésére, de csak rovidebb, magasabb rendl szerkezettel

nem rendelkez6 peptidek esetén.

Azt taldltam, hogy a peptidek ionizicids tulajdonsdgainak ismeretében az
optimdlis  kapillaris elektroforetikus modszerek koriilményi  eldre

tervezhetok.

Nagyhatékonysdgtii elvalasztastechnikai eljardsokat dolgoztam ki a
TCR/CD3 fehérjekomplex szintetikus fragmenseinek, ill.
foszfopeptidjeinek tisztasagellenérzésére. Megallapitottam, hogy a
micelldris  elektrokinetikus ~ kromatografia  kitinéen  alkalmazhat6

foszfopeptidek vizsgélatara.
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Kimutattam, hogy a TCR/CD3 -ldncénak konzervilt régiGjabdl 6 peptid

szubsztratja az src kinazoknak.

4. Uj, citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH agonista (17 db) és antagonista
(17 db) dekapeptidet allitottam el6 (3. dbra), melyek koziill szamos,
antrakinon-szdrmazékot, metotrexatot, ciklopropil-csoportot tartalmazo
analég emld- és prosztatakarcindma sejtvonalakon, ill. in vivo is jelentds

tumorellenes hatassal rendelkezik.

A: Glp-His-Trp-Ser-R>-R°(AX)-Leu-Arg-Pro-Gly-CONH,
B: Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4CD)-R*-Ser-R’-R°(AX)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-CONH,
C: R1-Ser-Tyr-R*(AX)-Leu-Arg-ProNH-Et
3. dbra
rovidie (C) LH-RH ol halinon sverkerei.ahol R acetl, acel-Ti. indolaeed, R's -
Trp, D-Pal(3), R* és R®: D-Lys, D-Orn szubsztitudlt szarmazékai (AX) R’: Tyr, Arg

Roviditett hexa- és heptapeptid anal6gok (21 db) is kotddnek a hormon
receptordhoz és emldkarcinéma sejtvonalon tumornovekedést gatlé hatdssal
rendelkeznek.

5. A nagy érzékenységli kapillaris LC-MS mérésekhez kapillaris HPLC és
CEC oszlopokat készitettem és kifejlesztettink egy statikus és egy
dinamikus nano- és mikroESI tomegspektrometrids ionforrasokat (4. dbra).
Segitségiikkel Magyarorszdgon el6szor végeztem kapillaris LC-MS
vizsgéalatokat, valamint elsdként készitettem nanoESI-MS spektrumokat.
Hasonl6 szerkezetii peptidek elvalasztdsira és TFA-mentesitésére CE-MS

és CEC-MS moddszereket fejlesztettiink ki és sikeresen alkalmaztuk azokat.
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4. abra

Laboratériumunkban késziilt A: dinamikus és B: statikus nano-elektrospray ionforrasok

TAMC-MS rendszert dolgoztunk ki vegytiletek foszfolipofilicitdsdnak gyors
meghatdrozdsara. Az Uj modszer lehetévé teszi tobb vegyiilet MS-
detektalassal torténd egyideji analizisét. Sikeresen alkalmaztuk az eljarast

danzilezett tripeptid-analégok foszfolipofilicitdsdnak meghatdrozasara.

Potencidlis gydgyszerjeloltek kutatdsahoz elkészitett peptidkonyvtarak
vizsgalatira MS, LC-MS és LC-MS/MS mddszereket fejlesztettiink ki. Az
eredmények szerint folyadékkromatografids elvalasztds noveli a konyvtar
elemeinek  tomegspektrométerrel  torténd  megkiilonboztethetoségét,
kvalitativ és kvantitativ analizisét. Izobar peptidek meghatirozasahoz

nagyfelbontasi MS késziilékre van sziikség.

Kvantitativ. LC-MS vizsgédlatokkal meghatdroztuk egy potencidlis
gyogyszerjelolt, a neuropeptid FF antagonista danzil-Pro-Gln-Arg-NH,
farmakokinetikai paramétereit. Agyi mikrodializis-kisérletekkel
megallapitottuk, hogy a vegyiilet atjut a vér-agy gaton és sokdig
kimutathat6 az agyban.

LC-MS és MS/MS vizsgalattal a vildgon el6szor igazoltam, hogy a
neurohipofizis nem csak a hipotalamikus eredetii oxitocin és vazopresszin

tarold szerve, hanem 6nmaga is képes termelni a két hormont (5. dbra).
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5. abra

10.

Neurohipofizis sejtkultira feliilisz6jabol készitett MS/MS spektrumok
A: a vazopresszin [M+2H]2+ (m/z 542,8) ionjanak MS/MS spektruma
B: az oxitocin [M+H]+ ionjdnak (m/z 1007,5) ionjanak MS/MS spektruma

Proteomikai kisérleteink eredményei alapjan a 2D-PAGE fehérjeanalizis jol
reprodukdlhat6 moédszer fehérjék expresszidjanak meghatarozasara.
Megallapitottuk, hogy a 2D-PAGE alapjan torténd fehérjeprofil-valtozas
kvantitativ meghatdrozdsanal nem az egy kisérleti csoportban 1évé allatok
biol6giai variancidja, hanem a kivitelezés technikai variancidja a dontd
paraméter. Szigoru statisztikai kovetelményeket tdmasztva kijelenthetjiik,
hogy kétszeres expresszidvaltozas kimutatdsdhoz minimum 4 gélfuttatast

kell végezni allatcsoportonként.

Uj médszert dolgoztunk ki 1D- és 2D-gélben elvélasztott fehérjék relativ és
abszoldt mennyiségének tomegspektrometrias meghatarozasara. Igazoltuk,
hogy a ,label-free”-MS technika lehetdséget teremt fehérjék specifikus
mennyiségi analizisére nem csak oldatbol, de gélbdl is. A 6/A. dbran E. coli
lizatummal egyiitt futtatott élesztd enoldz 2D elektroforetikus képének
részlete latszik. Fluoreszcens festéssel nem lehet észrevenni az enoldz alatt
meghtizodé E. Coli fehérjét (citrat-szintdz), de a tomegspektrometrids
eljarasunkkal meg tudjuk hatdrozni mennyiségi viszonyaikat (6/B &bra).
Eljarasunkkal kival6 eszkoz keriilt a biolégusok kezébe a fehérjeexpresszid

pontosabb meghatarozasara.

15



>
>~]

y=0,4308x +0,5485
14 220,953

w
&

y =0,5395x
r2=0,9845

w
&

~
&

"
&

Normalizalt teriilet
B
s

rl

*

Fehérje mennyisége (fmol a 2D gél foltban
w
H]

(4
°©
°

°
o
w
-
-
n
~
~
n
°
"
s

20 30 40 50 60 70
Enol3z1 (pg) Enolsz 1 mennyisége (fmol) oldatban

Enoldz 1 kalibracids gorbéje E. coli lizétlfr.nill);laegyﬁtt futtatott fehérjekeverék 2D-PAGE
elektroferogramjdbdl fluoreszcens festéssel (A) és LC-MSE-Top3 médszerrel meghatirozva (B)
11. Buza és tritikdlé magokat vizsgdlva megallapitottuk, hogy természetes (pl.
szarazsag), ill. antropogén stresszorok (pl. gombadldé szer) hatdsira a
novények PR-fehérjék megnovekedett termelésével valaszolnak. Ezen
fehérjék jelentds része bizonyos betegekben gabona-allergiat vélt ki, ill.
coliakiat okoz.
Feltérképeztiik az emberi taplalkozasban Magyarorszagon hasznalt gabona,
ill. pszeudoceredlidk fehérje-Osszetétetét. Megallapitottuk, hogy minden
gabonafajta tartalmaz tobb-kevesebb allergén fehérjét. Eddig nem volt
ismert, hogy colidkids diétdbol nem kizart amardnt és hajdina is
tartalmaznak IgA-aktiv allergén fehérjéket.

12. Proteomikai fehérjeazonositassal megéallapitottuk, hogy a lucerna sejtekben

kimutathat6 ciklin-fliggd kindz-inhibitor azonos az ubiquitinnel.

S. griseus-bol elséként hatdroztuk meg egy sejtdifferencidlédast kivaltd

autoregulator fehérje, a C-faktor aminosavszekvenciajat.

Meghataroztuk, hogy programozott sejthaldl tanulmanyozasara hasznalt C.
elegans fonalféregben a transzglutamindz enzim szubsztétjai az enolaz (7.

abra) és a mitokondrialis ATP-szintdz alfa-1 alegység fehérjék.
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7. abra
Az enoldz fehérje azonositasa C. elegans-bol ESI-MS ,,peptid tomeg térképezéssel” (A)
és a 1545,4 Da tomegii ion MS/MS spektruma (B)

A méhlepénybdl izoldlt, ill. rekombinans PP13, PP17, PP20, PP23, PP25
fehérjék, ill. kolcsonhaté partnereinek proteomikai analizisével és
biokémiai vizsgalataval felderitettik azok funkcidit, ill. annak bizonyos

részleteit.

A S. cerevisiae riboszomadlis Rlil fehérjével kolcsonhaté fehérjék
azonositasaval és tovabbi kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a Rlilp, mint
Fe/S fehérje alapvetd szerepet jatszik a riboszémdk érésében ¢és

miukodésében.

Hideg-stresszre megnovekedd mennyiségii acetil-koenzim A karboxilaz és
a ATP-citrat liaz fehérjék azonositdsdval, majd szerepiik vizsgalataval
bizonyitottuk, hogy a hidegben a hdtermelésért felelés barna zsirszovetben

emelkedett szintl zsirsavszintézis zajlik.

Tomegspektrometrids vizsgélatokkal felderitettem a hepatitis B virus X-

fehérjéjének szerkezetét, a diszulfidhidak elrendezddését.

Epitoptérképezéssel meghataroztam, hogy a HBxAg-vel szemben termelt

monoklondlis antititestek az antigén melyik epitépjat kotik.

A betegségek hatterében rendszerint megvaltozott biokémiai folyamatok
zajlanak. Proteomikai médszerekkel feltérképeztiik, hogy milyen fehérjék
expresszidja kiilonbozik egy ,,szorongd” egér csoport és egy egészséges
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15.

16.

17.

csoport kozott. A szakirodalomban el6szor irtuk le, hogy a szorongis
befolydsolja az agy aminosav-, nukleinsav- és szénhidrat-metabolizmusat, a

sejten beliili redox rendszert és a szinaptikus dokkolas folyamatait.

Kiilonboz6 tumoros sejteken hatékony subtance-P analégok kolcsonhaté
partnerei kozott o- és B-tubulin, B-aktin és Hsp90 fehérjéket taldltunk.
Megallapitottuk, hogy a Hsp90 funkcidjanak farmakoldgids gétlasa jelentds
szerephez juthat a daganatellenes terapidaban.

Bebizonyitottuk, hogy az AIDS gyo6gykezelésére hasznalt nukleozid
anal6gok miopatiat és kardiomiopatiat okozé mellékhatasaiért a szer altal az
aerob és anaerob energiatermelés és a jelatviteli mechanizmusokban
okozott kdrosoddsok a felelosek.

Az Alzheimer-kér patolégidgjadban szerepet jatsz6 amiloid-bétal-42
peptiddel ~ végzett  vizsgdlatok  sordn  koprecipitdlast ~ kovetd
tomegspektrometrids, valamint protein-chip kisérletekben meghataroztuk a
peptiddel kolesonhaté fehérjéket (1. Téablazat), valamint az dltala okozott

fehérjeexpresszié-valtozasokat.

1. tablazat
LC-MS/MS mddszerrel azonositott, fibrillaris AB1-42-vel koprecipitalt
legnagyobb mennyiségii fehérjék

Fehérje neve Azonosité # Peptidek szama

Szinapszin-1 P09951 73
Vaku6lum ATP szintdz alegység B, agyi izoforma P62815 46
Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz, GAPDH P04797 34
Bassoon protein 088778 41
Szinapszin-2 Q63537 22
Tubulin B-ldnc P04691 25
Mielin bazikus protein S P02688 32
;/izl;;gél;rz ipzr;);grnmt;ailszlokélé ATP4z 116-kDa P25286 31
p130Cas-asszocidlt protein Q9QXY2 12
Tubulin a-1 lanc P02551 16
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18.

Kisérleteinkb6l arra kovetkeztettiink, hogy az az AP1-42 elsésorban a
riboszomalis fehérjeszintézis, a mitokondridlis energiatermelé folyamatok
és a citoszkeletdlis szervezddés gatlasan keresztiil fejti ki neurotoxikus

hatasat.

Kiilonboz6 agyteriiletek proteomikai vizsgalatdval kimutattuk, hogy
dllatkisérletekben az oOsztrogén hatékonyan véd az AP1-42 neurotoxikus

hatdsaval szemben és csokkenti a kolinerg sejtek pusztuldsat.
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KIEMELKEDO TUDOMANYOS EREDMENYEK

Protokollt dolgoztam ki szintetikus peptidek tisztasdgellendrzésére,
melyben két ortogonalis technikat, a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiat és a micellaris elektrokinetikus kromatografiat
kombinaltam a termékek tisztasdginak biztonsdgosabb ellendrzése €s a

peptidek fizikai-kémiai tulajdonsdgainak meghatarozasa érdekében.

Uj, citotoxikus csoportot tartalmazo luteinizaléhormon-felszabadité hormon
(LH-RH) szarmazékot (55 db) allitottam eld, melyek kiillonb6zé humaén

karcinéma sejtvonalakon tumorellenes hatisinak bizonyultak.

A nagy érzékenységli tomegspektrometrids mérési feltételek kidolgozasa
utan LC-MS vizsgalattal el0szor bizonyitottam, hogy a hipofizis képes
hormonjainak (oxitocin, vazopresszin) termelésére. Kidolgoztuk az IAMC-
MS médszert és példakkal illusztrdltam, hogy a tomegspektrometria hogyan

alkalmazhat6 a gy6gyszerkutatasban.

Uj proteomikai médszert dolgoztunk ki fehérjék poliakrilamid gélbél
torténd kvantitativ meghatdrozdsara. Megallapitottuk, hogy a 2D
elektroforetikus mdédszerrel végzett proteomikai fehérjevizsgalatok sordn a

technikai variancia domindl a bioldgiai variancia felett.

Proteomikai médszerekkel fehérjéket azonositottunk lucerndbdl, talajlakéd
baktériumbol, élesztébdl, C. elegans fonalféregbdl, gabonafélékbdl,
egérbdl, patkdnybdl és human szovetekbol. A vizsgdlatok
eredményeképpen azonositott fehérjéknek wj tulajdonsagait, funkciéit és
kolcsonhatasait deritettiik fel, melyekbdl kovetkeztetni lehetett a vizsgalt

egyedekben végbemend bioldgiai folyamatokra.

A szorongas éallatmodelljének kidolgozasaval és proteomikai analizisével
kimutattuk, hogy a szorongds az agyban milyen biokémiai folyamatokat
érint. Meghataroztuk, hogy az Alzheimer-kérban szerepet jatszé amiloid 1-

42 peptiddel milyen fehérjék alakitanak ki kolcsonhatast, ill. hogy az AP1-
20



42 milyen folyamatokat indukdl az agyban. Megéllapitottuk, hogy az

osztradiol allatkisérletben kivédi az amiloid neurotoxikus hatdsat.

6. EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A peptidhormonok felfedezésével megndtt az igény az olyan szintetikus
peptidek, ill. analégjaik irant, amelyek a human betegségek diagnézisaban, ill.
terapidjaban hasznosithatok. A kolecisztokinin és analdgja, a caerulein jol
hasznalhaté epehdlyag motilitasi (mozgékonysagi) zavarok diagnosztikdjaban.
Alkalmas mddszert dolgoztunk ki nagyobb mennyiségili caerulein-szulfatészter
szintézisére ¢&s tisztitdsara. Az dltalunk eldallitott peptidet sok ezer

epebantalmakban szenvedo beteg vizsgalatdban hasznaltak fel.

A mellrdk, de még inkdbb a prosztatakarcindma hormonaélis kezelésére ma
mar az LH-RH analdgjai a legfontosabb terdpids szerek. Prof. Schally
laboratériuméban részt vettem a Magyarorszdgon is forgalomban 1évé LH-RH
antagonista Cetrorelix® kidolgozasdban, de az éltalam eléallitott hatékonyabb
peptidek csak ,,back-up” molekuldk maradtak. A citotoxikus csoportokat azért
épitettink be LH-RH és szomatosztatin analégokba, hogy a peptidek
tumorellenes hatdsat tovabb fokozzuk, valamint hogy megnoveljiik a citotoxikus

szer célba jutdsanak valdsziniiségét.

Hasonléképpen az LH-RH analégokhoz, a Substance-P analdgjai is
tumorellenes hatdsu vegyiiletek. Szabadalmunkban bemutatott anal6gjai
kissejtes tiidokarciméma sejtvonalakon hatdsosak, igy annak potencialis
gyégyszerei.

A Hepatitis B virus X-fehérjéjének eldallitdsa, szerkezetének
meghatirozasa, az ellene késziilt antitest epitdpszerkezetének felderitése egy

diagnosztikai kit kifejlesztése érdekében torténtek.

A szegedi Gabonatermesztési Kutat6 Kht. néhdny transzgén buzdirdl

megéallapitottuk, hogy szdrazsdg hatdsara benniik kiilonb6zd, nagy mennyiségii
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allergén o-amildz/tripszin inhibitor termelddik, ezért nem alkalmasak tovabbi
termesztésre. Vizsgdlataink nagy jelent6séglieck az emberi fogyasztdsra, ill.
diétara nem ajanlott gabonafélék és pszeudocerealék kisziirésére.

A pszichidtriai betegségek (mint pl. a szorongds) &llatmodelljének
kifejlesztésére és a proteomikai jellemzésére végzett kutatdsaink is a
gyogyszerfejlesztést szolgdltak: a molekuldris szinti folyamatok, halézatok

megismerésével terdpids célpontok derithetdk fel.

A mara népbetegségnek szamité Alzheimer-kér teriiletén végzett
proteomikai vizsgdlatainkat a patolégids folyamatok fehérjeszinten torténd
megismerése és a gyogyszerfejlesztéshez sziikséges célfehérjék kijelolése

érdekében terveztiik és hajtottuk végre.
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