A masodik projektév 0sszefoglaloja
Elézmények, bevezetés

A tervezett miszeregyiittes beszerzése, lizembeallitasa, a felhaszndlas szabalyainak kialakitasa,
valamint a felhasznalok betanitasat kovetden (lasd: https://pak.elte.hu/content/az-elso-
projektev-osszefoglaloja.t.7292)

a) megtortént a kromatografias elvalasztas és MS/MS detektalas optimalizacidja kiilonb6z6
altalunk szintetizalt vegyiilettipusokon, oligo- és polipeptideken, konjugatumokon oligo-
¢s polipeptid tipust vegyiiletekre.

b) tesztméréseket végeztiink természetes, novényi ¢€és gomba eredetli természetes
metabolitok azonositasara: mar ismert, potencidlisan értékes Osszetevok uj forrasainak
meghatarozasa ¢és ismeretlen vegyiiletek kromatografias izoldldsa ¢és szerkezeti
azonositasa céljabol.

Létrejott a projekt honlapja az ELTE Palyazati Kozpont segitségével https://pak.elte.hu/vekop-
2-3-3-15-2017-00020, amely 2018. aprilis ota folyamatosan ad tajékoztatast, bemutatja a
tudomanyos  eredményeket  ([cikkek:  https://pak.elte.hu/content/publikaciok.t.17512],
[el6adasok: https://pak.elte.hu/content/konferencia-megjelenesek.t.7294)]), az oktatasba
bevezetett kurzusokat (https://pak.elte.hu/content/oktatasi-tevekenyseq.t.17607), a hallgatok
altal készitett tudomanyos diakkori dolgozatok, BSc és MSc szakdolgozatok, valamint a PhD
disszertaciok adatait (https://pak.elte.hu/content/bsc-msc-diplomadolgozatok-es-phd-
ertekezesek.t.7296). Az projekt elsé évének kisérleti eredményeir6l a projektvezetd 2019.
majus  végén  beszamolt a PM  VEKOP  Monitoring  Bizottsag  iilésén
(https://pak.elte.hu/content/projektbemutato-a-vekop-monitoring-bizottsag-ulesen.t.8252).

Uj kutatasi eredményeink angolul, 12 cikkben, nemzetkozi folydiratokban jelentek meg. Jelen
beszamol6 a 2018. junius 30. és 2020 januar 24. kozott elért eredményekrdl ad rovid attekintést.

Kutatasi eredmények

1. Célbajuttato egységként hasznalhatok jellemzo sejtfelszini struktirdk (pl. receptorok) peptid
ligandumai. Hatéanyagok hordozopeptidekhez konjugalasaval nagyobb célsejt specificitas,
jobb biohasznosithatdésdg, valamint megnovekedett sejtbejutds érhetd el receptor-medialt
endocitozis révén. Munkéank soran Uj, antimikobakteridlis 4-aminoszalicilsav szarmazékot -
kozvetleniil vagy enzimlabilis linkeren (GFLG, GFYA) keresztiil - tuftsin oligopeptiddel
konjugaltunk, tobbféle kotéstipus (amid, oxim) kialakitdsaval a hatéanyag célzott
sejtbejutasanak/szelektivitasanak novelése érdekében. A szabad vegyliletek karboxilcsoportja
¢s a peptidek N-termindlisa kozott amidkotés, mig a karbonilcsoport és aminooxiacetilezett
peptidszarmazékok kozott oximkotés alakithatdo ki. A tuftsin egy természetes tetrapeptid
(human: TKPR, kutya: TKPK), széleskorli bioldgiai aktivitdssal: immunstimulalo,
antibakterialis és antitumor hatdsa van. Megfelel6en tervezett tuftsin szdrmazékok alkalmasak
lehetnek tobbek kozott alveolaris makrofagok (az egyik legjellemzObb gazdasejtjei a
Mycobacterium tuberculosis intracellularis korokozonak) célzasara (abra, Horvath, L., Bosze,
Sz. BIOKEMIA, 44 [3] pp. 16-33 [2020]).
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Hordozopeptidek — tuftsin szarmazékok
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A szerves kémiai szintézissel eldallitott 4 vegyiileteket, a nyers termékeket félpreparativ RP-
HPLC-vel tisztitottuk, izolaltuk, a konjugatumok homogenitasat analitikai RP-HPLC-vel
ellendriztiik. Az 0 vegyiiletek MS szerkezetellendrzése kétféle modon tortént: a tisztitott
vegyiiletek molekulatomeg-meghatarozasat kozvetlen mintaadagolassal (kromatografias
elvalasztas nélkiil), vagy folyadékkromatografias elvalasztas mellett (LC-MS, UHPLC oszlop).
Az 1j miiszerrel minden esetben elérhetd volt az 6sszegképlet igazolasahoz szilikséges (max. 5
ppm) eltérés az elméleti molekulatomeghez képest (Bdrdny, 2018; Boros, 2019; Jernei, 2019).
Az LC-MS mérésekhez meghataroztuk az adott vegyiiletcsalad esetében optimalis
kortiilményeket, oszloptipust (C18, C8, C4, HILIC). A mérések soran torekedtiink a gyors
kromatografids elvalasztasok alkalmazésara, igy csokkentve az elemzésekhez sziikséges
szerves oldoszer mennyiségét (Fendrik, Mammadova, Lénart, 2018 szakdolgozatok).

A peptidkonjugatumok sejten beliili degradacio kinetikajat, patkanymaj lizoszoma preparatum
jelenlétében vizsgaltuk. A bomlastermékek, metabolitok szerkezetének bizonyitasat,
mennyiségének meghatarozasat szemikvantitativ RP-HPLC oszlopon nagy felbontast LC-MS
modszerrel valdsitottuk meg (Kiss, 2019; Nagy, 2018 szakdolgozat).

Peptidek és peptid-hatoanyag konjugatumok esetén részletesen tanulmanyoztuk az MS mérési
koriilmények és litkdzési energia hatdsat az MS/MS spektrumok mindségére. Daunomicin
optimalizaltuk a mérési korilményeket (Pethd, 2019). Az elérheté iitk6zés-indukalt
disszociacid (CID) esetén pedig részletesen tanulmanyoztuk az iitk6zési energia hatasat a
tandem MS (MS/MS) spektrumok mindségére, kiilonds tekintettel a szekvencialis fragmensek
kialakulasahoz vezet6 bomlasi utvonalakon (Steckel, 2018; Papp, 2018 szakdolgozat).

2. A nagyfoku érzékenységet/felbontast biztositdé orbitrap analizatorral felszerelt hibrid
tomegspektrométer (LC-MS/MS) segitségével természetes metabolitok, eddig ismeretlen
vegyiiletek azonositasat valdsitottuk meg a palyazatban megfogalmazott céloknak megfelelden,
torekedve ismert, potencialisan értékes Osszetevok uj forrasainak meghatarozasara, illetve
ismeretlen vegyiiletek azonositasara.



Novényi metabolitok: a Forsythia nemzetség (3 faj, 6 fajta), Linum nemzetség (5 faj),
Odontites nemzetség (2 faj) és a Celtis nemzetség (1 faj) keriilt részletes novénykémiai
vizsgalatra. A ndvények kiilonbozd szerveibol/szoveteibol késztett kivonatokban elsdsorban
lignanok, feniletanoid-glikozidok, iridoidok keriiltek azonositasra. A lignanok és feniletanoid-
glikozidok izolalasa - a kivalasztott Gsszetevore optimalis kiindulasi névényi szovetbol - is
megtortént.

Gombametabolitok: ~100 izolatum metabolit-ujjlenyomatat készitettilk el. Ezen gombak
kiilonb6zé nemzetségekbe tartoznak, koztiik tobb olyan is van, amelyet kutatocsoportunk
fedezett fel és irt le, mint Oj leszarmazasi vonal. Vizsgaltuk bizonyos kornyezeti tényezdk
metabolitosszetételre gyakorolt hatdsait és az azonositott metabolitok szintéziséért felelos
genomi régiokat. Szamos ismert vegyiilet mellett dsszesen 11 0j vegyiilet sikeriilt azonositani.
Az azonositott (1j, és mar ismert) Osszetevok koziil 8-at sikeriilt (kivalasztott optimalis
tenyészetekbdl) izolalni.

Mindkét csoport esetében az izolalt vegyiiletek szerkezetét MS/MS adatok mellett
egyittmikodések keretében NMR vizsgalatokkal is bizonyitottuk. A  vegyiiletek
antiviralis/antiproliferativ hatdsdnak vizsgalata megkezdddott, tobb koziilik szdmottevd és
szelektiv hatassal rendelkezik.

3. Az atomi er¢ mikroszkopot (AFM) is tobb kutatasi témaban alkalmaztuk, egylittmiitkodésben
a konzorciumi illetve ELTE-partnerekkel. Az els6 vizsgalatok nanoméretii objektumok,
polimer hatéanyag hordozok, nanorészecske rendszerek méret- és alak meghatarozasara,
méreteloszlasi profiljdnak jellemzésére iranyultak. Mas mérési technikaval (dinamikus
fényszoras) nyert adatokkal 0sszevetve az alakra vonatkozd 1) informacid szerzésére nyilt
lehetdség.

Az AFM kiilondsen nagy segitséget nyujtott kiilonbozo fehérje aggregatumok (pl. amiloid)
kialakulasanak tanulmanyozasaban. Az AFM segitségével egyértelmiien meg tudtuk hatarozni,
hogy a kiilonb6zd kisérleti koriilményeknek Kkitett fehérjékben bekodvetkezd szerkezeti
valtozasok aggregaciohoz, vagy amiloid szalképzéshez vezetnek-e. Kimutattuk, hogy az
amiloid képzOdést a hatarfeliiletek jelenléte képes indukdlni. Ennek id6beli folyamatat viz-
levegd hatarfeliileten AFM segitségével kozvetleniil is nyomon lehetett kovetni. Probamérések
keretében lagy kolloid objektumokat is vizsgaltunk. A tapasztalatokat vizben valé mérés
lehetdségét elemezve polimer membranra felvitt lipid réteg tanulmanyozasara hasznaltuk fel.

Antibakterialis hatdanyagok sejtpenetrald peptidekkel alkotott konjugatumainak sejt
membrannal vald kdlcsonhatasat vizsgaltuk lipid modell rendszerek alkalmazasaval. A
nagyfelbontasu képalkotd technika (AFM) segitségével valt lehetévé annak megallapitasa,
hogy a kis molekulds hatéanyagok membrannal valdé kolcsonhatasuk soran kis Iéptékii
perturbaciot okoznak. Ezzel szemben a hatdanyagok sejtpenetrald peptidekkel kialakitott
konjugatumai kiterjedt, 10-50 nm lateralis méretii rendezetlenséget, “roncsolodast” idéznek eld
a modell membran lipid kettsrétegében. Ez a molekularis szinti, képi informacié lényeges
az antibakteridlis peptideket alkalmazd hatdéanyag konjugéaciok tervezésében, segitséget jelent
a hatdsmechanizmus feltarasahoz, megértéséhez. Uj hatbanyagok in vitro hatasanak vizsgalata

cres

»erdességének” a megvaltozasa.

Oktatasi tevékenység
A beszerzett, Uj miuszeregytittest oktatasi célra is hasznaltuk
(https://pak.elte.hu/content/oktatasi-tevekenyseq.t.17607): vegyész MSc (NMR- és MS-



spektroszkopia, rontgendiffrakcidé gyakorlat, kod: nmrggyakkl7lm, Korszeri kolloid- és
felilletkémiai vizsgdlati modszerek, gyakorlat, kod: korszkolkl7lm, Szerkezetvizsgald
modszerek laborgyakorlat, kod: stuctlabk20lm, biotechnolégia MSc (Bioanalitika és
biospektroszkopia gyakorlat, koéd: bioanak18lm), anyagtudomany MSc (Szupramolekularis
szerkezetvizsgalati labor, kod: szupramolk17lm, Anyagszerkezet vizsgalati laboratérium, kod:
anyszerkvk17lm) és biologus PhD kurzusokban (Bioinformatika szeminariumok, kod:
BIO/05/12E, Anyagszerkezet vizsgalati gyakorlat), valamint TDK, BSc, MSc szakdolgozati
munka vagy PhD kutatdémunka soran (https://pak.elte.hu/content/bsc-msc-diplomadolgozatok-
es-phd-ertekezesek.t.7296).

Palyazati aktivitas: A platform jelentette lehet6ség alapul szolgal egy 2020-ban elnyert
palyazathoz (NKFIH K), egy palydzati egylittmlikodési részfeladat eldkészitéséhez, egy
nemzetkozi egyiittmiikodési palyazat (CELSA — KU Leuven) és tobb OTKA palyazat
benyujtasahoz.

Ipari egyiittmiikodések kialakitasa is elkezdddott. Két magyar cégnek (Biofi Kft., Albitech
Kft.) végeztiink a termékeikhez és termékfejlesztésekhez kapcsoldddan vizsgalatokat bizonyos
rendszerek novényi hormontermeld képességét (K+F egylittmiikodési szerzodések keretében).
Az ELTE szolgaltatasok kozott megjelenitettiik a ,,Feliileti morfologia jellemzése” mérési
kompetenciat, szolgaltatd kozpont kialakitasa érdekében.



