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A fehérjék, peptidek diszulfidhidjainak foto-
disszocidcidjdval Ssszefliggd szerkezet és funk-
ciondlis véltozdsok tanulmdnyozdsinak, va-
laminta lebomldsi folyamatok felderitésének
biotechnoldgiai szempontbdl is dridsi jelen-
tdsége van. Irodalmi adatok alapjan az UVB

sugdrzds (280315 nm) véltozdst idéz el6 a fe-
hérjék (enzimek) szerkezetében, ami médosit-
hatja a biokatalitikus mukodésiiket. Tobb

fehérjénd], pl. a kecske o-lakealbumin (GLA)

(Vanhooren et al., 2006) és az immunglobu-

lin fehérjék (Illyés etal., 2014) esetében végzett
korabbi kutatdsok a triptofin szerepének tisz-
tdzdsdra irdnyultak, melyek szerint a diszul-
fidhidakhoz kell§ kozelségben 1év6 (d<7A)
aromds oldallinc fotonabszorbcidja révén a
szerkezetstabilizdl6 diszulfidhidak fotolizise
bekovetkezhet energia-/elektrontranszfer
folyamatokban (7. 4bra). A diszulfidhid foto-
redukcija sordn keletkezd szulthidrilcsopor-
tok in situ kimutatdsira tobbféle médszer, il-
letve reagens alkalmas; az egyik lehetséges
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kimutatds a tiolspecifikus reagensek/fluoresz-
cens jelzdvegytiletek alkalmazdséval torténhet,
amelyek szelektiven, gyors reakcidban képe-
sek megkotni a szabadd4 val6 szulthidrileso-
portokat (-SH) (Sletten et al., 2009). A kép-
26dott festék-SH adduktok fluoreszcencidval

detekedlhatéak és a mért fluoreszcencia in-
tenzitdsvaltozdsibdl vonhatdk le mindségi és

mennyiségi kovetkeztetések.

Az UV-fény hatdsdra lejitsz6dé fotoké-
miai reakci6 tanulmdnyozdsa a fehérjéknél
kisebb egységeken, péld4ul peptidmodelleken
is lehetséges, és egyszertibbnek tlinik a foto-
lizist befolydsold szerkezeti elemek szerepének
tisztdzdsa. Féleg triptofdntartalma (W), di-
szulfidhiddal (S-S) ciklizdlt modelleket 4lli-
tottunk elé, ahol a triptofdn aromds oldalldn-
caésadiszulfidhid kizot tdvolsdg varhatdan
510 A: Ac-ciklo(CWKAC) -NH,, Ac-ciklo
(CAWAC)-NH, és Ac-ciklo (CWAGC)-
NH, (2. dbra). (A ciklikus peptidek szekvencid-
jaban az aminosavak egybet(is kédja szerepel,
a tovabbiakban a ,,ciklo” réviditése: ,,c”.)

Az aminosavrész oldallincinak a diszul-
fidhid fotolizisére gyakorolt hatésdt is tanul-
mdnyozni kivantuk, igy az egyes modelleknél
a szekvencidkban triptofdn (W) helyett
tirozin (Y) vagy fenilalanin (F), vagy valin (V)

Ac-c(CAWAC)-NH,
5-5 Trp(Ce2): 5,49 A

Ac-c(CWAGC)-NH,
55 Trp(Ce2): 9,61 A

-

uv _r/!_ K\
/—

I dbra * Az UV-fény fotodisszocidci6t indu-
kélhata fehérjeldncokon, amely sordn szabad

szulthidrilcsoportok keletkezhetnek.

szerepelt. A fotolizis sordn képzéd6 szulthidril-
csoportok kimutatdsara és kvantitatfv megha-
tdrozdsdra kiilonb6z8 médszereket dolgoz-
tunk ki, de figyelembe vettiik, hogy a méd-
szer egy Ssszetettebb fehérje esetében is siker-
rel alkalmazhaté legyen a szulthidrilesoportok
lokaliz4ldsdra és mennyiségi meghatdrozdsdra,
akdr igen kis mennyiségben is.
Fluoreszcencia modszert alkalmaztunk az
UV-besugdrzds hatdsdra keletkezd szulthidril-
csoportok kvantitativ mérésére. A modellpep-

Ac-c(CWKAC)NH,
55 Trp(Ce2): 7,95 A
Trp(Ce2)K(eN): 7,82 A

2. dbra * A wriptofdn oldalldnca és a diszulfidhid-tdvolsdgok meghatdrozdsa
molekulamechanikai szimoldsokkal (MM) peptidmodellekben.
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3. dbra * Szulthidrilesoportok detekedldsa fluoreszcencia-spekeroszképidval.
CPM-kalibrécié Ac-CWAKC(Acm)-NH, peptiddel.

tidek oldatait oxigénmentesitettiik, a besu-
gdrzdst 290 nm-es hullimhosszon végeztiik
(16 nm rés-szélesség, 6o perc besugdrzdsi id6,
kevertetés 4 °C h8mérsékleten, argon atmo-
szféra) a Jobin-Yvon Fluorolog 4 spektrofluori-
méter 450W teljesitmény(i xenon ldmpdjdval
puffer oldatban (pH-~7,5), 185—220 pM pep-
tidkoncentréciéndl. Az UV-besugdrzdskor
keletkezd szulthidrilcsoportok kimutatdsdra
a szulthidrilszelektfv fluoreszcens reagenst, a
7-dietilamino-3-(4-maleimidofenil)-4-metil-
kumarint (Ayers et al., 1986) (CPM; lx=387
nm, le=475 nm) haszndltuk, mivel a keletke-
26 adduke erésebben fluoreszkdl, mint maga
a reagens (3. dbra).

A molekulamechanikai (MM) szidmita-
sokkal kapott triptofdn-diszulfidhid (W-SS)
tévolsdgokat figyelembe véve, a vért sorrend
a forolitikus reakciéban keletkezd szulthidril
mennyiségére az Ac-c(CWAGC)-NH, <

Ac-c(CWKAC)-NH, < Ac-c(CAWAC)-NH,
lenne. Kisérleteink alapjén megdllapitottuk
(. tdbldzat), hogy a fluoreszcencia alapjin
meghatdrozhatd sorrend Ac-c(CWKAC)-
NH, < Ac-c(CAWAC)-NH, < Ac-
c(CWAGC) -NH,. fgy célszertinek l4tszott
a CPM fluoreszcens jelzémolekuldt tartalma-
76 linedris és ciklikus pentapeptid modellek
vizsgalata tomegspektrometridval, annak érde-
kében, hogy a kisérlet sordn keletkezd termé-
keket (CPM-adduktok) azonositani tudjuk.

A tandem tomegspektrometria (Bruker
Esquire 3000+ ioncsapda, elektrospray ionfor-
réssal) az adduke keletkezését igazolja, és a
késdbbiekben a kvantitativ szulthidril-meg-
hatdrozdst is lehet6vé teszi. Munkdnk sordn
részletesen tanulmdnyoztuk a CPM-jelz6mo-
lekula poziciéjanak hatdsdt a peptidek MS/
MS fragmentéci6jra. A tandem tomegspekt-
rometrids mérésck sordn titkdzésindukdle

peptid W(Ce2) -SS | lnax(@80 nm)* | konc.[uM] SH{[%)]
Ac-c(CWKAC)-NH, 7,95 A 388 560 I,5T 6,31
Ac-«(CAWAC)-NH, 549 A 497 135 1,95 8,16
Ac-c(CWAGC)-NH, 9,61 A 596 180 2,35 9,24

L. tdbldzar * A forolizissel keletkezd szulthidrilcsoportok fluoreszcencids detekedldsa
* mért beiitésszam

52

Grof Pal et al.  Diszulfidhidat tartalmazé...

disszocidciét (CID) alkalmaztunk. Eredmé-
nyeink azt mutatjdk, hogy a CPM fluoresz-
cens jelz6molekula segitségével torténd kvan-
titatfv szulthidril-meghatdrozds j6l kombindl-
haté a tandem tdmegspektrometridra épiild
szetkezetvizsgdlad mddszerekkel, mivel a jel-
z6vegyiilet karakrerisztikus médon befolyd-
solja a peptidek MS/MS fragmentacidjit. A
tandem tomegspektrumokban intenziven
jelentkeznek a médosulést hordozd fragmens-
ionok, fliggetlentil attdl, hogy a peptiden beliil
melyik cisztein hordozza a jelz6molekulde. A
karakterisztikus fragmensionok alapjén a mé-
dosulds helye a szekvencidban pontosan lo-
kalizdlhato, és lehetdség nyilik az egyes médo-
suldsi pontok nagy érzékenységli, kvanttativ
meghatdrozdsara is. Nagy felbontdstt LC-MS
vizsgdlataink (Waters Q-TOF Premier) szerint
a keletkezd CPM—peptid adduktok mellett
wbb melléktermék is azonosithatd, amelyek
©bb csticsban jelennek meg a kromatogra-
mokban. Azonositottuk a ciklikus peptidek
tioéter-, illetve oxiddlt triptofdnt tartalmazé
szarmazékait (tdbb csticsban) (Mozziconacci
et al., 2010); a ciklikus peptideket, illetve a
peptidek dimerjeit; a CPM-peptid addukeok
szerkezeti izomerjeit (t5bb cstcsban).
NMR-spektroszhipidval azért vizsgaltuk a
ciklikus modellpeptidek térszerkezetét, hogy
meghatdrozzuk az oldatbeli konformerekben
a fotolitikus viselkedés szempontjdbdl fon-

tosnak vélt Trp—SS tdvolsdgot. A peptideknél

szokdsos NMR jelhozzdrendelési és szerkezet-
meghatdrozési stratégidt kovetve, kétdimen-
ziés (2D) kisérletek (H-H COSY, TOCSY,
ROESY és'H-5C HSQC) sorozatit végeztitk
500 MHz protonfrekvencidn. A ROESY-
spektrumok alapjan nyert, molekuldn beliili
proton—proton tdvolsdgok felhaszndldsdval
az energiaminimalizdlt szerkezetek sokasdgdt
kaptuk, amelyekbdl reprezentativ konforme-
reket valasztottunk ki. A tovdbbi szerkezetfi-
nomitdshoz, valamint a médsodlagos szerkeze-
ti elemek statisztikai értékeléséhez molekula-
dinamikai szdmitdsokat végeztiink. A mdsod-
lagos szerkezetet stabilizal6 hidrogénkétések
jelenlétét az amidprotonok kémiai eltolédd-
sdnak hémérsékletfiiggése alapjdn igazoltuk.
Eredményeink alapjan megdllapitottuk, hogy
ugyan a kapott konformerek hasonléak, de
kisebb kiilonbségek mutatkoznak — feltche-
tleg a masodlagos szerkezetek eltérd ardnyd-
nak tulajdonithatéan — mind a f6ldnc konfor-
mécidjdban, mind a flexibilis oldalldncok el-
helyezkedésében. A fotolizis szempontjdbdl
fontosnak gondolt triptofin-diszulfidhid
(W-SS) és triptofdn-lizin (W-K) oldallincok
kézotti tavolsdgok eléforduldsi valdszindsége
akonformerek sokasdgdban a 2. tdblizatban
van osszesitve. A kapott értékek 6sszhangban
vannak az MM-szdmitdsok eredményével.
ESR-spektroszhdpiai vizsgilatokat végez-
tiink annak érdekében, hogy az UV-besugr-
z4s hatdsdra felszakadé diszulfidhidakbél

. W(Ce2) - SS W(Ce2) - K(eN)
peptid d<7A 6A<d<10A
Ac-c(CWKAC)-NH,, 3,4% 46%
Ac-c(CAWAC)-NH, 33,4% —
Ac-c(CWAGC)-NH,, 0% —

2. tdbldzat * Konformer-6sszetétel a fotolizis szempontjdbdl meghatdrozé triptofin-

diszulfidhid (W-SS) és triptofén-lizin (W-K) oldallincok tdvolsdgdra vetitve.
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keletkezd tiil-gyokoket csapddzzuk. Mérése-
inkben a szabadgyok befoggsara 5-(dietoxifosz-
foril)-s-metil-1-pirrolin-N-oxid (DEPMPO)
vegyliletet hasznaltunk, UVB- (280—320 nm)
és UVA-tartomdny (320—380onm) besugdrzds
mellett, DTPA-t tartalmazo fosztétpufferben
(pH~7,4). Eredményeink azt mutatjak, hogy
még az argongdzzal oxigénmentesitett puffer-
oldatokban is szimolni kell olyan fotodisszo-
cidcidkkal, melyek hidroxil-gyokok képzédé-
séhez vezetnek. A diszulfidhidakat tartalma-
26 peptidek gydkds fotodisszocidcisjakor, a
vizes oldatokban képzédé szulthidrilesoportok
mint redukdlészerek, hatékonyan redukaéljdk
a DEPMPO-val képzddott nitroxid-szabad-
gyokoket, amelyek EPR-inaktiv hidroxilami-
nokat eredményeznek. A keletkezd hidroxil-
aminokat Ker(CN)  mintenyhe oxiddlészer
segitségével visszaoxiddlva a csapddzott gyo-
kok kozott elsésorban hidroxilgysksk, illetve
széncentrumt szabadgyokok detekedlhatdk.
Ezek kvantitatfv meghatdrozdsa azonban csak
tovabbi részletes mérések alapjdn lehetséges.
* Eredményeink azt mutatjdk, hogy a tan-
dem tmegspektrometria mint médszer,
a CPM-jelz6molekula segitségével alkal-
mas a kvantitativ szulfhidril-tartalom
meghatdrozdsdra.

* Az ESR-spektroszképiai eredményeink
jelzik a diszulfidhidak felszakad4sa kovet-
keztében keletkezd szabadgyok-képzodést,
de a dil-gydkok kvantitativ mérése csak
tovabbi vizsgdlatok alapjdn lehetséges.

¢ Figyelembe véve a modell peptidek térszer-
kezetét és a fotolizisiik eredményeit, tgy
tlinik, hogy kistagszdmui peptidek eseté-
ben a W-SS tdvolsignak nincsen megha-
tdroz szerepe az UVB sugdrzés hatdsra
lejatsz6d$ fotolizisben. Ennek bizonyitd-
sahoz mas modellek (a ciklikus model-
lekben W helyett Y, E V aminosav) teljes
kort konformacié- és fotolizis-vizsgalata,
valamint a fotolizis termékeinek tovabbi
analfzise sziikséges.

A kutatds az OTKA (K 100720 M. Zs., K
105459 K. K.) és az MTA-MedInProt tdimoga-
tésdval valdsult meg. Dr. Schlosser Gitta és
Dr. Borics Attila munkdjit a Bolyai Jénos
Kutatasi Osztondij timogatta.

Kulesszavak: ciklopeptidek, diszulfidhid, foro-
lizis, szulfhidrilesopors, fluoreszcencia, tandem
tomegspekiromerria, LC-MS/MS, NMR-speks-
roszkdpia, szabadgyck-csapdrzds, ESR-spektro-
sakdpia
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Az orvosfizika, sugdrbioldgia és radiodkoldgia

szekcidban hat el6adis hangzott el. Ezek: 1.
Hideghéty Katalin: ELI-ALPS ionizdlé sugdr-
Jforrdsok és orvosbioldgiai kutatdsi lehetdségek; 2.
Madas Baldzs Gergely: Hiperszenzitivitds kis

sugdrddzisokndl és a kialakuld mutdcick szd-
mdnak minimalizildsa; 3. Sandor Nikolett,
Léner Violetta, Harsdnyi Izabella, Sifriny
Géza, Hegyesi Hargita: Vér-agy git kdrosodds

& regenerdcid koponya-besugdrzdssal kezelt ér-
elmeszesedésre hajlamos egér modellben; 4. Bog-
déndi E. Noémi, Virdg Piroska, Fekete Zsolt,
Brie Ioana, Barbos Ottilia, Fodor-Fischer Fva,
Safrany Géza, Lumniczky Katalin: A sugzr- és

kemoterdpia hatdsa a reguldtor T sejtek é a

mielpid eredetii gatld sejtek fenotipusbeli vdlto-
zdsaira, kolorekidlis daganatos betegekben; s.
Baldshdzy Imre, Fiiri Péter, Bdlint Zsolt, Czit-
rovszky Blanka, J6kay Agnes, Sz4nté Péter és

Farkas Arpad: A kis- és kizepes dzisii ionizd-
16 sugdrzds lepkékre gyakorolt hardsinak vizs-
gdlata; 6. Csige Istvan, Gyila Séndor és S6ki

Erzsébet: Radonanomdlidk evdélyi szén-dioxid
szdrazfiirddk légterében.

Az els6 két eléadasrdl 6ndllé ismertetdt
taldlnak ebben a lapszdmban. Hegyesi Hargi-
ta és munkatdrsai egyszeri koponyabesugdrzds
hatdsdtvizsgiltdk a vér-agy git permeabilitdsra,

Séfrdny Géza

igazgat6 fSorvos,

Orszégos Kozegészségligyi Kézpont, Orszigos
Sugdrbiolégiai és Sugdregészségiigyi Kutatd Igazgatdsig

érelmeszesedésre hajlamos, ApoE-génhidnyos

egerekben. Tobbek kozott tanulmanyozedk
az érfal-regenerdcidban részt vevd endotél

Sssejiek mobilizdcidjdt és a gyulladdsos im-
munvélaszban szerepet jdtsz6 makrofdgok
akeivdci6jat. A sugdrzdsra adott akut vélasz-
kéntavér-agy gt dtereszi képessége minden

dézisndl megnovekedett, késdi idSpontban

e hatds csak a nagy dézisndl maradt meg,
Megfigyelhetd volt tovabbd az Sregedés miatt
spontdn kialakul6 érkérosodds is. A sugdrzdst

kovetd 24 6ra muilva a vérben lecsokkent az

endoté] 8ssejiek szdma, mig a csontveldben

novekedést tapasztaltak, mely egy hét mulva

a vérben manifesztdlodott. Vizsgdlataik fel-
vetik annak a lehetSségét, hogy az érelmesze-
sedésben szenvedd péciensek diagnosztikai

vagy terdpids ionizdld sugdrzdst alkalmazd

kezelése hozzdjrulhat az érfal kdrosoddsdnak
stilyosbod4sdhoz.

Bogdandi Noémi és munkatdrsai olyan
immunoldgiai markereket szeretnének azono-
sitani, amelyek prognosztikai értékkel ren-
delkezhetnek a sugdrterdpidra adott vélaszra.
Kolorekedlis betegek vérmintdiban vizsgaltdk
a Treg-sejtek ardnydt és fenotipusdt a sugdr-
terdpids kezelés el6tt és utdn. Megdllapitottdk,
hogy a Treg-sejtek ardnya a sugdrterpids ke-

55



