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Zarojelentés
a
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Kutatasok a MALDI-TOF tomegspektrometria szénhidratkémiai alkalmazasi
lehetéségeinek Kiszélesitésére
cimi

OTKA pélyazatrol

A tomegspektrometria rendkivil hasznos eszkdz vegyliletek azonositasara, szerkezetik
meghatarozasara. A MALDI technikéval, ellentétben a klasszikus ionizélasi mddszerekkel,
molekulaionok keletkeznek, a fragmentacio elhanyagolhatd, igy a molekulatdmeg egyszeriien
meghatarozhatd. Ugyanakkor lehet6ség van a fragmentaciok tanulmanyozasara is egy
specialis Uzemmodban reflektron alkalmazasaval, ami lehet6vé teszi egy kivalasztott ion
fragmentjeinek elkilonitését eés igy a szerkezet felderitéshez szolgaltat adatokat. Maga a
MALDI modszer nagyon fiatal, a 80-as évek végén dolgoztak ki nagy molekulatomegii,
érzékeny biomolekulak gazfazisba juttatidsara és ionizalasara. Szénhidratok vizsgalatara a
kilencvenes évek elejétol alkalmaztak, elsésorban glikoproteinek, glikolipidek es természetes
forrdsbol szdrmazo szabad oligoszacharidok esetében. Mi foleg szintetikusan el6allitott
oligoszacharidok mérésére akartuk alkalmazni a modszert, amelyek a szintézisek
megkdvetelte legkulonfélebb védécsoportokat hordoznak. Irodalmi hivatkozast ilyen tipusu
anyagok mérésere alig talaltunk. A MALDI technika alkalmazésardl szénhidratok kéreben
részletes 0sszefoglald jelent meg néhany éve (D.J. Harvey, Mass Spectrometry Reviews 1999,
18, 349-450.), amelyben a szerzé targyalja a kilonféle alkalmazasokat, hasznalhatd matrix
anyagokat, minta elékeszitési technikékat. A 100 oldalas, tobb mint 350 hivatkozast
tartalmazd cikkben egy rovid bekezdés foglalkozik minddssze a szintézissel eléallitott
oligoszacharidok MALDI meghatarozasaval, ezek a szintézisek is féként enzimatikus
maodszerrel torténtek, tehat védscsoportokat nem tartalmaztak. Egy masik rovid bekezdésben
kertl megemlitésre a feherjéhez kotétt oligoszacharidok meghatarozasa, a neoglikoproteinek
mérese. Ez batoritott arra, hogy ezen a kevéssé felderitett terlleten kezdjlink olyan
vizsgalatokba, amelyek jol kiegészitik a Biokémiai Tanszéken és MTA-DE Szénhidratkémiai
Kutatécsoportban eredményesen folytatott enzimes és szintetikus szénhidratkémiai

kutatasokat.

Az elvégzett munka 6sszefoglalasa a munkatervben megadott témak szerint:
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I. Szulfonilezett mono- és oligoszacharidok vizsgalata:

A DE-MTA Szénhidratkémiai Kutatdcsoportban a kdvetkezé vegylletcsoportok

szintézisét végeztek el:

- Ramnozidok szulfonsav és szulfat észter szarmazékai

- Laktdz szulfonsav szarmazékok

- Anomer pozicidban szulfonsav csoportot tartalmazé vegyiiletek.

A szulfonsavakat sok (Na, K, tetrabutilammonium, tetraetilammonium) vagy észterek (etil)
forméajaban allitottak el6 védécsoportokat (benzil, acetil, benzilidén, izopropilidén) vagy
szabad hidroxil csoportokat tartalmaz6 glikozidok (p-metoxifenil, metil) formajaban. A
vizsgalatok sordn kozel szédz vegyulet MALDI spektrumat vettik fel, amelyek a
legkllonfélébb szerkezettel rendelkeztek. A szulfonsav csoport kapcsolddhatott a cukor
valamelyik szénatomjahoz (C1, C2, C4, C6) kozvetlenil, vagy =CH—, —CH,—, —CH,—
CH,— és —(CH,)30— csoporton keresztil C1, C3 vagy C4 pozicidban. Szulfat észterek
esetében a kapcsolodas oxigénen keresztiil a C4 pozicidban tortént.

A vegylletek MALDI MS vizsgalata alapjan a kdvetkezé megallapitasokat tettik:

1. Valamennyi vizsgalt vegyulet esetén jol értékelheté spektrumot kaptunk pozitiv
ionizalasi médban 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrix alkalmazasaval.

2. A szulfonsavak Na vagy K soinak vizsgalatakor pozitiv médban [M+Na]*, [M+K]" és
[M-kation+2K]" ionok képzédése figyelhetd meg a MALDI kérillményei kozott.

3. SOk esetében negativ ionizalasi modban is van lehetéség a mérésre, ekkor [M-kation]
csucs jelenik meg a spektrumban.

4. A szulfonsav szarmazékok észter formainak MALDI spektruma csak pozitiv mddban
mérhetd, ekkor [M+Na]* és [M+K]" ionok képzédnek.

5. Sikerrel alkalmaztuk az oligoszacharidok  szulfonsav  szarmazékainak
szerkezetigazoldsara a PSD mddszert. A f6 kotéshasadas a glikozidos kotésnél tortént, a
spektrumban a redukald és nem redukald végi fragment is megjelent. Ezen kivil megfigyeltik
a benzil védécsoportok lehasadasat in source és post source fragmentacioval is.

6. A MALDI spektrumok segitségével azonositottunk tébb mellékterméket, ezek kozil a
leggyakrabban képz6dé eliminacids termék szerkezetét NMR spektroszkdpiaval is igazoltuk.

7. MALDI spektoszkdpidval sikerilt kimutatni szabad mono-, di- és triszacharid
szulfonsavak esetében nem kovalens kdlcsonhatassal 1étrejové di- és trimer asszocidtumok

képzodését. A di- és trimerek jelenlétét oldatban is igazoltuk ESI MS segitségével.



Eredményeinkrél a 1% Austrian-Hungarian Carbohydrate Conference-n szamoltunk be. A nem

kovalens molekula komplexek tovabbi tanulméanyozasat tervezziik.

A MALDI vizsgalatok segitették a szintézistermékek azonositasat, sok esetben a
melléktermékek azonositasaval és a reakciokorilmények véltoztatasaval a Kitermelés
novelését. A ramnozidok szulfonsav szdrmazékainak szintézisét az ARKIVOC elektronikus
folyoiratban megjelent kodzleményben foglaltuk 6ssze. A vegylletcsoport szintézisével
kapcsolatos eredmények Sajtos Ferenc PhD dolgozataban és két masik PhD dolgozatban is

szerepelnek (Lazar Laszlo 2005, Méajer Gabor (6sszeallitas alatt)).

Il. Az enzimatikus transzglikozilezések:

I1.1. Transzglikozilezés human nyal a-amildz Tyr151Met mutansaval

Az enzim hidrolitikus aktivitisa a mutacié eredményeként jelentésen lecsokkent,
transzglikozilezési aktivitdsa viszont megnétt. Vizsgaltuk az enzim transzglikozilezesi
reakcioit kilénb6z6é donorok (maltotetradz, maltoheptadz, amil6z) és kilénbdzé kromofor
csoportot tartalmaz6 akceptorok (p-nitrofenil-glikozid (PNP-G), -tio-gliikozid, -xilozid, -
mannozid, -NAc-glik6zaminid, gliko-spirotiohidantoin) alkalmazasaval. A termékek
azonositasahoz, majd a preparativ méretben is elvégzett PNP-S-Gy eldallitasnal a termékek
szerkezetigazolasahoz MALDI témegspektrometriat alkalmaztunk az NMR spektroszkdpia
mellett. Err6l a munkarol diplomadolgozatok készultek (Cziranku Beatrix 2003, Matulz
Krisztina 2004), a 1st Austrian-Hungarian Carbohydrate Conference-n eléadas hangzott el és
az eredmenyeket kbzlemény formajaban is megjelentettiik. (Organic Letters 2003).

I1.2. Transzglikozilezés Bacillus stearothermophilus maltogén o-amilazzal

Az enzimet, bontasi képének és alhely térképének elkészitése utan, egy hatékony a-amilaz
inhibitor, az akarbo6z spirotiohidantoin szarmazekanak eléallitasara hasznaltuk fel. Mivel ilyen
vegyuletet még nem allitottak elé az azonositast ebben az esetben is MALDI MS-el végeztik.
Sikertilt a reakcidelegybél kimutatni az eléallitani kivant vegyulettel egyez6 molekulatomegii
csucsot. A reakcidt HPLC-vel kovetve azt tapasztaltuk, hogy tobb termék is képzodik. A két
f6 termék molekulatbmege a MALDI spektrumuk alapjan azonosnak adodott, ezért
feltételeztlik, hogy ezek helyzeti izomerek. Feltételezésiinket preparativ méretti reakcio, és a
termékek kinyerése utani MALDI és NMR vizsgalatokkal igazoltuk (Carbohydr. Res. 2005).
A szerkezetigazolds utdn a vegydlletet, mint inhibitort Kkinetikai vizsgélatokra alkalmaztuk
(BBRC, 334. (2005) 824-828).



Ezekkel a vizsgalatokkal parhuzamosan mas akceptorokat (benzilalkohol, riboflavin, szalicin,
amigdalin) és donorokat (maltotrioz, maltoheptadz) is kiprébaltunk.

A termékazonositast ezekben az esetekben is a MALDI-val meghatarozott molekulatémeg
segitségével végeztik el. Ily modon sikerilt eléallitani benzil-maltozidot, riboflavin-
glikozidot, szalicin-maltozidot, az amigdalin és az N-benzil-N-glukozil-karbamid akarbo6z
szarmazékat.

Eredményeinket a 2006-ban Budapesten rendezett 1% European Chemistry Congress poszter

szekciojaban mutattuk be.

A MALDI-TOF MS nélkilozhetetlennek bizonyult az enzimes szintézisek soran képz6dé
vegyuletek azonositasaban, hiszen ezeket a heterooligoszacharidokat korabban nem allitottak
elé. A MALDI spektrumok alapjan azonosithatok a termekek, igy a reakciokorilmények

valtoztatasaval optimalizalhatjuk a kitermelést.

I11. Poliszacharid vizsgalatok

I1l. 1. Vizsgaltuk poliszacharidok savas hidroliziset és acetolizisét a hidrolizis idg,
homérséklet, sav koncentréacio fliggvényeben. Modell vegyuletként a keményito, kitin és 4-O-
metil-glikurono-xildn poliszacharidok mellett maltoheptaozidot alkalmaztunk. Novényi
eredetti inulin mintdk hidrolizdtumainak oligoszacharid 0Osszetételét hataroztuk meg a
hidrolizis kovetése céljabdl.

4-O-metil-glikurono-xilan  savas hidrolizisét vizsgaltuk a poliszacharidot felépito
oligoszacharidok  0Osszetételének  megallapitaséhoz.  Csak  pent6zokbol  felépilé
oligoszacharidokat nem taldltunk. A legtobb spektrumban megjelend csucs pentdz-hex6z
egyidejt jelenlétere utal. Felmerllt a karboxil vesztés lehet6sége a hidrolizis vagy a MS

kdzben ezert a kisérletek tovabbi folytatasat tervezzik.

I11. 2. Poliszacharid molekulatémeg meghatarozasokhoz gélkromatografiaval molekulatémeg
szerint elvalasztott dextran frakciokat (4000, 15000, 30000) alkalmaztunk modell
vegyuletként. Vizsgaltuk a matrix vegyulet minéségének, a matrix/minta aranynak, a minta
koncentracionak és a felcseppentés modjanak hatasat a spektrumra €s a mérheté legnagyobb
molekulatdmegre. Az ionizaciot ammonium-fluorid, ammonium-klorid vagy litium-klorid
alkalmazéasaval segitettiik el6. A nagyobb molekulatdmegii anyagok mérésekor tébb probléma
is felmerdl. Egyrészt ezek a poliszacharid frakciok egyszerre tartalmaznak kisebb és nagyobb

molekulatobmegii  molekuldkat, emiatt a lézer energidja megoszlik. A  Kkisebb



molekulatdmegiiek kdnnyebben keriilnek gazfazisba, vagyis a mért molekulatomeg eloszlas
torzulhat a valddi eloszlashoz képest, hiszen a Kisebb témegii molekuldk valddi
részaranyuknal intenzivebb csucsot adnak a spektrumon. A nagyobb molekulatomegii
frakciokat csak ugy sikerult megmérni, ha a kis tomegi ionok detektorba jutasat
megakadalyozzuk (levagas). A legnagyobb molekulatomeg, amit sikerlt meghatarozni
poliszacharid esetén 6000 Da, ami 36 glukozbdl felépulé dextrannak felel meg. Az
eredmenyek szerepelnek Vig Attila diplomadolgozatdban (2005).

IV. Védacsoportok stabilitasa kiillonb6zé matrixok hasznalata esetén

A védoicsoportok stabilitasa MALDI korilmények kdzott kilondsen azon csoportok esetén
okoz problémét, amelyek UV spektruma atfedést mutat az alkalmazott a Iézer 337 nm-es
hullamhosszaval. llyen pl. a 4-nitro-fenil eés a 2-Cl-4-nitro-fenil csoport, amelyeket az
enzimes szintéziseknél kromofor csoportkent alkalmaztunk. Ezért modellvegyiletként a 2-Cl-
4-nitrofenil-maltoheptaozidot vélasztottuk. Vizsgaltuk a métrix minéségének (THAP, DHB,
SA, Harmaline, ACCA), az alkalmazott lézer energianak és a matrix minta aranynak a hatasat
a fragmentaciora. A CNP-glikozid elnyelési maximuma 302 nm-nél van, emiatt a lézer
energidjat kepes elnyelni, ami forrasban tértené (In Source Decay) fragmentaciot okoz. Ez a
spektrumban a molekulaion [M+Na'] csticsa mellett 16 Da tdmegegység eltéréssel Gj cstics
megjelenésével jar, melynek intenzitasa DHB matrix esetén nagyobb, mint a molekulaioné. A
THAP matrixal keszult spektrumon az el6z6 esettel ellentétben megvaltozik a molekulaion és
a fragment csdcsok aranya, a molekulaion intenzivebb csucsot ad. Ez a jelenség a matrixok
kémiai tulajdonsagaibdl ered6 kilonbségekkel magyarazhat6. A THAP tdbb energiat nyel el
az ionizacios fazisban, s igy jobban vedi a vizsgélt molekulat a fragmentalddastol. A vizsgalt
tobbi matrix a CNP-G7-el a DHB-hoz hasonld spektrumokat adott, s kivételt csak a THAP
képezett.

Fragmentacio, vagy védécsoport lehasadas figyelheté meg acetil-, benzil- és azid- csoportot
tartalmazd oligoszacharidok esetében is, foként DHB matrixban torténé méréskor. Annak
tisztazasa, hogy ez a jelenség a matrix savas karaktere, vagy esetleg a Iézer gerjeszt6 hatasa

miatt kovetkezik be még tovabbi méréseket igényel.

V. Post source decay (PSD) fragmentacidk vizsgalata
Bar a MALDI kiméletes ionizalasi technika, amely segitségével féként molekulaionok
keletkeznek, Kkismeértékii fragmentacio mindig tortenik. A repulési csében bekovetkezd

fragmentacio linearis TOF keészulékben nem okoz Uj csucsokat, mig a reflektronnal felszerelt



készlllekben PSD modban a fragmentacio vizsgalhatd. Oligoszacharidok esetében a
glikozidos kotések hasitasa viszonylag kis energiaval megvalosithatd. A téltést hordozo rész a
redukal6é végi vagy a nem redukal6 végi fragment egyarant lehet, sét belsé fragment ion is
keletkezhet, ha mindkét végrél hasadas torténik. Ez lehetéséget ad oligoszacharidok
szekvenaldsara. Kutatasaink ezen a terlleten kémiai es enzimatikus szintézissel eléallitott
vegylletek, valamint természetes eredeti amilaz inhibitorok szerkezetfelderitését
eredményezték.

- Tobb lépéses szintézissel eloallitottak egy olyan eldgazo tetraszacharidot (Oktil-(4-O-
acetil-3,6-di-O-benzil-2-deoxy-2-ftalimido-B-D glikopiranozil-(1-2)-3,4,6-di-O-benzil-a-
D-mannopiranozil)-(1-3)  (2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D  mannopiranozil)-(1-6)-2,4-di-O-
benzil-B-D-mannopiranozid), ami N-glikanok oktil hidmolekul&val ellatott oligoszacharid
komponense. A hidmolekula a fehérjehez valo kapcsolast teszi lehetévé, mig maga a
tetraszacharid tovabbi enzimatikus glikozilezések akceptoraként szerepelhet.

A PSD spektrumban foként Y tipust hasitassal kapott fragmentek csucsait figyelhettiik
meg. Leginkdbb a két manndz egyseg kozotti alfa(1-3) kotés hasad, két diszacharidot
eredményezve, Ugy, hogy a glikozidos O és a toltés a redukalé végi fragmenten marad.
Kisebb intenzitassal a nem redukalo végi monomerek hasadasa is megfigyelheté és B
tipusu fragmentacio is torténik. A PSD spektrum alapjan az oligoszacharid szekvenciaja
igazolhaté volt.

- Az enzimatikus szintézisekhez kapcsoloddan is végeztiink PSD méréseket. A BSMA
enzimmel Kkatalizalt reakcioban eldallitott termékek és a kiindulasi donor akarbdz
szerkezet igazolasat végeztiik el PSD fragmentacios vizsgalattal. A vizsgalt 4 vegyiilet:
Akarb6z
akarviozinil-izomaltozil-spirotiohidantoin
N-akarviozinil-(izo)maltozil-N-benzil-karbamid
N-fenilacetil-akarviozinil-glukozil-glukozilamin

Valamennyi vizsgalt vegyiletnél Y és B tipust fragmentaciot figyeltink meg, néhany kis

intenzitdsu C tipusu fragment cslcsa is megjelent. A mérések alapjan egyértelmien

megallapithatd volt, hogy az akceptor az akarboz redukald végi glikéz egysége helyere

kapcsolodott. A legintenzivebb fragment csucs az Y, hasadashoz tartozik. Az eredményeket a

hannoveri First German-Hungarian Workshop-on elhangzott el6adasban mutattuk be (2004)

és kdzlemény Osszeallitasat is tervezzik.



Tanszékunkon folynak kinetikai vizsgalatok természetes eredetti amilaz inhibitorokkal.
Ezek kozul tanninok szerkezet felderitésére hasznaltunk PSD modszert. A kilonbdzo
eredetti tannin minték eltér6 inhibicids erésségének értelmezésehez kerestlink és talaltunk
szerkezeti magyarazatot a mintdk komponenseinek PSD analizisével. Sikerllt kimutatni,
hogy a kozponti poliolhoz galluszsav dimer és trimer is kapcsolddhat. Vizsgaltunk
kinasav és glikoz kozponti molekulét tartalmazo gallotanninokat és pentagalloil-gliikdzt.
Az eredmények kdzleményben torténd 6sszefoglalasa folyamatban van.

VI. A neoglikoproteinek MALDI MS vizsgalata

A Biokémai Tanszéken és a DE-MTA Szénhidratkémiai Kutatdcsoportban az elmdult
években szamos bioldgiai aktivitassal rendelkez6 oligoszacharid szintézisét oldottdk meg.
Ezek kozil szamos baktériumok sejtfalanak épitéeleme. Ezek az oligoszacharidok
immunolodgiai szempontbol haptének és makromolekularis hordozokhoz kapcsolva
antigénként funkcionalhatnak. Az oligoszacharidot a fehérjéhez (BSA, HSA...) kapcsold
hidmolekula kialakithat6 a fehérjén vagy az oligoszacharidon, esetleg mindkettén. igy a
fehérjet és a haptént egyarant megovo, enyhe korilmények kozott elvegezhetd
kapcsolassal mesterséges bakterialis antigént hozhatunk létre. Meghataroztuk kilénbdzo
neoglikoproteinek oligoszacharid tartalmat, amely meghatarozé a sikeres immunvélasz
kivaltasaban. Hidmolekula kialakitasa a fehérjén:

A fehérje amino csoportjainak felhasznalasaval telitetlen dikarbonsav imid szarmazék
allithatd el6. Ehhez az oligoszacharidon kialakitott konjugalt kettés kotéssel végzédé
hidmolekula segitségével az oligoszacharid enyhe korilmények kozott kapcsolhato.
MALDI-MS méréssel meghataroztuk a fehérjén kialakitott spacerek szamat majd a
sikeresen hozzékapcsolt oligoszacharidok (hexaszacharid) szamat is.

A fehérje amino csoportjainak felhasznalasaval brom-acetamindo csoportokat alakitottak
ki, amihez a modellvegyiletként hasznalt oligoszacharidokat kapcsoltdk. Vizsgaltuk a
kisérleti kortlmények hatasat a sikeresen fehérjéhez kotott cukorrészek szamara. Ezzel a
modszerrel maximum 25 cukormolekulat sikerult BSA-hoz kotni. A  munkabol
diplomadolgozat készilt (Farkas Katalin 2004).

Hidmolekula kialakitasa az oligoszacharidon: A neoglikoproteinek szintézisét
modellvegyiletek segitségével Szurmai Zoltan és munkatarsai vizsgaltak olyan kisérleti

korilményeket keresve, amelyek segitségével a kivant szamu oligoszacharid kétheté a



fehérjehez. Az Aaltaluk szintetizalt neoglikoproteinek hordozé-epitop aranyat mertik
MALDI TOF mddszerrel.

- Karboxil csoporttal végz6d6 hidmolekula a fehérje amino csoportjaihoz kapcsolhato.
Modellvegyuletként laktozt hasznaltunk.

- Amino csoporttal végz6dé spacer a fehérje karboxil csoportjainoz kapcsolhatd. A
modellvegyilet gliikéz volt.

- lzotiocianat hidmolekula a BSA amino csoportjaihoz kothet6. Mycobacterium avium
oligoszacharidokat (két di-, egy trimer) kapcsoltunk BSA-hoz. Vizsgéltuk a
reakciokorilmények hatasat a kapcsolt cukorrészek szamara. Maximum 42 diszacharid
kotodesét sikerdlt elérni.

- Reduktiv alkilezéssel a redukalé végi aldehid csoport felhasznalasaval a BSA amino
csoportjaihoz kotheté az oligoszacharid. A hidmolekula ilyenkor a felaldozott” redukald
végi cukor pl. glukéz. Modellvegyiletként cellobiozt hasznaltunk. A Kisérleti
korilményektol fliggéen 9-26 mol gliikdzt sikerilt a fehérjéhez kotni.

- Ebbdl a munkabdl is egy diplomadolgozat késziilt (Sasi-Szab6 Eva 2004).

Az eredményeket a 1st European Chemistry Congress poszter szekcidjaban is bemutattuk.

A Mycobacterium oligoszacharidok szintézisérél és fehérjéhez kapcsolasardl kodzlemeny

készul.

VII. A minta elékészités és felvitel valamint a kisérleti paraméterek valtoztatdsanak
hatasa a spektrumra

Ezekhez a vizsgélatokhoz a szabad oligoszacharidok modellvegylileteként o, B, vy
ciklodextrinek (CD) elegyét alkalmaztuk. A CD-ek vizes oldata viszonylag hosszu id6
elteltével is stabil, jol kristalyosodik a legtdbb anyaggal s jé intenzitasd csucsokat szolgéltat.
Matrixkent a kovetkezé vegylleteket vizsgaltuk: 2,5-dihidroxi-benzoesav, (DHB), 2,4,6-
trihidroxi-acetofenon (THAP), 3,4-dihidro-7-metoxi-1-metil-9H-pirido-{3,4-b}-indol (egy f-
Carboline szarmazék késébbiekben Harmaline), a-cyano-4-hidroxi-fahéjsav (ACCA), 3,5-
dimetoxi-4-hidroxi-fahejsav (SA).

A CD elegyet két kulldonb6zé minta elékeszitési modszerrel vizsgaltuk minden matrix esetében
(Dried-Droplet DD = Széritasos cseppentéses es Fast evaporating Thin Layer FETL = Gyors
szaritasos vékony rétegi technikak).

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a gyors szaritasos technikaval (FETL mddszer) a Harmaline
és a THAP matrixok adtak megfelelé tdmegpontossagu, jo felbontasu, kelléen intenziv

spektrumokat a ciklodextrinekkel. Ezzel ellentétben a masik, szaritasos-cseppentéses



technikaval (DD modszer) az ACCA és DHB adott mind pontossdg, mind felbontas
szempontjabol jol értékelheté spektrumokat.

Reflektron fesziiltség hatdsanak vizsgalata: Vizsgalataink sordn a mar ismertetett CD elegyet
DHB martix alkalmazésaval vittik fel a mintatartora, s a minta el6készitésnél a Gyors
szaritasos=Vekony rétegi (FETL) modszert alkalmaztuk. Eredményeink szerint a reflektron-
detektor feszlltség ndvelésével intenzitds ndvekedés érheto el, de a felbontas romlik. Ezt a
modszert Kis koncentracidban jelenlévé komponensek mérésekor érdemes alkalmazni,

amelyek Kisebb fesziiltség hasznalata mellett talan meg se jelennek a spektrumban.

Az OTKA palyazat beadasakor a Biokémiai Tanszék mellett mikodott az MTA-DE
Szénhidratkémiai Kutatdcsoport tobb fiatal kutatdval, akik fékeént Gj szénhidratszarmazékok
szintézisével foglalkoztak Dr. Liptdk Andras professzor iranyitasaval. A palyazat kutatasi
munkaterve az 6 munkajukra is szamitva készilt, kozulik négyen a kozremiikodo kutatok
kozott is szerepeltek. A palyazati anyag értékelésében a fiatal kutatok bevonasat, mint
pozitivumot emelte ki az egyik birald. Sajnos az elmult években szembesulni kellett ennek
hatranyaival is. A fiatal kollégak kozll ketten PhD dolgozatuk megvédése utan kulféldre
mentek posztdoktori 6sztondijjal (Toth Anikd 2004, Sajtos Ferenc 2005), egyikik sziilés miatt
nem folytatta tervezett kutatdbmunkajat (Csavas Magdolna 2004). Remenyik Judit szerzédése
2005 decembereben lejart, 2006 januarjatol 0j munkahelyen teljesen mas terdilettel
foglalkozik. A valtozasok egy reszet részjelentéseimben mar jeleztem. Nagy volument és
eredményes munkat végzett a palyazat témakoréhez kapcsoléddan Vig Attila, aki
diplomadolgoz6 hallgatoként 2004-ben kapcsolddott be a munkaba, majd diplomamunkajanak
megvédése utan a 2005/2006 tanevben demonstratorként is folytatta ezt a munkat.

Kedvezétlenul érintette a kutatasok folytatdsat a Debreceni Egyetem Természettudomanyi
Karan 2005 nyaran hozott intézkedés, amely szerint a 62 évet betdltott oktatdkat nyugdijba
kildték. Tanszékunkdn ez két oktatot is érintett, egyikik Dr. Kandra Lili jelen palyazatnak is
résztvevéje volt. A kutatdsokban nyugdijasként is részt vett. Ez az intézkedés magaval vonta
oktatasi terheink novekedését és egyuttal a kutatasra fordithatd id6 csokkenését is.

Mindezen problémak mellett hatraltatta kutatasainkat a készilék meghibasodasa (2004) és a
Tanszék Uj épuletbe koltozése (2005). Mindkét esemény a nyari honapokat érintette,
tobbhdonapos kiesest jelentve akkor, amikor az oktatasi szlinetben egyébként intenzivebb
kutatdbmunkara van lehet6seg. Ennek ellenére igyekeztem a munkatervben foglalt feladatokat

elvégezni. Nem tudtuk lezarni a nem kovalens kélcsdnhatasok tanulmanyozasat, valamint a



védocsoportok  stabilitasanak — vizsgalatat  kulonb6zé matrixok jelenlétében. Szamos
probalkozas ellenére a poliszacharidok molekulatdmeg meghatarozasa terlletén is csak
részeredmenyeket sikerllt elérni. 6000 Da molekulatomeg felett nem tudunk poliszacharid
molekulatbmeget merni, bar ebben az esetben a feladat nehézségét jelzi, hogy a
szakirodalomban sincs ilyen targyd kézlemény.

Az elvégzett kisérleti munka kdzleményekben vald 6sszefoglaldsa sem tortént meg minden
esetben, tovabbi publikalasi terveinket a jelentésben jeleztem. A jelentés végén megtalalhatd
azon eléadasok és dolgozatok jegyzéke amelyek konferencia kiadvanyban vagy elektronikus
formaban nem érhetok el.

A Kkoltségtervtl minden esetben az OTKA Iroda engedélyével tértem el: szerviz koltségre,
szamitogép és nyomtatd beszerzésére, valamint az utolsd évben dologi kiadasokra torténd
atcsoportositasra kertem és kaptam engedelyt. A fentebb felsorolt személyi valtozasok miatt a

szemelyi juttatasok joval alatta maradtak a tervezettnek.

A pélyazat temakorével kapcsolatos az irodalomjegyzékben fel nem tiintetett el6adasok:

1% Austrian-Hungarian Carbohydrate Conference 2003.09.24. Stadt Schlaining, Ausztria
G. Gyémant: Analysis of carbohydrates by MS. (eléadas)

First German-Hungarian Workshop 2004. junius 5-6. Hannover

Dr. Kandra Lili:Synthesis a novel inhibitor specific for human amylases (el6adas)

Dr. Gyémant Gyongyi: Analysis of natural and synthetic a-amylase inhibitors by MALDI-
TOF MS. (el6adas)

Kémiai elgadoi napok 2004, oktdber 25-27. Szeged
Remenyik Judit, Kandra Lili, Liptdk Andras:Oligoszacharidok szintézise a human nyal amilaz

Y151M mutans enzimével (eléadas)
MTA Szénhidratkémiai Munkabizottsagi ulés, 2004. November 5. Debrecen
Remenyik Judit, Kandra Lili, Gyémant Gyongyi, Liptak Andras, Somsak Laszl0, Batta Gyula:

Akarboz analdgok szintézise Bacillus stearothermophilus amilazzal (el6adas)

Vegyészkonferencia 2005 HajduszoboszI



Remenyik J., Kandra L., Gyéméant Gy., Somséak L. Batta Gy., Kwan Hwa Park, Liptak A.

Bacillus stearothemophilus maltogén amildz (BSMA) katalizalta glikozilezések. (poszter)

2" Austrian Hungarian Carbohydrate Conference, Somogyaszal6 2005. 07. 24-26.
Judit Remenyik, Lili Kandra, Gyéngyi Gyémant, Laszl6 Somsak, Andras Liptak
Towards the enzymatic synthesis of alpha-amylase inhibitors. (el6adas)

G. Gyémant, L. Kandra,

Hydrolytic and transferase activity of alpha-amylases. (el6adas)

A palyazat témakdrével kapcsolatos diplomadolgozatok:

Cziranku Beatrix: Enzimatikus transzglikozilezesek Bacillus licherniformis alfa-amilaz
enzimmel 2003.

Sasi-Szab6  Eva:  Neoglikoproteinek  eldallitisa  és  vizsgalata ~ MALDI-TOF
tdmegspektrometridval 2004.

Farkas Katalin: Fehérje-szénhidrat konjugatumok eléallitasa 2004.

Matlz Krisztina: Mutans alfa-amilaz katalizalta transzglikozilezés tanulméanyozasa 2004

Vig Attila: Szénhidratok vizsgalata lagyionizécios tomegspektrometriai médszerrel 2005
Lengyel Lé&szl6: Alfa-amildz inhibitorok szerkezetvizsgdlata MALDI-TOF fragmentéacios

méresekkel 2007 (6sszeallitdsa most torténik).



