Valasz Prof. Dr Kremmer Tibornak, a MTA kémiai tudomany doktoranak
a ,,Korszeri analitikai médszerek alkalmazasa a peptid és
fehérjekutatasban” c.,

a MTA doktori fokozat elnyerésére benyujtott értekezésemrdl irt biralatara

Eloljaréban szeretném megkoszonni Prof. Dr. Kremmer Tibornak, hogy értekezésemet
rendkiviil alaposan dttanulmédnyozta és dsszességében kedvezd véleményt adott. Kdszondm az
elmdlt 20 éves munkdm meleg szavakkal torténd méltatasat és elért tudoméanyos eredményeim
elismerését. Ugyanakkor elnézését kell kérnem, hogy a valéban nagy terjedelmii mi
elolvasdsa és véleményezése sok idejét elvette. Jobban figyelembe kellett volna vennem egy
dltalam mélyen tisztelt analitikus kolléga véleményét, miszerint a ,disszerticié az
opponenseknek késziil”, ezért rovidebbnek kellett volna lennie. Igyekeztem azonban
kihaszndlni a MTA Kémiai Tudomdnyok Osztilya , Kovetelmények a doktori miire és a
tézisekre vonatkozdan” c. kovetelményrendszere adta lehetdségeket, azaz, hogy az értekezés
~eérdemi leiro részének terjedelme max. 150 A4-es oldal” lehet. Az értekezés hét fejezete,
megitélésem szerint az érdemi leiré része 142 oldal, amit a Tartalomjegyzék, Roviditések
jegyzéke, Eloszé, Koszonetnyilvanitds, sajit és felhaszndlt irodalmak jegyzéke, valamint a
Fiiggelék 10 nagy tdblazata ndvel 189 oldal terjedelmiire. Val6 igaz, hogy nagyon szertedgazé
és valtozatos témateriileteken dolgoztam, azonban a Biral¢ is értette a szdndékomat, miszerint
minden elvégzett munkit ,.édes gyermekemnek” éreztem és be kivantam mutatni. Nem
mondja ki, de egyértelmli a véleménye: ,.kevesebb tobb lett volna”! Jobban vilogathattam
volna az eredményeim kozott, ill. rovidebben kellett volna bizonyos témakéroket targyalni.

Minden irott munek, legyen az pl. egy MTA doktori értekezés, kritikus pontja a
legoptimélisabb, a szerz szandékat és a lényeget legjobban kifejezd cim eltaldldsa. Igy
voltam ezzel én is: értekezésemben azt kivdntam bemutatni, hogyan fejlesztettem, ill.
haszndltam tobbnyire elvdlasztistechnikai (kromatogréfia, gél és kapillaris elektroforézis) és
tomegspektrometrids modszereket peptidek, fehérjék analizisére. A vizsgdlat tirgya egyrészt
szintetikus, masrészt természetes, bioldgiai forrasbdl szarmazé peptidek és fehérjék voltak,
amiket valamilyen céllal szintetizaltunk, izoldltunk, azonositottunk, ill. meghatiroztuk a
tulajdonsagait/koncentraciéjat/mennyiségét. A cél egy bioldgiai/élettani folyamat kivaltasa, a
valtozdsok nyomon kovetése és a torténések értelmezése volt. A cimnek mindezt tiikr6znie
kellett (volna)! Az is igaz, hogy a kromatografian, elektroforézisen és tomegspektrometridn
kiviil nagyon sok ,.korszer( analitikai modszer” létezik peptidek/fehérjék vizsgélatdra (pl. CD

spektroszképia, NMR, rontgen-krisztallografia, hogy csak a néhdny kémiai analitikai



modszert emlitsek), de az emlitetteken til immunkémiai, farmakokinetikai, bioldgiai
aktivitds-meghatdrozdsi, chip-technoldgiai stb. mddszereket is haszndltunk és ezeknek
Osszefoglaléan adtam a ,korszer(i analitikai mdédszerek™ elnevezést a cimben. Egyetértek a
Birdloval, hogy az ,,alkalmazas” sz6 kihagyhat6 lett volna a cimbdl.

A Biral6 legfobb kifogisa az értekezéssel szemben, hogy nem sikeriilt a tartalom €és a
forma egységét, harmonikus egyensilyidt megteremtenem: a tartalom szétfeszitette a
vélasztott forméat. A sokfajta médszer, a valtozatos kutatési teriilet és a legkiilonfélébb eredett
bioldgiai mintdk vizsgdlata, az alkalmazott tdrgyaldsi forma, valamint annak ardnyainak
megvdlasztdsa okozhatta ezt az érzést. Ha valamit magyardznom kell, akkor az azt jelenti,
hogy nem tudtam megfeleld6 médon kifejezni a szdndékomat, gy leirni, ill. 4tadni a
mondanivaldém, mind tartalmi, mind formai szempontb6ol, ahogy az bennem
megfogalmazddott. Ezért megprobdlom az értekezés altalam megcélzott formai szerkezetét
roviden ismertetni kizérélag az ,,érdemi rész’-re szoritkozva.
Eredményeimet hiarom {6 fejezetben ismertettem:

2. Nagyhatékonysagu elvélasztdsi modszerek alkalmazésa a peptidkutatdsban

3. Tomegspektrometria és LC/MS alkalmazdsa a peptid- és fehérjekutatdsban

4. Proteomika

Ezeket a fejezeteket hasonlé médon kivantam szerkeszteni:
a, a vizsgélati médszer rovid dltalinos bemutatdsa
b, a médszer specidlis peptid- és fehérje-analitikai vonatkozésai
c, célkitlizések megfogalmazasa
d, eszkodz és modszerfejlesztési eredmények
e, a modszer felhasznéldsa bioldgiai, leginkabb orvostudomanyhoz kapcsolédo

kisérletekben

Ismét idézem a MTA Kémiai Tudomanyok Osztdlya ,,Kovetelmények a doktori miire és a
tézisekre vonatkozéan” c. kovetelményrendszerébdl: , Ertekezés: az elézmények, az elvégzett
munka és az eredmények részletes leirdsa, minden tekintetben komplett és onmagdban (a
mogotte dllo cikkek dttanulmdnyozdsa nélkiil) értelmezheto és értékelheté munka. Tartalmaz
alapos célkitiizést, részletes, tételes irodalmi elézményeket, megadja az alkalmazott
modszerek és értékelési eljdrdsok reprodukdlhato leirdsdt, az eredmények elemzd targyaldsdt
stb....”. Ezen kovetelményeknek a bemutatni kivént teriiletek szertedgazosdga miatt nehéz

volt megfelelni és a kifogdsolt ardnybeli hibdk emiatt fordulhattak el6. Azonban éppen a



témakorok nagy szdma, mds tudomdnyteriileteket (mezégazdasdg, orvostudomény, bioldgia,
biokémia, gydgyszerkutatds stb.) érintd volta miatt fenndllt annak a lehetésége, hogy a MTA
Kémiai Tudomdanyok Osztidlydnak Doktori Bizottsiga nemcsak az elvdlasztdstechnika,
tomegspektrometria és a gydgyszerészeti tudomanyok legavatottabb képvisel6i koziil valaszt
opponenst, hanem a fenti témateriiletrdl is kér fel Birdlot. Természetesen nem vérhat6 el még
minden analitikus, nemhogy orvos, biolégus Birdl6tdl, hogy értsen az értekezésben targyalt
moédszerekhez, kiilonosképpen azok peptid- és fehérje-analitikai vonatkozdsaihoz. Ebbdl a
meggondoldsbdl irtam mindegyik mddszerrdl bevezetést, ami taldn a proteomikandl valéban
hosszabb lett az optimdlisndl. Mentségemre legyen, hogy a proteomika szdmos kiillonb6zo
elvalasztastechnikai, tdmegspektrometrids, chip-technolégiai, bioinformatikai, biokémiai stb.
moédszereket haszndl, amit sziikségesnek lattam alapszinten ismertetni.

A Birdlé szerint a tartalom és forma feloldatlan ellentmondasdhoz vezetett, hogy
szemben az elfadds cimével, ami az elvdlasztastechnikai és tomegspektrometriai médszerek
targyalasat igéri, ,,az értekezés tomegét, tematikdjdt donto tobbségben a peptid, fehérje és
proteomikai modellek vizsgdlata és eredményeinek bemutatdsa képezi’. Az ismertetett
vizsgdlati mddszereket azért allitottuk be, ill. fejlesztettiik tovdbb, hogy segitségiikkel
bioldgia, biokémia, gydgyszerfejlesztés, élettan, neurodegenerativ betegségek stb. teriiletén
felmertilt problémak megolddsdhoz jaruljunk hozza. Azért, hogy az egyes targyalt témakorok
megfeleld keretbe legyenek foglalva, ill. érthetd legyen, hogy miért és hogyan vizsgaltunk egy
adott problémat, ismertetni kellett az adott modellrendszert, ill. az abban elért eredményeket.
Pl. nem az volt az érdekes, hogy a 138P jelii foszforildlt peptid micelldris elektrokinetikus
kromatografids elvalasztds sordn 7,8 perc migricids iddvel rendelkezett, hanem az, hogy
sikeriilt kimutatni, hogy a CD45 fehérje képes defoszforilezni a T-sejt receptor (TCR)/CD3
fehérjekomplex C-lancit. Meg kell jegyeznem, hogy az értekezés 73 &brdjabol 41 db
kromatogram, kapilldris elektroferogram, 1D-, v. 2D-gélelektroferogram, tdmegspektrum, 12
db az ezekbdl a mérésekbdl szdrmazé adatok dbrazoldsa, 10 db a peptidek, fehérjék
szerkezetét mutatja be, kozvetlen dllatkisérleti elrendezést, ill. eredményt bemutatd abrak
szdma 3-4. Hasonloképpen a 24 tablazatbdl kettd kivételével mindegyik retencids idét,
migricids idot, molekulatomeget, fehérjék szekvencialefedettséget, tehat kémiai analitikai
eredményeket, mig 5 db a retenciés idOk mellett tobbségében bioldgiai aktivitdsmérésbol

szarmazo adatokat tartalmaz.



Prof. Dr. Kremmer Tibor konkrét megjegyzéseire és kérdéseire az aldbbiakban valaszolok.

1.

A kromatogrifia tudomanyédgat megteremtd tudds nevének helyesirdsardl.

Az elvélasztastechnika hazai szakirodalmdnak Kremmer Tibor Torkos Kornéllal irt kzos
konyvében Osszegyljtott forrasmiivek, konyvek, jegyzetek valdszinlileg mindegyike
Mihail Szemjonovics Cvet mddon irta le Muxann CeménoBuu LlBeT orosz (?) botanikus
nevét. En is igy tanultam meg, ezért semmi szandékossag nem volt az angolszdsz frasméd
alkalmazasaval, elnézést kérek érte. Azonban azt hiszem, hogy nem kovettem el nagy
hibat két ok miatt sem:

A Magyar Tudoményos Akadémia ,,A magyar helyesirds szabdlyai” konyvének 221.
pontja a kdvetkezdket irja:

A szaktudomdnyok, az idegenforgalom, a postaforgalom, az egyetemi és foiskolai
oktatds, a tudomdnyos ismeretterjesztés teriiletén, tovabbd a térképeken olyan dtirdst
szokds alkalmazni, amilyet az adott nyelvet beszéld orszdgban hivatalosan eldirnak,

vagy elterjedten ismernek, amilyet a szaktudomdnyok a nemzetkozi érintkezésben

dltalaban _alkalmaznak, vagy amilyet valamely nemzetkozi testiilet (amelynek hazdnk is

tagja) haszndlatra javasol. E helyett vagy e mellett — a munka jellegétol fiiggden — a
magyar dtirds is alkalmazhato.

Nem vagyok biztos benne, ha egy amerikai kromatografusnak Tswett helyett a Cvet-et
irnék, azonnal tudnd, hogy kirdl van szé.

M.S. Cvet orosz apatdl, olasz anyatdl Olaszorszagban sziiletett 1872-ben. Nem tudom,
hogy Asti olasz kisvdrosban hogyan jegyezték be nevét az anyakdnyvbe. Svéjcban
nevelkedett, de azt sem tudom, hogy lausanne-i, majd genfi tanulmdnyai idején, ill. PhD
disszertdcidjdban hogyan irta nevét. Tudomanyos tevékenységét eloszor Szentpétervaron
(1896), Kazanyban (1901), majd Varséban folytatta. 1906-ban innen kiildte elsd, a
kromatogréfia szot emlité kdozleményét a Német Botanikai Téarsasdg folydiratdba [1], ahol
az Mikhail Tswett néven jelent meg. (Az adatok Leslie S. Ettre-t6l, azaz Ettre LaszI6tdl,

hiarom éve elhunyt nemzetkozi tekintélyli kromatografus kozleményébdl szarmaznak [2].)

Mint ismeretes, a magyar nyelvben mér egy irdsjel, nemhogy egy sz6 is megvéltoztatja a
mondat értelmét. Ez tortént a kolecisztokinin hatdsi caerulein peptid tulajdonsdgainak
ismertetésekor is: két, kiilon-kiilon igaz tagmondatot az ezért hatdrozdszdval
Osszekapcsoltam, melynek eredménye egy hamis allitds lett. Helyesen igy szl a mondat:

,QGyulladdsos folyamatokat indit, igy pl. hasnydlmirigy-gyulladést indukal. Az epehdlyag,



az epe utak és az emésztorendszer radioldgiai diagnosztikdjaban, hasnydlmirigy mikoddési
zavarainak diagnosztikdjdban, ill. a paralitikus ileum posztoperativ kezelésében
haszndltdk.” A kiillonbség az alkalmazott dézisban van: diagnézishoz 0,1-0,2 pg/kg
testsily mennyiségeket haszndltak, mig pancreatitist 5-10 pg/kg, Uin. szupramaximalis
dézissal lehet kivaltani. fgy diagnosztikumként csaknem riziké nélkiil alkalmazhattak
[3.,4].

A tobb diszulfidhidat tartalmazé peptidek szintézisénél a diszulfidhidak kialakitdsra bevett
eljards a ciszteineket tartalmazd peptid hig oldatdnak (0,05 mM) levegdn torténd
kevertetése, melynek sordn lassan oxiddloédva kialakulnak a diszulfid hidak. A
reakcidelegy a peptid mennyiségétdl fiiggben 1-2 liter is volt. Injektdldson ,preparativ’
kromatogréifidban is azt értjiikk, hogy a mintit (5-10 ml reakcidelegy) fecskenddvel
juttatjuk be a kromatogrifids rendszer folyadékdramdba. 1-2 liter minta esetén ez a

7099

megoldds nem célszert, ezért a ,,preparativ’ HPLC pumpdt ,,injektorként” hasznilva 80
ml/perc aramldsi sebességgel rdpumpdltuk a mintdt a forditott fazisi kromatografids
oszlopra (47x300 mm). A kromatografia kiindulasi eluense 13% acetonitrilt tartalmazott,
igy a vizes oldatbdl a peptid az oszlop tetején vékony sdvban koncentrdlddott és jo

hatasfoka elvalasztas volt elérheto.

A kapillaris elektroforézisben az elvdlasztast leggyakrabban kvarc kapillarisban hajtjak
végre. A kvarc kapilldris belsd feliiletén 1év6 kiillonbozd tipusd szilanol csoportok
taldlhatok (izoldlt, gemindlis, vicindlis), eltérd savi erdsséggel (pK; 2-9). A kvarc
feliiletének ionizaltsdgi éllapota és ezen keresztiill az elektroendozmotikus 4dramlés
nagysdga is a mozgofazis pH-jatol fiigg. A feliilet széles pH-tartomanyban negativ
toltéssel rendelkezik, ezért ionos kolcsonhatdst képezhet az analizdland6 peptidekkel,
fehérjékkel, ami azok kitapaddsaval jarhat. Ezeket a hatdsokat csokkenti, ill. kiiszobdli ki
a kapillaris bels6 falanak bevondsa. Erre a célra legjobban a linedris poliakrilamid valt be.
Onmagiban a poliakrilamid valéban hidrofil anyag. Félreérthetd megfogalmazéssal
ugyan, de azt akartam érzékeltetni, hogy a polimer befedi, eltakarja az ionos feliiletet és

megakadalyozza a peptidek/fehérjék kitapadasat [5].

A kromatogréfids oszlopon torténd elvélasztdsok sordn elérhetd érzékenység forditva
ardnyos az oszlop belsé atmérdjével, igy kapillaris- és nano-HPLC oszlopokon

nagysagrendekkel kisebb anyagmennyiségek analizalhatok, mint az analitikai oszlopokon.



Az atmérd csokkenésével ardnyosan kisebb dramlési sebességeket kell alkalmazni (0,2-5
pl/perc). 1994-ben, amikor beszereztiik els6 tomegspektrométeriinket, kereskedelmi
forgalomban nem volt elérhetd sem kapillaris, sem nano-HPLC oszlop, sem a méretben és
elrendezésben hozzdjuk ill6 elektroporlasztisos ionforrds. Ezek az oszlopok és az MS-hez
torténd kapcsoloddst megoldd egységek kis utdnjardssal, hozzaértéssel, sok otlettel és még
tobb lelkesedéssel majdnem minden laboratériumban elkészithet6k. Igaza van a
Biralonak, hogy ,.a pezsgds dugoval egyenértékii, megfelelo szigeteloanyagbol kialakitott
és precizios miiszerhez jobban hasonlito idomdarab bemutatisa miiszakilag és
esztétikusan is jobban mutatott volna.” Alkalmazdsaval szdzszor nagyobb érzékenységet
értiink el, j0 mindségli kapillaris-LC-MS spektrumokat kaptunk. Ionforrdsunk fényképét
nem kozoltiik le, csak a haszndlatdval késziilt eredményeket. Megolddsunkra csak dgy
hivatkoztunk, mint egy ,.,home-made nanoelectrospray interface”.

Hasonléak mondhatok el a kapilldris elektroforézis és a kapilldris elektrokinetikus

kromatogréfids egységek kialakitasardl és haszndlatarol is.

Membranfehérjék tisztitdsara, gyogyszerjelolt vegyiiletek membranokkal vald
kolcsonhatdsainak, membrdnokon keresztiil torténd transzportjdnak vizsgalatara Charles
Pidgeon [6] a Purdue University-n (West Lafayette, IN) fejlesztette ki a ,,immobilized
artificial membrane chromatography”-t (IAMC), azaz a ,,rogzitett mesterséges membran
kromatogréfiat”, melynek oszlopait a Regis Technologies, Inc. (Morton Grove, IL)
gyartja. Az IAM kromatogréfia tolteteit igy tervezték, hogy feliiletik minél jobban
hasonlitson a sejtmembrédn lipid rétegére. A foszfatidilkolin (PC) a sejtmembran
felépitésében résztvevd legfontosabb foszfolipid. Foszfatidil-kolin anal6goknak
aminopropil szilika kromatografids toltetre torténd kapcsoldsival (IAM.PC) a
sejtmembran egy rétegéhez hasonlé amfifil felszin jon Iétre, ami egyrészt képes
membranfehérjéket megkotni (membranfehérjék tisztitdsa), madsrészt felhaszndlhatd

molekuldris kdlcsonhatdsainak tanulmédnyozasara.



Kis molekuldk sejtmembrinnal vald kolcsonhatdsa jellemezhetd a membrén és a felette
1évo folyadékfazis kozotti megoszldssal (Kn), ami modellezhetd az IAM tolteten meghaté-
rozhat6 megoszlassal (Kiam). Az IAM oszlopon mérheté retencié (k’jam) ardnyos a
membrankolcsonhatas erdsségével, ill. a membran ateresztoképességével
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Az oszlop kifejlesztdi igazoltdk, hogy az IAM-kromatografidval kapott adatok jobban
korreldlnak Caco2 sejteken mért valddi membrantranszport adatokkal, mint mads
kromatogréfids technikdval modellezett eredmények. A C18 forditott fazisu tolteteken a
retencié (féleg) hidroféb kolcsonhatdsokon alapszik, mig az IAM tolteteken hidrofdb,
elektrosztatikus és hidrogénkotések kombindcidja szabdlyozza a kolcsonhatds mértékét,
ami jobban megfelel a biolégiai membranokndl megfigyelhetd kolcsonhatdsoknak. Ez, az
IAM kromatogréfidval mérhetd kdlcsonhatds az un. foszfolipofilicitds.

A gyogyszerjelolt vegyiiletek membrantranszportjdnak modellezésére djabb 1AM
tolteteket fejlesztettek ki (IAM.PC.DD, IAM.PC.DD2). A Drug Discovery oszlopokat

készitettek csak egy hidroféb lancot tartalmazé foszfokolin-szarmazékkal (DD), ill. a



nagyobb retenciét biztosité foszfatidil-kolinnal is (DD2), amelyekben a feliileti
aminocsoportokat C3/C10 karbonsavakkal acilezték. Ezek az oszlopokon kapott adatok
kivilé egyezést mutattak a tradiciondlis, azonban rendkiviill munkaigényes
membrantranszport-meghatdrozasi kisérletek (Caco-2 sejtkultiira, vékonybélszovet vagy

liposzéma assay-k) eredményeivel [8].
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7. A 3.4. Vizsgilatok LC/MS-sel alfejezet elsé alpontjdban (3.4.1.), Osszesen 7 oldalon
foglaltam 0Ossze a tomegspektrometria gydgyszerkutatds korai fazisaiban torténd
alkalmazasi lehetdségeit, ill. az ezen a teriileten elért eredményeinket. Ezt most sem
taldlom hosszinak, mert rendkiviil fontos lehetdségeket villant fel, inkdbb a tovabbi

témakorok szamat lehetett volna csokkenteni.

8. Az értekezés leghosszabb, 66 oldal terjedelmt 4. fejezetében a proteomika teriiletén
végzett munkdimat foglaltam Gssze, azonban csak ez a fejezet megitélésem szerint nem
lett volna elegendé az MTA doktori értekezés benyijtdsdhoz. A 90-es évek végén az elsd
és  egyetlen laboratérium  voltunk  Magyarorszdgon,  ahol  proteomikai
fehérjeazonositasokat végeztiink. Az akkor kialakult szdmos koopericié eredményezte
ennek a fejezetnek a sokszinliségét. A mds egyetemekkel, kutatdintézetekkel kozdsen
végzett munka eredményein til ez a fejezet tartalmazza a laboratériumunk sajat

kutatdsainak bemutatdsat is. A 28 db, tobbnyire rangos nemzetkozi folydiratban megjelent



kozlemény tartalmdt nehéz lett volna rovidebben Osszefoglalni. A célkitlizésekben az
egymdshoz hasonlé tartalmu kisérleteket igyekeztem egy pont ald vonni.

A Birél6 az értekezés alapos dtnézése sordn a legkisebb szakmai hibdkat is észrevette, igy
nem keriilte el a figyelmét, hogy az elektroforézishez alkalmazott poliakrilamid gélekkel
kapcsolatosan helyteleniil emlitettem annak viszkozitdsit. Az akrilamidbdl katalizatorok
és inicidtorok hatdsdra gyokos polimerizdcids folyamatban nagy molekulasilyd linedris
poliakrilamid képzddik, melynek vizes oldata nagy viszkozitdsi. Azonban, ha keresztk6td
agens, pl. N,N-metilén-bisz-akrilamid jelenlétében hajtjuk végre a polimerizéciét, a
hosszu poliakrilamid ldncok k6zott "hidak" képzddnek és térhdlds szerkezetti gél jon l1étre,
melynek viszkozitdsar6l mar nem beszéliink. A kialakult szerkezet kdvetkeztében a gél
molekulasziiréként viselkedik. Ezt a tulajdonsdgit elsdsorban a gél atlagos pdrusmérete
hatirozza meg, ami az akrilamid-monomer koncentrici6janak és a térhalosité N,N-
metilén-bisz-akrilamid szdzalékos ardnydnak alkalmas megvdalasztisdval tdg hatdrok
kozott valtoztathatd. A gél mechanikai tulajdonsdgai 5-20% akrilamid koncentricid-
tartomdnyban kedvezdek. A keresztkotd metilén-bisz-akrilamid mennyisége az akrilamid-

monomernek rendszerint 1-3%-a.

Még egyszer szeretném megkoszonni Prof. Dr. Kremmer Tibornak, hogy faradsagos

munkdval oly gondosan atnézte értekezésemet. Kritikdjat, hogy a tartalom és forma

harmonikus egységét nem sikeriilt eltaldlnom, ill. hogy jobban kellett volna vilogatnom a

bemutatott eredményekbdl és rovidebben kellett volna tirgyalni egyes témakoroket,

természetesen elfogadom. Ugyanakkor kdszonom, hogy munkdmat hitelesnek és értékesnek

taldlta, és az értekezés nyilvanos vitdra tlizé€sét és sikeres védés esetén szdmomra az MTA

doktori fokozat megitélését timogatja.

Szeged, 2013, 4prilis 15.

' ’
By Joady Towens
Dr. Jandky Tamaés
a kémiai tudoményok kandidatusa
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