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YKorszerii analitikai modszerek alkalmazasa a
peptid- és fehérjekutatasban

cimi MTA doktori értekezésérol.

Az elmult 15 évben nagymértékben felértékelodott a kiilonbozd tipusu korszerii
nagyhatékonysdgi elvdlasztastudomdnyi, bioanalitikai, tomegspektrometrids vizsgalatok
szerepe a korszerl peptid- és fehérjekutatasban, a diagnosztikdban, a novénynemesitésben és
a gyogyszerkutatidsban. A 21. szdzadban, a modern, célirdnyos proteomikai kutatdsokban
napjainkban egyre no, felértékelodik a kiilonb6zo uj tipusu bioanalitikai, LC-MS/MS, CE-MS
és bioinformatikai vizsgalatok szerepe. Mindez nem nélkiilozheti a komplex kutatasi
szemléletet, az alapkutatdstdl a multidiszciplindris alkalmazott kutatdsokig. Ez a
multidiszciplindris tudds igénye, az elmélet és a gyakorlat szempontjabdl egyarant jelentds
kihivast jelent a fenti teriileten dolgozé szakember szdmara.

Jelen akadémiai doktori értekezés kivalo példdja ennek az egyre erdsddd biologiai
szemléletii nemzetkozi tendencidnak. A Jelolt igen massziv klasszikus bioldgiai, tovabba
proteomikai, bioanalitikai miszeres mérési alapokra, é€s ezek kombindlt tudasara épiild, a
legfejlettebb technikakat €s vizsgdld modszereket sorakoztatja fel munkassiga kapcsan,
amivel Osszességében jelent0s, magas szinvonald gyakorlati és elméleti eredményeket
prezental.

Igy a disszerticié alapvetd f6 célkitlizései és azok megvaldsitisinak mindsége a
legkurrensebb nemzetkozileg publikélt korszerii témdk kozé tartozik, amit j6l bizonyit, hogy a
komplex bioanalitikai, proteomikai vizsgalati médszerekkel foglalkozé publikaciok szama az
elmult nyolc évben megtizenotszorozodott.

Ma az alkalmazott bioldgiai kutatdshoz korszerii biokémiai, analitikai, radioanalitikai
modszerek és berendezések tdrhaza sziikséges. A disszertacid szerzdje a peptidek, fehérjék és

hormonok széleskorli proteomikai vizsgalataival, szdmos tudomdnyteriileten tobb szegmensii



analitikai (LC, CE) és tomegspektrometriai vizsgélata terén végzett tobb évtizedes kutatd
munkdjat foglalta Ossze.

A benyujtott tézisek egyik pozitivuma, hogy egyesiteni tudja a proteomikai vizsgalatokhoz
sziikséges bioldgiai, bioanalitikai fejlesztés és Uj vizsgdlé mddszerek egyiittes szellemiségét,

komplexicitdsat, egyben bizonyitja a Jelolt széles irodalmi jartassagat.

Az értekezésen beliill az egyes fejezetek terjedelme és egymadshoz viszonyitott ardnya
optimdlisnak mondhaté, bar az értekezés Ossz-oldalszama a fiiggelékekkel meghaladja az
idedlis terjedelmet. Néhany fejezet targyaldsa tul részletes.

A vizsgélatokhoz alkalmazott mddszerek a legkorszerlibbek. A disszertdcioban
Osszefoglalt vizsgdlatok jelentds része részben alapkutatds, részben alkalmazott kutatds
jellegli, amely tdlmutat az 1j analitikai médszerekkel kapott eredményeken, mds bioldgiai
kutatdsi teriiletek gyakorlatdban is j6l hasznosithato.

A Szerz6 kutatasi eredményeibdl készitett téziseit 3 f0 fejezetben és szdmos alfejezetben, a
figgelékekkel egyiitt 189 oldalon foglalja 6ssze. Tudomdnyos eredményeit 73 édbra és 14
tablazat felhasznaldsdval dokumentdlja. A fiiggelék 10 részletes tablazatot tartalmaz. Mindez
impondld, egyben jol segiti az értekezés érthetdségét. A disszertacio felépitése logikus, jol
nyomon kovetheto.

Kiilon kiemelendd a 4 oldal terjedelmi roviditések jegyzéke és az igen részletes 370 db,
minden igényt kielégitd irodalmi &sszefoglald, valamint a jol elkiiloniilé 62 sajat irodalmi
hivatkozds gylijteménye. A Jelolt nemcsak a tudomédnyos publikécidival ért el jelentds
elismeréseket, hanem konyveivel, konyvfejezeteivel, jegyzeteivel és 6 szabadalmdval is,
amely bizonyitja a kisérletes vizsgalati hozzéértésén til a tudomdanyos oktatoi és
rendszerbefoglal6 képességét is.

A disszertici6 formai szempontbol megfelel az MTA doktori értekezések
kovetelményeinek, kiilondsen gondos munka, dokumenticiéja mintaszerli, ortografidja
modern, kovetkezetes. Kiilon kiemelenddk az igen szemléletes 0sszefoglald dbrak, tablizatok,
és a fiiggelék Osszefoglald tabldzatai 23 oldalon, amelyek jol kovethetdvé és érthetové teszik
az értekezést.

A vizsgalatok tervezése és preciz kivitelezése, meggydzi a birdlét, a Jelolt experimentalis
vizsgalatokban val6 jartassagéarél is. Mindez mutatja a Szegedi Egyetem Orvosi Vegytani
Intézetében Szentgyorgyi Albert professzor 6ta elkezdett kivalé6 mithelymunka elméleti és
gyakorlati eredményességét.

A Jelolt, a proteomikai és analitikai eredményeit a nagy hatékonysigu elvalasztastechnikai

modszerek (HPLC, CE) és a kiilonbozd tipusi kapcsolt tomegspektometrids technika,
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uigymint az LC-MS, LC-MS/MS, CE-MS, CEC-MS, IAMC-MS, nano- és mikro-ESI

ionforrdsok, stb., mint kdzponti vizsgdlé modszerek koré csoportositotta. A disszertdcidban

szerepld analitikai technikdk arzendljabol csak a legfontosabbakra térmék ki a f0

alkalmazasokkal:

Eredményesen alkalmazta az 4ltala kidolgozott preparativ  HPLC moddszereket
peptidek tisztitdsara, ill. analitikai HPLC, CE és CEC mddszereket az eldallitott
peptidek mindségellendrzésére.

Bizonyitotta, hogy a micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC) kitlin6en
alkalmazhat6 a TCR/CD3 fehérjekomplex fragmenseinek és a foszfopeptidek tisztasdg
ellendrzéséhez.

Nagy érzékenységli kapillaris LC-MS mérésekhez 1) kapillaris HPLC és CE
oszlopokat fejlesztett ki a statikus és dinamikus nano- ¢és mikroESI
tomegspektrometrids ionforrasokhoz. Ezek segitségével Magyarorszagon elészor
végzett kapillaris LC-nanoESI-MS vizsgdlatokat.

Uj "Rogzitett mesterséges membrdn kromatografia-MS” médszert az IAMC-MS
technikét dolgozott ki a foszfolipofilicitds gyors meghatdrozdsara, amelyet sikeresen
alkalmazott danzilezett tripeptid anal6gok meghatdrozasara.

Potencidlis gyogyszerjelolt molekuldk vizsgdlatdhoz 4 MS, LC-MS LC-MS/MS
modszereket fejlesztett, amelyek segitették 4j peptidkonyvtarak jellemzését.

A vildgon el0szor igazolta, hogy a neurohipofizis nemcsak a hipotalamikus eredetli
oxitocin és vazopressin tarold szerve, hanem onmaga is képes termelni a két hormont,
mindehhez Gj LC-MS mddszereket dolgozott ki.

Uj ”label-free MS” médszert dolgozott ki az 1D-2D-PAGE médszerekhez, ezzel a
fehérjeexpresszié pontosabban meghatarozhatoé.

A mezdgazdasagi novénynemesitéshez kapcsoloddan buza, tritikalé magokat, lucerna
proteomikai allergének fehérjeazonositasat dolgozta ki kiillonb6zé MS technikédkkal.
Tomegspektrometrids mddszerekkel deritette fel a Hepatitis B virus X-fehérjéjének
szerkezetét és a diszulfidhidak elrendezddését.

A Jelolt lebilincseld jartassdgat mutatja az alkalmazott bioldgiai kutatdsokban, hogy
szamos MS mddszert fejlesztett ki: a szorongds fehérje expresszidjanak; a tumoros
sejteken hatékony ,,Subtance P” analdgok; az AIDS gydgykezelésében hasznalt
nukleozid anal6gok jeldtviteli mechanizmusanak; az Alzheimer koér patolégidjaban
szerepet jatszd “amiloid-bétal-42” peptid vizsgélatara, tovabba itt nem részletezett

tobb proteomikai vizsgélathoz.



Részletes megjegyzések és kérdések

A birdl6 feladata a mi méltatdsdn kiviil kritikai megjegyzések ismertetése. A birdld
zavarban van, mert az elkészitett disszertidcié kiilondosen gondosan kivitelezett munka,
olvasdsa kozben csak elvétve meriilnek fel szakmai birdlé megjegyzések, ezek is javarészt,
szerkesztési és formai kifogasok.

e Az értekezésben 1€vo szines kromatogrammok igen demonstrativak. A 65. oldalon a
36. dbran a HPLC kromatogrammon nincs feltiintetve a fehérjekeverék
komponenseinek a neve csak a molekula tomege. A 2. tdbldzatban sem szerepel az
adott molekulatomeg szekvencidja.

e A 78. oldal 45B 4brajan a CEC-nanoESI-MS spektrumon nem tiintette fel a pirossal és
feketével szamozott peptid nevét.

e A 104. oldalon a 8. tdblazatban a megvaltozott expresszidju fehérjék adataiban a
megadott szekvencia lefedettség 6-68% kozott mozog az egyes mintdkban. Kérdezem,
hogy ez a lefedettségi szint elegendd e a pontos azonositdshoz?

e Kérdésem, hogy a 130. oldalon leirt 4j tipusd Hsp90 inhibitorok milyen tj alternativat
nyujthatnak a kiilonb6zd tipusd tumoros betegségek terdpidjaban, mivel ez nincs

megemlitve a szovegben.

Az értekezés tudomanyos eredményei

A Jelolt az alapkutatds jellegli elméleti és gyakorlati eredményeit 18 pontban foglalja
Ossze, szdmos alfejezettel kiegészitve. A kiemelkedd eredményeket 6 pontban Osszegzi.
Figyelemre mélt6 az eredmények széles gyakorlati hasznosithatésdga. Az Opponens ezeket Uj
tudomédnyos eredményeknek fogadja el. Az eredményeket javarészt neves kiilfoldi
folydiratokban publikaltak.

e Protokollt dolgozott ki a szintetikus peptidek tisztasagellenOrzésére, fizikai-kémiai
tulajdonsagainak meghatarozasara, kombindlva két ortogondlis technikdt a HPLC és
az MEKC technikakat.

e Uj 55 darab citotoxikus csoportot tartalmazé LH-RH szdrmazékot allitott el, amelyek
kiilénb6z6 karcinogén sejtvonalakon tumorellenesnek bizonyultak.

e Extrém nagy érzékenységli LC-MS moddszer kidolgozédsaval el@szor bizonyitotta, hogy
a hipofizis képes az oxitocin €s a vazopressin termelésére, nemcsak téroldsara.

e Uj proteomikai médszert dolgozott ki a fehérjék 2D-elvalasztdsa utan poliakrilamid

2é1bdl torténd kvantitativ meghatarozasara.



e Proteomikai moddszerrel fehérjéket azonositott legkiilonbdzobb tipusu bioldgiai
matrixokbdl:  lucerndbdl, talajlaké  baktériumbdl, fonalféregbdl, élesztobdl,
gabonafélékbdl, tovdbba egér, patkdny és humén szovetbdl. Az azonositott fehérjék uj
kolcsonhatésait deritette fel.

e A szorongds egy Uj tipusu allatmodelljének kidolgozasdval és proteomikai analizisével
kimutatta, hogy az agyban a szorongds milyen biokémiai folyamatokat érint.
Meghatéarozta, hogy Alzheimer kérban szerepet jatsz6 1-42 peptiddel milyen fehérjék
1épnek kolcsonhatdsba, valamint az AB1-42 milyen folyamatokat indukél az agyban.
Proteomikai médszerek alkalmazdsaval kimutatta, hogy az Osztradiol allatkisérletben

kivédi az amiloid neurotoxikus hatasat.

Osszefoglalasképpen ismételten ki kell emelni Dr. Janaky Tamas hiteles adatokon
nyugvo igen értékes, széleskorli elméleti €s gyakorlati munkassagéit, amely bizonyithatéan
hozzdjarult a tudomdnyteriilet jelentds fejlodéséhez. Az értekezés kimagaslé szintii
szertedgazd kisérleti adatai és az 1j peptid é€s fehérje analitikai vizsgdlé moddszereinek
eredményei bizonyitottdk a Jelolt kutatdsi ratermettségét és preciz kisérlettervezését, valamint
sokoldalu képességeit. Uj médszertani bazist teremtett a proteomikai vizsgalatokhoz, valamint
Uj bioinformatikai mddszerek bevezetésével raszolgalt pdlyatarsai megbecsiilésére és
tiszteletére. A korszerli magyarorszagi proteomika meghonositdja és nemzetkozileg elismert
szakembere.

Megjegyzéseim az értekezéshez, a tobb évtizedes kimagasld kutatdsi tevékenység egészét
nézve, nem érdemiek.

Mindezek alapjan Dr. Janaky Tamas disszertaci6jat komoly elméleti és gyakorlati
haszni, kiemelked6 munkénak tartom, amely messze megfelel az MTA doktora tudoményos

fokozat szakmai €s formai kovetelményeinek.

Ezért, messzemendéleg javaslom az értekezés nyilvanos vitara valé bocsatasat és sikeres

védés esetén az MTA doktora fokozat odaitélését.

Budapest, 2013. januar 20. -
Dr. Klebovich Imre
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