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TO6TH GABOR — PENKE BOTOND - JANAKY TAMAS

A magyar peptid- és fehérjekutatds Dom téri
sziiletése és a kozelmult kutatdsi irdnyai

A 19. szdzad masodik felében valt nyilvanvaléva, hogy az €16 rendszereket fel-
épito legfontosabb molekuldknak, a fehérjéknek az alapegységei az aminosavak,
és ugyancsak aminosavak épitik fel a peptideket is. A peptidek aminosavakbol
felépiild, az alfa-amino- és karboxilcsoport kozott kialakulé savamidkotéssel
osszekapcsolt vegyiiletek. A peptidkotés az €16 szervezetekben megtalalhato
egyik legfontosabb kovalens kapcsolat. Mind kialakitdsa, mind elbontasa alap-
vetd jelentdségli akar bioldgiai, akar kémiai szempontbdl. A peptidek legkézen-
tekvébb csoportositasa az 6ket felépité aminosavak szama alapjan torténhet, két
aminosavbol egy peptidkotéssel dipeptid, harom aminosavbdl két peptidkotéssel
tripeptid, négy aminosavbol tetrapeptid és igy tovabb. A szamozas a gorog szam-
nevek alapjan folytatddik, és néhanyszor tizes nagysagig tart. 50-100 aminosav
felett mar fehérjékrol kezdiink beszélni. A néhany aminosavbdl felépiil6 pep-
tideket oligopeptideknek, a nagyobb tagszamuakat polipeptideknek nevezziik.

A peptidek jellemzésének legels6 kérdése az ket felépité aminosavak mindsége.
Azonban mar két aminosav is legalabb két kiilonb6z6 modon tud 6sszekapcesolddni,
harom aminosavnal minimum hatféle lehet6ség van, ami a tagszam novekedésével
exponencialis novekedésnek indul. A peptideket tehat a felépité aminosavak milyen-
sége mellett kapcsolodasi sorrendjiikkel is jellemezniink kell. Ezt az informaciét a pep-
tid szekvencidjanak nevezziik. A peptidek felirasmddja mindig attél az aminosavtél
kezdddik, amelynek szabad aminocsoportja van, ez az elsé aminosav. Az utols6 ami-
nosav karboxilcsoportja nem vesz részt peptidkotés kialakitasaban, ez a C-terminalis
aminosav; mig az el6z6t N-termindlisnak nevezziik. Mivel a peptidek tulajdonképpen
aminosav heterooligomerek, igy kémiai-fizikai tulajdonsagaik nagymértékben hason-
litanak az aminosavakéhoz. Az aminosavak izolalasa, szerkezetfelderitése egyébként
a 19. szazad elején kezd6dott és egészen a 20. szazad kozepéig tartott.

Kémiai peptidszintézis:
A kémiai peptidszintézis soran az alabbi {6 problémakat kell megoldanunk:
1. A peptidkotés nem 6nként végbemend folyamat, az aminocsoport és a kar-

boxilcsoport kozotti, a vizkilépéssel jaré kondenzacids reakcio létrejottéhez
vagy az amino-, vagy a karboxilcsoportot aktivalnunk kell.
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2. Biztositanunk kell az egyértelmi reakciot, ezért a reagaltatni nem kivant
csoportokat véddcsoportokkal kell ellatnunk.

3. A szintézis végén a tobbé mar nem sziikséges véddcsoportokat el kell tavo-
litanunk.

4. A kapott peptidet izolalnunk kell, és megfelel6 médon bizonyitanunk kell
a szerkezetet és a homogenitast.

Hermann Emil Fischer
(1852. oktdber 9.-1919. julius 15.)

H,;NCHR'COOC A AcCl
CICHRCOCI » CICHRCONHCHR'COOH ———=
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CICHRCONHCHR'COCI » CICHRCONHCHR'CONHCHR"COOH —

hidrolizis

— HNCHRCONHCHR'CONHCHR"COOH

1. dbra
A fenti problémdk miatt, annak ellenére hogy Fischer és Abderhalden mar

a 19. sz. végén leirta az els6 kémiai peptidszintézist (1. abra) és az els6, még
ma is hasznalatos védGcsoportot mar 1932-ben leirta Bergmann és Zervas,
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az igazan teljesitoképesnek tekinthet6 ,,modern” peptidkémia csak az 6tvenes
években duVigneaud 1953-as, késébb Nobel-dijjal jutalmazott munkajaval
kezd6dott (oxitocin- és vazopresszinszintézis, 2. abra) és végiil a szilardfazisa
szintézis bevezetésével (R.B. Merrifield, Nobel-dij 1984, 3. abra), valamint
szamos mas Ujitassal (pl. nativ kémiai ligacio, S.B.H. Kent, 4. abra) a 20. sz.
vége felé valt kell6en hatékonnya.

Vincent du Vigneaud
(1901. majus 18.-1978. december 11.)
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2. dbra
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Robert Bruce Merrifield
(1921. jl'llius 15.-2006. majus 14.)
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Stephen Brian Henry Kent
(1945. december 12.-)
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4. dbra

A 20. szazad els6 felében csak a vilag néhany legfejlettebbnek tarthat6 orsza-
gaban foglalkoztak peptid- és fehérjekutatassal. Fontosnak tartjuk megemli-
teni, hogy Szent-Gyorgyi Albert Nobel-dijaval azonos évben, részben éppen
Szent-Gyorgyi egyik intézetébdl jelent meg az a kozlemény, amelyet a magyar
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peptid- és fehérjekutatas elinditéjanak tekinthetiink. Igy azt is kijelenthetjiik,
hogy a magyar peptid- és fehérjekutatas Szegeden, a DOm téren sziiletett, és ez
a sziiletési id6 az 1937-es év. Bruckner és Ivanovics uttoré munkaja (5. abra)
a lépfene bacillus tokanyaganak rendhagyo szerkezetére vonatkozott. Korabbi
tudasunk szerint ugyanis a fehérjék kizarolag L-alfa-aminosavakbol és alfa-ko-
téssel éplilnek fel, és a lépfene tokanyaga pedig D-aminosavat tartalmazott,
raadasul ez egy gamma-kotéssel felépiilé monoton polimer. Bruckner Gy6z6
1949-ben az ELTE-re nyert tanszékvezetdi kinevezést, és ezzel a szegedi ilyen
iranyu kutatasok 1964-ig Kovacs Kalman professzor Szegedre keriiléséig szii-
neteltek. Természetesen ebben az id6ben Budapesten szamos fontos eredmény
szlletett, tobbek kozott oxitocin és ACTH-szintézis, enkefalin és LHRH-kuta-
tasok stb. Ezekben a munkakban fontos szerepet jatszott Bodanszky Miklos,
Medzihradszky Kalman, Kisfaludy Lajos, Bajusz Sandor, Teplan Istvan.

T50 Kuarse (mginall

Ober die chemische Natar der | perifincken
Kapselnsbatany der Milzbrandbazillen.

Nach Beobachissges von Gersts und Furam (Misch,
med, Wache. spet. 2451 weiterhin von Peeise [Zhl. Bakeer,
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1. Bakies. agh, 201 (19371) die spezilische Kapskiubsiang
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wurde,
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yenlannie Alkalien breamgelitet werdem. [a she oine kollcidal
wasserManlicks, michl dialysiertare, organiscbo Sduge dars
stelli, konmin se o Pofm ibeer schwerldslichen Schwers
mielallaaloe abgrerhicdin i aus diesen wisdersms in Freibeit
graetil wenden.  Durch systematiches Verbolgrn dicses
Reinigungspraeips, dem asch poch eine andauemdn Dualys
angesthlmaen wurds, Bel sich die speaifiche Sobalanz in
seinlch boler Heinbeit abfoapen,  Durch  Bindassplen
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Aminosteksiofl = oi8%, Ascbongehali = 1,9 %, Optsches
Diehungivermagen [a]l" = —21%; sie seigee keine Eiweil-
eakilion.
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kounge, dall die spesifische Kapselnilwians sse s [-alut-
amimakureresien sulgrbaule, borhimolekulae, polyprptid-
artige Verbindung isk.

Dbeser Betundd isf wm s mehr beachiemwert. da |-Glut-
amissdiure bisher weder als Bamtcia nativer Produkte, mock
in freier Form, s der Xatur aunfpefunden wande, femer soe
rines sinzigen Amsisoskare aufgebante polypeptidantige Nature
prosuliin — unsepes Wissens nach — bisher nachi Deknsi
wann.
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dall dic spexifich: Kapnelvobsians die gepen dis proteciyli-
schim Ensyme #er hoheren Organismen  cogfindlichen
Baktericngeniren als femmenbrosistater Schild m schiibeen
vermag. Denn — wie bekannt — wirken proteoly ke
Haryme hitherer Orgasismen nur auf sokcho Polypeptide sin,
die ama in nativen Fiweilsioliem aufindbaren Amanosiurei
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die Virulnabedisguagen der Asthraxsidmme gemachien
Beohachiungen thoofetisch gul Begrinden.

Hime ausfihrlichs Minedusg smscheint demnbchal a8
anderer Saelle.

Speged (Ungam], Hygien. u. Allg. Path, Isstitut; Dlﬁm-
. Pharmapeut. Chem. Institut der Universithit, den o8, Misc
IR G Ivkmowics. V. Davceres
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Ivanovics Gyorgy Bruckner Gy4z6
(1900. november 1.-1980. marcius 8.) (1904. janius 11.-1980. szeptember 1.)

5. dbra. Az anthrax polipeptid szerkezete

Nem természetes, ill. béta-aminosavak szintézisei

A Szerves Kémiai Tanszéken 1964-ben indul6 peptidkutaté csoport elsé jelen-
tds témaja volt a B-aminosavak eléallitasanak kidolgozasa. A fentiek szerint
a természetben elterjedt aminosavak ugyan tobbségiikben alfa-aminosavak,
de elméleti és gyakorlati jelentdségti, a szerkezeti és konformacids viszonyok-
ban kissé kiilonb6z6 f-aminosav polimerek vizsgalata. Erre a célra dolgoztuk
ki a B-aminosavak kémiai szintézisének 1j modszerét: az a-aminosavakbdl
kiindulva diazoketon-képzés utdn lanchosszabbitd szintézissel beépitet-
tiink az aminosavba egy 4j —~CH2- csoportot. Az igy eléallitott f-aminosak
megdrizték az eredeti a-aminosav konfiguraciojat, tehat optikailag aktivak
maradtak. Ezzel a mddszerrel egy sorozat B-aminosavat allitottunk el6 és
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alkalmaztuk ezeket peptid analogok szintézisére. (A f-aminosavakbol felépiilé
peptidek ellendllok a fehérjebont6 enzimekkel szemben, ezért gyégyszeripari
alkalmazasuk el6nyos).

A B-aminosavak kutatdsa most a reneszanszat éli: szamos kutatdcsoport
foglalkozik a szintetikus B-aminosavakbol felépiil6 polipeptidek téralkati
(konformacios) és térszerkezeti viszonyainak vizsgalataval, pl. a foldamer
kémia keretein beliil.

Gasztrin és kolecisztokinin szintézisek

Az 1970-es években tobb 4j peptidhormont izolaltak az emésztécsatornabdl,
tobbek kozott a gyomor nyalkahartyajaban képz6do gasztrint és az epehdlyag
Osszehuzodasat és a hasnyalmirigy enzimtermelését serkent6 kolecisztokinint.
Ezek a szoveti hormonok tobb molekularis formaban fordulnak el6: a gasztrin
4, illetve 17 aminosavat, a kolecisztokinin kiilonboz6 formai 8, illetve 33 amino-
savat tartalmaznak. (Késobb kideriilt, hogy ezek a peptidhormonok az agyban
is el6fordulnak: mint neurohormonok az étvagy szabalyozasaban vesznek részt).

Intézetiink kutatdi az I. Belgydgyaszati Klinika és a Korélettani Intézet
kutatoival egyiittmiikodve dolgoztak ezen a teriileten. Kémiai szempontbol
nagy kihivas volt a gasztrin és a kolecisztokinin szintézise: mindkét hormon-
nak van olyan (aktiv) alakja, amelyben a tirozin aminosav hidroxilcsoportja
egy kénsavésztert (szulfatcsoportot) tartalmaz. A sejtjeinkben ez a szulfata-
las rendkiviil egyszerien, egy enzim katalizisével valésul meg. Kémiailag, in
vitro megkozelitve sokkal bonyolultabb problémat kell megoldani: egy olyan
reagenst kellett taldlnunk, amelyik szelektiv mdédon épiti be a szulfatészter
csoportot a peptidlancban 1év6 tirozinba. Az irodalomban els6ként mi irtunk
le ilyen reagenst (acetil-piridinium-szulfat). Ennek segitségével szintetizaltuk
a gasztrin és a kolecisztokinin, a 33 aminosavbdl all6 CCK-33 szulfatészterét is.

Neuropeptidkutatasok

Az aktiv népesség korében a neuroldgiai (sclerosis multiplex, amiotrofids
lateral szklerozis, migrén), a hangulati (szorongas, depresszio) és addiktiv
betegségek, mig az iddsek esetében az Alzheimer-kor az egyik legfontosabb
morbiditasi tényez6. Munkank soran elsésorban olyan neuropeptidek vizsga-
latara koncentraltunk, amelyek antidepresszans, szorongasoldé vagy a memo-
ria és a tanuldsi folyamatokat befolyasold hatassal rendelkeznek. A kozponti
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idegrendszer szabalyozasban szamos neuropeptid vesz részt, ennek ellenére
azonban csak nagyon kevés peptidalapu gyodgyszer keriilt kifejlesztésre.
Az okok kozott szerepelhetnek az ADMET problémak, valamint, hogy szamos
olyan 0j neuropeptidet fedeztek fel mostanaban, amelyek hatasmechanizmusat
még nem ismerjiik. Az is ismert, hogy a jelenleg hasznalt antidepresszans keze-
lésre az estek kb. 1/3-aban rezisztencia alakul ki, és tamadaspontjukat tekintve
elsésorban a kozponti idegrendszeri klasszikus neurotranszmittereket érintik.
Ezek a munkdk az SZTE Korélettani Intézetével kooperacioban késziilnek.

Egy masik vizsgalt molekula a szervezetben is nagy mennyiségben el6-
fordulé PACAP (Pituitary adenyl cyclase activating polypeptide). Ennek vizs-
galata azért is fontos, mert ez a fehérje erdteljesen csokkenti a szoveti karoso-
dast olyan gyakori, sok embert érint6 betegségekben, mint példaul a stroke,
a Parkinson-kor, illetve a retina karosodasa. A munkdkat a PTE Anatémiai
Intézetével egyiitt végezziik.

Peptidimmunologiai kutatasok

A peptid-, illetve fehérjefoszforilacio a sejtfolyamatok taldn legfontosabb sza-
balyozo lépése. Az ELTE Immunologiai Tanszékével egyiittmiikodve évek ota
vizsgaljuk az immunrendszer miikodésében fontos szerepet jatszo néhany fehér-
galatok megkovetelik a foszforilalt szarmazékok oly mdédon torténd sejtbejuttata-
sat, amely nem karositja a sejtfunkciokat. A Gabl (Grb2-asszocialt koto fehérje 1)
egyike a sejten beliili kapcsold fehérjéknek, melyek részt vesznek a kiilonb6z6
novekedési faktorok, citokinek és antigén receptorok altal kozvetitett jelatviteli
folyamatokban. A Gab kapcsolé fehérjék PH doménje megkéti az inozitol tri-
foszfatot (PIP3-at) a membranban, tirozin aminosavai pedig az SH2 domén-
nal rendelkez¢ jelatviteli molekulakhoz kapcsolédnak. A Gabl beavatkozhat
a B- sejtek jelatviteli folyamataiba, befolyasolva ezzel a B-sejtek aktivaciojat. F6
célunk olyan sejtpermeadbilis foszfopeptidek létrehozasa, melyek a B-sejt akti-
vaciot befolyasolva meggatolhatjak a B-sejtes tumorok proliferacidjat. A fenti
kutatasok az ELTE Immunolégiai Tanszékével kooperacioban torténtek.

Neurodegeneracids kutatasok

Intézetiink az 1990-es évek ota foglalkozik az Alzheimer-kdr kutatasaval.
Ennek az egyre gyakoribb, elsésorban idéskori memoriavesztéssel jard
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betegségnek olyan tragikusak az egészségiigyi mutatoi, hogy kutatok tizezrei
dolgoznak ma is a megfeleld kezelés vagy gydgyszer megtalalasan. A szak-
irodalomban ma mar kb. 100 000 publikacid, jelentés, sszefoglalo jelent meg,
amelyek Alzheimer-korral foglalkoznak. A gydgyszerkutatast kiilondsen meg-
neheziti, hogy maga a kor nem egységes eredetii, a betegség inditasanak sza-
mos pontja van (pl. agyi kapillarisok miikodési zavarai, oxigén- és glitkozhiany
az agyban, a mikroglia alulmikodése, mechanikus agyi sériilések, genetikai
okokbdl az un. B-amiloid polipeptid tultermelése stb.).

Racionalis gyégyszertervezés nem indulhat el a betegség bioldgiai alapjai-
nak, patomechanizmusanak megismerése nélkiil, ezért intézetiinkben tobb
bioldgiai laboratériumot alakitottunk ki az alapok tisztazasara, részben egy
regionalis tudaskozpont palyazati tamogatasaval (Dél-Alf6ldi Neurobioldgiai
Tudéaskozpont).

Az Alzheimer-kor patomechanizmusanak tisztazasara a kisérleteinkben
toxikus human p-amiloidot tultermel6 transzgenikus egértorzset hasznaltuk.
Kutatdsainkat az Eurépai Unid is nagymértékben tamogatta, és 14 eurdpai
kutatocsoporttal miikodtiink egyiitt a projektekben.

Azt talaltuk, hogy a betegség patomechanizmusaban donté szerepet jat-
szik az idegsejt belsejében 1évé, a fehérjék bioszintézisében és térszerkezeté-
nek kialakitasaban kulcsszerepii sejtszervecske, az endoplazmas retikulum.
Az Alzheimer-kor gydgyszereinek lehetséges timaddspontja a sejt belsejében
képz6do P-amiloid, ennek képzédését, ill. toxikus hatasait kell megakada-
lyozni. (Az eddigi gyogyszerkisérletek valoszintileg azért voltak eredménytele-
nek, mert az idegsejteken kiviili extracellularis amiloid-plakkokat tavolitottak
el). Két olyan vegyiiletcsoportot taldltunk, amelyek valamilyen mechanizmus-
sal megakadalyozzak a f-amiloid toxicitasat, mind in vitro, mind az Alzhei-
mer-kor modell transzgenikus egerekben. Ezek a vegyiiletek enzimrezisztens
peptidek ill. peptidmimetikumok. Mindkét vegyiiletcsoportra szabadalmi
védelmet kértiink.

Tobbszoros diszulfidhidat tartalmazo peptidek szintézise

A cisztein az egyik legérdekesebb fehérjealkoté aminosav. Merkaptocsoportja
szamos egyedi tulajdonsaggal ruhazza fel, igy fontos szerepet jatszik fémionok
komplexalasaban, bioldgiai redox rendszerek (pl. glutation), acil donor vegyii-
letek (koenzim A) képzésében. A fentiek mellett a cisztein-cisztin rendszer
a fehérje-konformacio stabilizalasaban fontos szerepet jatszo diszulfidhidak
miatt is alapvetd jelent6ségti. V. du Vigneaud 1955-ben Nobel-dijjal jutalma-
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zott munkassaga is diszulfidhidas peptidek szintézise volt, amelyek azonban
csak egyetlen diszulfidhidat tartalmaztak. Még ez az egy is kétféleképpen ala-
kulhat ki, intra- és intermolekuldris médon. Annak ellenére, hogy az elmult
évtizedekben szamos eldrelépés tortént a peptidkémidban, a szabad tiolfunk-
ciok kontrollalt médon a megfelel6 diszulfidhidda torténd alakitdsa tovabbra
is kihivas maradt. Ennek f6 oka a tobbszords regioszelektiv diszulfidképzés
nehézsége. Napjainkban mar szdmos olyan fontos bioldgiailag aktiv peptid
ismert, amelyek tobbszords diszulfidhidakat tartalmaznak (peptid toxinok,
endotelinek, inzulinok, defenzinek, miniproteinek). E peptideknél nemcsak

a regioszelektiv szintézis, hanem a szerkezetigazolas is kihivasnak tekinthetd.

Célunk volt 4j szintézisek kidolgozasa, tobbszoros diszulfidhidat tartalmazé

peptidek (farmakologiailag fontos peptid toxinok) racionalis eldallitasa, és

a kapott diszulfidhidak helyzetének igazolasa.

A t6bbszoros diszulfidhidat tartalmazé peptidek népes csaladjabodl kétféle
vegyiilettel foglalkoztunk: peptid toxinokkal és antifungalis miniproteinekkel.
Az el6bbi képviseldi példaul a skorpidtoxinok, mig az utébbiak kozé tartoznak
a gombak altal termelt defenzinszer( kis fehérjék. E peptidek szintézisére két
6 megkozelités adodik:

1. Azonos véddcsoportok hasznalata a szulthidril csoportok védelmére, majd
ezek utan alkalmas koriilmények keresése a természetesnek megfeleld
diszulfidhid mintazat elérésére.

2. Ortogondlis véddcsoportok alkalmazdsa a ciszteinoldallancok védelmére,
és a diszulfidhidak egymas utani kiépitése.

Amennyiben azonos védGcsoportokat hasznalunk a ciszteinek szulfhidril-
csoportjainak védelmére, akkor az oxidativ folding a kérdéses. Minden egyes
peptidre meg kell talalni azokat a koriilményeket, amelyek kozott a termé-
szetes diszulfidhid mintdzat alakul ki. Ha ortogonalis stratégiaval probal-
kozunk, akkor két probléma okoz nehézséget. Az egyik a rendelkezésre allé
szulfhidril védécsoportok viszonylag sztik kore, amely Boc kémiat és nativ
kémiai ligaciot alkalmazva kiilondsen igaz. A masik pedig az a tény, hogy
egyes véddcsoporteltavolitasi modszerek felbonthatjak az el6zetesen kialaki-
tott diszulfid hidakat. Ez utobbi esetben elveszitjiik az ortogonalis stratégia
elényét: a diszulfidhidak iranyitott kialakitdsanak lehetdségét. Az altalunk
vizsgalt esetekben, néhany toxin (charybdotoxin, iberiotoxin és anuroctoxin),
valamint a PAF antifungalis peptid szintézise soran a ciszteinoldallancok azo-
nos véddécsoporttal vald ellatasa vezetett jobb eredményre. A fenti kutatasok
sordn a térszerkezet-vizsgalati és bioldgiai munkak részben a DE kutatdsaival
kooperacioban torténtek.
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Mesterséges épitokovek, foldamerek tervezése, szintézise és
vizsgalata

Az els6 ,foldamert” 1937-ben irtak le magyar kutatok (Ivanovics és Bruck-
ner). Ez az antrax tokanyaga, amely gamma-peptidkotéseket tartalmaz - igy
tulajdonképpen kielégiti az utébbi 1-2 évtizedben intenziven kutatott teriilet,
a foldamerkémia kritériumait. Intézetiink az SZTE Gydgyszerészi Kémiai
Intézetével egyiittmiikodve tobb mint tiz éve foglalkozik olyan moédositott
peptidek szintézisével és vizsgalataval, amelyek szabalyozott mdédon vesznek
fel magasabb hierarchiaju szerkezeteket. A bioldgiai felismeréshez azonban
a megfelel6 gerincszerkezet mellett sziikségesek lehetnek az épitékéként sze-
repl6 aminosavak oldallancai, az itt talalhaté funkciés csoportok, modo-
sitasok. Jelenleg hidroxilalt foldamer molekuldk foszforilalt- ill. glikozilalt
szarmazékainak el6allitasan dolgozunk.

Peptid-foszfatészterek szintézise

Annak ellenére, hogy a peptid-, ill. fehérjefoszforilacié az egyik legfontosabb
sejtfolyamat-szabdlyozo elem, érdekes mdédon hosszu ideig nem foglalkoztak
ilyen modositott peptidszarmazékok szintézisével. Csak az 1980-as években
jelentek meg az els6 uttord kozlemények. Ennek oka részben a foszfatbeépités
problémaiban, részben a foszfopeptidszintézis soran fellép6 mellékreakciok-
ban keresendd. Ezek a problémak aminosavfiiggéek: tirozin esetében inkabb
a foszforilacio jelent problémat a fenolos hidroxil nem kielégité nukleofilici-
tasa miatt, mig a szerin és treonin esetében a konnyebb kiépités utan a kapott
szarmazék instabilitasa okoz gondot. Munkank soran mind a szilard fazison,
mind az oldatfazisban torténd foszfatbeépitést alkalmaztunk. A peptidek szin-
tézisére dltaldban Fmoc technikét hasznaltunk, a megfeleld, szabad hidroxil
csoportot tartamaz6 aminosav beépitése utan foszfit csoportot épitettiink be,
majd ezt foszfatta oxidaltuk, és a peptidlancot tovabb épitettiik. Kidolgoztuk
a Boc mddszerrel szintetizalt peptidek utélagos foszforilezését foszforamidit
reagens felhasznalasaval. Kiprébaltuk a synthon moédszert is - ezt azonban
kevésbé hatékonynak talaltuk.

Osszefoglalva: alkalmas mddszereket dolgoztunk ki, ill. adaptaltunk foszfopep-
tidek szintézisére, izolalasara, szerkezetbizonyitasara és jellemzésére. CD és FTIR
spektroszkopiai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy ezekben az esetekben a fosz-
tat csoport beépiilése altalaban a rendezettség névekedése, és ezen beliil is a f -szer-
kezetek aranyanak novekedése aranyaba tolja el a konformacios egyenstlyokat.
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Glikozilalt peptidek szintézise

Napjainkban a glikozilalt peptidek eléallitasa az egyik legnagyobb kihivas
a peptidkémiaban. Ezt részben a szénhidratrész el6allitasi problémai, az ssze-
kapcsolas nehézségei, masrészt a szénhidratrész érzékenysége okozzak. Két
f6 stratégia ismeretes a glikopeptidek el6allitdsara: a synthon néven ismert
retroszintetikus eljaras, valamint a globalis (konvergens) moédszer, amikor
a megfelelden védett polipeptidet utolso lépésként glikozilaljak, majd a tobbé
mar nem sziikséges véddcsoportokat eltavolitjak. Mindkét modszer megva-
16sithato szilard, illetve folyadékfazisban. Mivel a glikozildcié az aminosav
oldallancaban talalhato O, illetve N atomon is lejatszodhat, ezért kiilonb6z6
szintézisstratégiak kidolgozasa sziikséges. Munkank soran tobb kiilonbozé
szintézisstratégiat vizsgaltunk meg kiilonb6z6 modell-peptidek glikozilaci-
djara. A szintézisek soran kitobioz, galaktozil-xil6z, mannozil-N-acetil-gli-
kozil-N-acetil-glitk6zamin mono-, di- és triszacharidot hasznaltuk, és egyes
alkalmazott stratégiak sikeresnek bizonyultak a glikokonjugatumok eléalli-
tasara.

Biokonjugatumok szintézise

Biokonjugatumok alatt értjitk azokat a molekulakat, amikor egy vagy tobb
bioldgiai aktivitassal rendelkezé molekuldt (ezek lehetnek természetes anya-
gok, gyogyszerek) egymassal vagy valamilyen jelz6é vagy hordoz6 anyaggal
kapcsolunk 6ssze abbdl a célbol, hogy felszivodasi, transzport vagy metabo-
likus sajatsagaikat, immunogencitdsukat, mellékhatdsaikat nyomonkdovethe-
tdségiiket megvaltoztassuk. Munkank soran elsésorban transzporterfehérjék
modulalasaval és nem szteroid gyulladascsokkenték nem kivant mellékhata-
sainak csokkentésével foglalkoztunk.

A human genom szekvencidjanak proteomikai kutatasok meghatarozasa
utan a figyelem a gének altal kodolt fehérjék felé fordult, mert az él6 szervezet-
ben molekuldris szinten a biokémiai folyamatokat legf6képpen fehérjék sza-
balyozzak. A fehérjék ,high throughput” analizisével a posztgenom éra tudo-
manya, a proteomika foglalkozik. Analitikai laboratériumunk megalakuldsa
6ta aminosavak és peptidek kromatografias, elektroforetikus és tomegspektro-
metrias analizisével foglalkozott. Ilyen infrastrukturalis és human eréforras
hattérrel alakitottuk meg Magyarorszag elsé Proteomikai Laboratdriumat.
A proteomika teriiletén végzett munkaink egyrészt modszerfejlesztési jelle-
gliek, masrészt orvosi és biologiai problémak felderitéséhez jarulnak hozza.
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Modszerfejlesztések

A biologiai mintakbdl szarmazé komplex fehérjekeverékek elvalasztasara
egyik legalkalmasabb mddszer a poliakrilamid gélelektroforézis. Az 1D és
2D poliakrilamid-gélelektroforézissel elvalasztott fehérjék korrekt mennyi-
ségi meghatarozasa nem megoldott. Egy-egy bioldgiai mintaban tobb 10 000,
de akdr 100 000 kiilonbozo fehérje is lehet, azonban a legnagyobb 2D-gélen
ennek csak toredéke, a legnagyobb mennyiségben jelenlévé fehérjék lathatok.
A tobbi fehérje mennyisége a detektalas érzékenységi szintje alatt van, vagy
egy megfestett lathato foltban tobb fehérje is talalhaté. Egy olyan ,label-free”
tomegspektrometrids modszert fejlesztettiink ki, ill. fejlesziink tovabb, ami
lehetéséget teremt a gélben elvalasztott fehérjék relativ és abszolut mennyiségé-
nek kvantitativ analizisére. Médszeriink nagy jelent6ségli, mert megkonnyiti
a biologusok részére a kisérleti fehérje-expresszids kiilonbségek megallapitasat.
A ,bottom-up” fehérjeazonositas alapvetd lépése a fehérjék enzimatikus
vagy iranyitott kémiai reagensekkel torténé feldarabolasa. A proteomikaban
leggyakoribb a tripszin alkalmazasa, mert specifikusan a Lys és az Arg amino-
savak C-termindlisanal hasitja el a peptidlancot. A szerkezetmeghatarozas-
hoz gyakran sziikség van azonban olyan reagensekre is, amik specifikusan
egy-egy aminosav el6tt, vagy utan hasitjak el a kotéseket. A 2-nitro-5-tiocia-
nobenzoesav (NTCB) és 1-ciano-4-dimetilamino-piridinium tetrafluorobo-
rat (CDAP) cianilezés utan a Cys aminosav N-terminalisan hasitja a kotést.
Tomegspektrometrias vizsgalataink soran azt tapasztaltuk azonban, hogy
a reakciokoriilmények valtoztatasaval el6térbe keriilnek a Ser és Thr amino-
savak N-terminalisan torténd hasitasok. A mddszeriink tovabbfejlesztésével
peptidek, fehérjék szerkezetének pontosabb feltérképezése valik lehetévé.

Orvostudomdnyi kutatdsok tdmogatdsa

Proteomikai modszerek segitségével meghatarozhato pl. betegségek hatasara
tehérjeszinten bekovetkezé mindségi és mennyiségi valtozasok, melynek ered-
meényei a pl. betegségek diagnosztikajaban és a gydgykutatasban alkalmazha-
tok. Az elmult években két pszichiatriai betegség, a depresszio és a szorongas
soran az agyban bekovetkezo valtozasok molekularis szintt felderitésén dol-
goztunk. Modszereket dolgoztunk ki az agyi fehérjedsszetétel kvalitativ és
kvantitativ meghatarozasara. 1D-, 2D-elektroforetikus, ill. kromatografias
elvalasztasokkal vizsgalva a pszichiatriai betegségek allatmodelljeiben fellépd
agyi fehérjedsszetétel-valtozast megallapitottuk, hogy az egyes agyteriileteken
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(amygdala, cortex) kiilonb6z6 folyamatok jatszédnak le. Az eredmények-
bdl bioinformatikai modszerekkel kovetkeztetéseket vontunk le a szorongas
altal érintett molekuldris folyamatokrél. Igy valtozasokat taldltunk az oxi-
dativ stressz-valaszban, a szinaptikus dokkolds és a metabolikus utvonalak-
ban. A kifejlesztett szorongasos allatmodellel tovabbi kisérleteket terveziink
a betegség mélyebb megismerése céljabol.

A bioldgiai rendszerek miikodésének jobb megismerése érdekében kutatasi
teriiletiinket néhany évvel ezel6tt kiegészitettiik a lipidomika mddszereivel.
Modszert fejlesztettiink ki foszfolipidek bioldgiai folyadékokbol és szovetek-
bél torténté meghatarozasara: folyadék-folyadék extrakcié utdn az egy- és
kétdimenziés HPLC elvalasztast kovetd tomegspektrometrias detektalassal
nyert adatokat specialis lipidomikai-metabolomikai szoftverrel tudjuk kiér-
tékelni. A modszer alkalmazasaval szerb-magyar kooperaciéban lipidomi-
kai biomarker-kutatasokat végziink petefészekrak korai diagnosztikdjahoz.
A szorongas mint pszichiatriai betegség molekularis szint(i értelmezéséhez
a korabban proteomikai vizsgalatokhoz hasznalt allatmodelben lipidomikai
vizsgalatokat végziink.
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