A palyazat célja 0j szilika-alapi és monolit tipusu allofazisok fejlesztése affinitas
kromatografias alkalmazasokra, illetve ezek segitségével 0j a betegségek diagnosztizalasat, és
a koros folyamatok pontos molekularis mechanizmusainak megértését segité biomarkerek
azonositasa. Emellett a rendelkezésre allo eszkozokkel a terapias célok megvaldsitasanak
segitése  bioaktiv  vegyiiletek  hatasainak  meghatarozasaval, befolyasolasaval ¢és
hatékonysaganak ndvelésével.

A palyazat keretein beliil készitett, kiilonb6zé pérusméretli €és eltérd hidrofobicitasu: C18,
C30-as ¢és C60-as- szilika-allofazisok szilard fazist extrakcios felhasznalasa dusitasra és
izolalasra széles korben folyik. Tobbek kozott szomatosztatin dusitasara biologiai mintakbol
(foly6iratban még nem kozolt eredmények [1]), valamint gyakran alkalmazott
fogamzasgatlokbol szarmazd szennyezések, azonositasara természetes vizekbdl, illetve azok
¢lélényekben vald felhalmozodasanak, hatasainak kimutatasara [2, 3], és enzimatikusan
glikalodott fehérjék (fibrinogén, human szérum albumin, RN4z A) emésztése soran kapott
glikalt, triptikus peptidek tomegspektrometrids vizsgalata eldtti frakcionédlasara, dasitasara, és
ezaltal a rovidtava glikacio (,,short-term glycation”) vizsgalatara [4,5].

Emellett az altalunk kidolgozott kovalensen kotott fullerénnel modositott kiilonb6zo
porusméretli szilika vékonyrétegben torténd alkalmazasa lehetdvé tette kismolekulak
lézerdeszorpcids ionizacioval (LDI) torténd vizsgalatat is, repiilési id6 (TOF) tipusa
detektorral rendelkezé tomegspektrométer hasznalataval [6]. Ilyen modon 1 eljarast
dolgoztunk ki az 1500 Da-nal kisebb tomegii molekulak pikomolos nagysagrendben torténd
azonositasara. A modszer szé€leskorli felhasznalhatosagat szénhidratok, aminosavak, peptidek,
foszfolipidek és gyogyszermolekuldk vizsgalatdval bizonyitottuk.

Kidolgoztunk egy ,,zold-eljarast” C18-as szilikaallofazis kornyezetkiméld eldallitasara (az
eljaras validalasa még nem zarult le, az ereményeket még nem publikaltuk). A savazott
szilikat C18-as prepolimerrel (metil-hidro- és metil-oktil-sziloxan kopolimer) kezelve, a
folyamatot (nitrogén atmoszféraban) mikrohullam segitségével meggyorsitva €s a mosast egy
Iépéses alkoholos mosasra redukalva nemcsak leegyszerUsitettiik és felgyorsitottuk az
allofazis elkészitését, hanem a kornyezetszennyezd szerves oldoszer felhasznalast is nagyban
csokkentettiik.

A varosi lakossag nagy része szenved a cukorbetegség kiilonbozé tipusaitdl, és azok
komplikacioitdl. Ez részben az egészségtelen életmodnak, részben a nem megfeleld étkezési
szokasoknak koszonhetd. Az emelkedett vércukorszint egyik kdvetkezménye a fehérjék nem
enzimatikus glikacigja. Nem-enzimatikus glikacid6 soran a fehérjék primer amino-
csoportjaihoz egyszerli cukor egységek kotddnek, melyek elsd 1épésben egy labilis Schift-
bazist adnak, mely tovabb alakul egy stabilabb keto-aminna, amit Amadori-terméknek
neveziink. A fehérjék glikaltsaga nagyban befolyasolja kdlcsonhatasaikat, illetve a felismerési
folyamatokat. A vércukorszinttel ellentétben (melyet pl. egy inzulin injekcio vagy stressz



helyzet nagyban befolyasol) egy hosszabbtava ,képet” ad a vérben talalhatdo cukor
mennyiségérol, lehetéveé téve ezzel példaul a beteg gydgyszeradagjanak pontosabb beallitasat,
illetve valos allapotanak jobb felmérését.

Boronat affinitas kromatografia segitségével human szérum albumin nem enzimatikusan
glikalasabol szarmazé Amadori-termékeket dusitottunk, valamint egészséges €és 2-es tipusu
diabétesz mellituszban szenvedd betegektdl szarmazo mintak segitségével azonositottunk egy
lehetséges biomarkert (az 1738,9 m/z glikalt peptid) [5].

A tervek kozott szerepelt aminofenilboronatot tartalmaz6 monolit szintézise glikalt fehérjék
szelektiv dusitasara, melyeket sok esetben hasznaltak mar szamos betegség (koztik a
cukorbetegség) biomarkereként. Eddig még le nem irt, adott betegségre jellemzd glikalt
molekuldk azonositdsa Uj diagnosztikus és terapids technikdk kifejlesztését teszi lehetové.
A 2,2’-azobiszizobutironitril alkalmas keresztkdtonek bizonyult. A polimerizacids folyamatot,
a monolit porusméretét, és az eludlasi eljarast standard segitségével optimalizaltuk. A 12
napig in-vitro glikalt human szérum albumin megfeleldnek bizonyult a 2 tipust diabeteses
betegek vérében torténd folyamatok modellezésére. E glikalt fehérje triptikus emésztésébol
szarmazd  peptidkeverék, mint standard alkalmazisaval végeztik kisérleteinket.
Az emésztményeket az affinitds kromatografids dusitast kdvetden tomegspektrométerrel
analizaltuk. Az eljaras optimalizalasa utan 2-es tipusu diabetes mellituszos beteg és kontroll
mintakat is vizsgaltunk. (A mintdkat a Pécsi Tudomanyegyetem 2. Belgyogyaszati Klinikéja
¢és Nefrologiai Kozpontja biztositotta). A betegek sziirése és az altalunk vizsgalni kivant négy
csoporthoz a megfelelé szamt minta begyijtése nagyon lassu és koriilményes folyamatnak
bizonyult, elsé sorban a sok figyelembeveendé paraméter miatt (egyéb betegségek megléte
kizéarta az alanyokat a vizsgéalatbdl, hiszen egy mas folyamatbol szdrmazé fehérje-modosulas
meghamisitotta volna az eredményeket). Sajnos az egészségiigyi atszervezések mellett
szembesiilniink kellett azzal, hogy mar csak a ,,nagyon beteg”, halmozottan koros allapotban
1évé emberek jutnak el az ambulancidra. Emiatt a vizsgalt csoportokat tobbszor mddositani
kellett, ami miatt Gjra kellett kezdeni a vizsgalatokat. Talan ez jarult hozza, hogy
véarakozéasainkkal ellentétben, csak egy biomarker azonositasa volt lehetséges. A boronat fazis
felhasznalasa lehetdvé tette egy potencidlis diabetes biomarker azonositasat: az 1738,9 m/z
glikalt peptid megtalalhatd volt minden altalunk vizsgalt 2-es tipusu diabeteses betegnél, de
nem volt jelen az egészséges személyeknél. Vizsgalatainkbol kidertilt, hogy ez a peptid a
HSA [414-428] peptidrégidjaban talalhato és a modositas a K414 és az R428-at érinti [7].

Emellett az egyiittmiikddés keretében vizsgaltuk Crohn betegségben (az emésztérendszer
kronikus  gyulladasa) szenvedd cukorbetegek albumintriajat [8]. Méretkizarasos
folyadékkromatografiat alkalmazva a betegség aktiv fazisdban jelentésen nagyobb
mennyiségii glikalt fehérje volt mérhetd, mint a remisszios fazisban.  Sikeresen
azonositottunk két olyan biomarkert (al-savas glikoprotein, illetve Zn-a2- glikoprotein),
melyek jellemezhetik a beteg allapotat.

A 2-es tipusi cukorbetegség esetén a szOvetek vérellatasa gyakran csokken, ami a
napjainkban tapasztalhato a vilagon a legtobb embert érintd betegségek egyik 6 oka. Igy a
cukorbetegség ezen fajtajat kivalté folyamatok molekuléris patomechanizmusanak megértése



nagyon fontos a diabétesz és az ehhez kapcsolddd vazomotoros diszfunkciok (makro- és
mikroangiopatia) lehetséges kezelésének kidolgozasa szempontjabol. Kisérleteink [9] azt
mutatjak, hogy az érfalban felhalmoz6dod orto-tirozin szerepet jatszik a tokéletlen, inzulin-
kivaltotta relaxdcidban modositva a nitrogénmonoxid vazodilatorikus hatasat, az eNOS-on
keresztiil. Az oxidativ folyamatokban jelentésen megnd az oxidalt orto-tirozin mennyisége,
ami konformacios valtozast indukal a fehérjékben ezzel koros folyamatokat (az inzulinra adott
tokéletlen vazomotoros valasz) inditva el. Ezt alatamasztja, hogy a 2-es tipusu diabétesz
mellituszban és emellett konikus vese elégtelenségben (CKD: chronic kidney disease)
szenvedO betegekben megnd az orto-tirozin mennyisége, ami a keringési komplikaciokhoz
vezethet. Az ,attorési jelenség” vizsgalataban végzett k6zos munka jarult hozza, hogy
Wittmann Istvan professzor Ur beadhatott egy szabadalmat az Eurdpai Szabadalmi
Bizottsaghoz, mely az oxidativ stressz okozta betegségek megel6zésérdl és lehetséges
kezelésérdl szol. Az eredmények alatimasztjak, hogy a para-tirozin alklamas a szervezetben
az oxidativ stressz hatasara, illetve a 2-es tipusu diabétesz mellitusz mellett megjelend
kronikus veseelégtelenségben nagyobb mennyiségben képz6dé orto- (illetve meta-) tirozin
okozta inzulin-, illetve eritropoetin (EPO)- tolerancia visszaforditasara, emellett
feltételezhetden visszaszorithatja a tulsuly altal kivaltott ,,metabolikus szindréma” okozta
tiineteket is.

Szintén az oxidativ stressz elleni védelem fontos eszkozei lehetnek a polifenolok, tobbek
kozott a rezveratrol. A rezveratrolt tartalmazo allofazis kifejlesztésére iranyulo kisérleteink
nem vezettek kedvezé eredményre. Nem sikeriilt elérni, hogy a rezveratrol harom fenolos
hidroxilja koziil mindig ugyan az kotédjon a monolithoz, illetve a nem monolit-kapcsolt,
hanem egyeb allofazishoz rogzitett rezveratrollal végzett kisérletek soran sem tudtunk
reprodukalhatéan masok altal még le nem irt rezveratrolkoté fehérjéket azonositani.

Bar ezek a kisérletek nem voltak sikeresnek mondhatok, miutan a palyazat célja nem csak
allofazisok fejlesztése, hanem biomarkerek, (oxidativ stressz okozta gyulladasos valaszok és
egyéb karos folyamatok elleni) bioaktiv vegyiiletek azonositdsa 1S, mas ndvényi
hatéanyagokkal kapcsolatos kisérleteket is folytattunk. Fahéj- ¢és szegfiiszegolaj
antimikrobialis hatasat vizsgaltuk Pseudomonas aeruginosa kiils6 membranfehérjéire kifejtett
hatasan keresztiil [10]. Bar a névényi olajok antimikrobialis hatasanak mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott, sikeriilt igazolnunk, hogy az olajok carvacrol és p-cymene tartalma
hésokk fehérjék szintézisét indukélja. A kezelések egyértelmiien befolyasoljak a kiilsd
membranfehérje Osszetételt, egyes fehérjék expresszidja megnd, mig masoké csokken.
Kisérleteink alapjan valdszintisithetd, hogy a flagellin bioszintézis ¢és a flagella ,,felépitése”
hatékony antimikrobidlis célpontok lehetnek a ndvényi olajok hatéanyagai szdmara. A
folyamatok pontos tisztdzadsahoz, elméletiink igazolasahoz tovabbi kisérletekre van sziikség.

Melliolatus officinalis-bol izolalt violaxantin, lutein és lutein5,-6-epoxid in vitro gyulladas
csokkentdé hatasat is tanulmanyoztuk [11]. Mar korabban is végeztink kisérleteket
karotinoidokkal [12]. Tlletve tervezziik karotinoid-glikozidok, -C-vitamin illetve -ciklodextrin
szarmazékok szintézisét és tisztitasat, melyek az erdsen apolaris karotinoidok vizoldhatdsagi
problémait athidalva, azok erds antioxidans hatdsat megdrizve jo gyogyszer jeldltek lehetnek.



Eldzetes eredményeink [13] alapjan, melyek soran pallddium katalizalt amino-karbonilalas,
illetve keresztkotés (Suzuki-, Sonogashira-, Stille-) soran sikeriilt hatékonyan eldallitani
négyszeresen funkcionalizalt, ezaltal ,,mély-liregli” kavitand szdrmazékokat, tervezziik még
sztereoszelektiv,  keresztkotott,  szubsztitualt  kavitandokkal  boritott  allofazisok
bioszenzorként, illetve kiralis allofazisként torténé alkalmazasat. Valamint esetleges célzott
gyogyszerszallitoként valo kiprobaléasat.

A polimerizacioban szerzett ismereteinket a fogaszok altal hasznalt tomdéanyagok
mindségének meghatarozasaban, a legjobb polimerizacios eljaras kivalasztasaban, illetve a
széjdaganatokat okozo, tomésbdl kioldodo rakkeltd anyagok mennyiségi meghatarozasaban is
alkalmazni tudtuk [14].

A nyalmirigyekben keletkezd, gyakran fajdalmakat okoz6 nyalkdvek kialakulasanak
mechanizmusa maig nem ismert. Az Ggynevezett ,,Szerves mag” tedria szerint, a nyalkd
képzddést tigy inditja el egy epitelidlis- vagy bakteridlis ,,csomdpont”, mint kristalyképzodést
az oltokristaly [15]. Erre a ,,szerves magra” épiil fel a kd. Célunk volt a Pécsi Fogaszati
Klinikan eltavolitott nyalkovek bels6, mag részébdl fehérje elemzést végezni a mechanizmus
tisztazasara [16]. Bar az altalunk végzett proteomikai elemzés deffenzint mutatott ki a nyalké
periféridlis részén, sem az analitikai vizsgdlatok, sem a scanning elektronmikroszkopos
felvételek nem igazoltak a belsé mag részen a szerves szerkezet meglétét, igy a kialakulas
folyamatanak tisztazasahoz, és az ok-okozati Osszefliggések feltérképezésérhez még tovabbi
kisérletek elvégzésére van sziikség.

A palyazat keretein beliil kapott eredményeinket szamos nemzetkdzi-€s itthoni konferencian
publikéltuk eldadasok ¢€s poszterek formajaban, valamint a palyazat idOtartama alatta 11
cikket publikaltunk nemzetk6zi folyoiratban, valamint kett6t itthoni tudomanyos folydiratban,
egy cikket bekiildtiink és még vannak nem ko6zolt eredményeink. A cikkekre az EISZ alapjan
Osszesen 69 hivatkozas érkezett.
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