Els6 Iépésként a munkaterv szerint () eljarast dolgoztunk ki kilonb6zé
porusszerkezetl szilikagélek reprodukalhaté el&allitAsara, 9-25 nm porusméret
tartomanyban, nagyon j6 reprodukélhatésaggal. Ezutan a szilikagéleket C18 és C30
alkil lancokkal boritottuk és a tolteteket felhasznaltuk kilénb6z6, kritikus
folyadékkromatografias elvalasztasok céljaira. A munkatervben emlitett tokoferol

izomerek elvalasztasat sikerilt nagy szelektivitassal megoldani.

A kisérletek U], elméleti jelentdségli eredmeényhez is vezettek. Az alkalmazott
kromatografias porusszerkezet meghatarozasi eljarassal mérve a szilikagélek és a
kémiailag modifikalt tdltetek poérustérfogatat, a mért térfogatkiilonbségbél egy un.
Térfogati Boritottsdgot szdmoltunk. Bizonyitottuk, hogy a kromatogréfias
tulajdonsagok és a térfogati boritottsagok kdzott sokkal szorosabb az dsszefiiggés,
mint a kromatografias tulajdonsagok és az altalanosan hasznalt témeg szerinti

boritottsag kdzott.

A nagy boritottsagu szilikagél alapu toéltetek kutatasanak tertletén 0j, eddig nem
alkalmazott vizsgalati eljarast vezettiink be. Igazoltuk, hogy pordzus szilikagélek
kromatografidasan legfontosabb porozitas jellemzéit (atlagos poérusméret, porus
térfogat, fajlagos felllet) kozeli infravéros spektrofotometridval (NIR) pontosan és
gyorsan mérni lehet, fuggetlenll a szilikagél eredetétél és szemcseméretétél. Az
eljaras jelentds, mert az eddig alkalmazott eljarasok (nitrogén adszorpcié, higany
penetracids porozimetria, kizardsos kromatografia) ugyan igen pontos és jol
reprodukalhaté eljarasok, de idé és vegyszer igényesek, mig az altalunk kidolgozott
eljards gyors, gyakorlatilag nincs anyagigény. (A méréshez szikséges kb. 0,1 g

minta a merés utan ismét felhasznalhat6.)

A toltet kitin6en alkalmazhat6 bioaktiv vegylletek elvalasztasara. Novényi mintakbol
anionok elvalasztasat oldottuk meg nagy hatasossaggal. Részletes elemzéseket
végeztink csalanteak nitrat tartalmanak vizsgalatara. Egyszeri minta-el6készités
(hidrogénperoxidos oxidalas), elégséges volt a zold noévényi részekbdl a
nitrattartalom megbizhaté mérésére (validalt eljarast dolgoztunk ki). lgazoltuk, hogy a
talaj nitrogéntartalma és a z0ld novényi részek nitrattartalma kozott kozvetlen
O0sszefuggés van. Eljarasunk alkalmazhaté mas zold novényi részekbdl is a

nitrattartalom meghatarozasara.



Alkalmaztuk az Uj C30-as toltetet fullerének elvalasztasara is. Meglepden jo
elvdlasztdsokat értink el, a szelektivitas messze felilmulja a kereskedelmi,
fullerének elvalasztasara ajanlott, toltetek szelektivitasat.

A kifejlesztett C30 fazis () utakat nyitott a bor polifenolok analizisében. Az ezzel

kapcsolatos Kisérletek jelenleg is folynak intézetlinkben.

Elsé lépésként sikerllt borokban (fehér és vorosborokban egyarant), minta-
elékészites nelkil!, a két jelentésebb, sz6l6ben eléforduld, polifenolt a rezveratrolt és
glikozidjat (piceid) elvalasztani. (E vegylletek az cardio-vascularis rendszerre
kuléndsen j6 hatassal vannak, ez az un. francia paradoxon). Bizonyitottak az 6ta a

rezveratrol citoprotektiv és gyulladascsokkentd hatasat is.

Vizsgalatainkat kiterjesztettik a vorésborok tovabbi potencidlisan cardioprotectiv
hatasu polifenoljainak meghatarozaséara is (galluszsav, tirozol, kaftarsav, katechin,
procianidin, kavésav, epikatechin, kumarinsav, rutin, kvercetin, ferulsav), valamint, a
borok antocian tartalmanak gyors meghatarozasara is (delfinidin, petunidin, peonidin,
malvidin). Ez utobbi vegyuletek cardioprotectiv hatdsa alacsonyabb a rezveratrol altal
elérhet§ hatasnal, viszont a borban nagysagrenddel nagyobb mennyiségben

talalhatdk, igy hatasuk mégis jelentds.

Megallapitottuk, hogy a transz rezveratrol UV fény hatdsara nem csak az eddig
ismert izomerizaciot mutatja (cisz rezveratrol keletkezik), hanem () vegyuletek is
keletkeznek a besugarzas soran. Kisérletesen, a C30 all6fazisok hatékony
elvalasztasi tulajdonsagat kihasznalva, elséként bizonyitottuk, hogy a transz
rezveratrol oxidacidos terméke kozeli UV fény hatdsara az eddig ismert cisz-
rezveratrol mellett egy, a szénlancban harmas kotéssel rendelkezé, polifenol (3,4’,5-
trinidroxidifenilacetilén) és egy, gylrizarodassal a cisz rezveratrolbdl keletkezé
fenantrén szarmazeék. Mindkét (dehidrogénezett) termék moltdmege megegyezik.
Szerkezetigazolasuk HPLC-MS-MS uton tértént. Bemutattuk azt is, hogy ha az oldat
enyhén redukalé hatdsa (pl. C-vitamint tartalmaz, mint a gyumolcsben), akkor ezek
az atalakulasok nem mennek végbe. Nagyszadmu borminta analizisével kimutattuk,
hogy a voroésborok polifenoltartalma - er6sebben fiigg a borkészités technolégiajatol

(a borasztdl!), mint féldrajzi, vagy idéjarasi korialményektél.



2005 év folyaman munkacsoportunk, a tanszék masik munkacsoportjaval (Stimegi
Balazs professzor ar munkacsoportja) palyazatot nyert, melynek eredményeként -
munkacsoportomat kiegészitve - egy proteomikai laboratériumot épitettiink ki. E
laboratoriumi hattér tette lehetéve a fullerének és szarmazékaik vizsgalatat MALDI-
TOF ill. MALDI-TOF/TOF eljarassal.

A fullerének vizsgalataban es6é leépéseként a nativ fullerének esetleges toxikussagat
kivantuk felderiteni. Tekintve, hogy ezek az anyagok vizoldhatatlanok, igy
toxicitdsukra vonatkozd ismereteink sincsenek. (Az irodalom vizoldékony fullerén
nativ fullerének névényi olajokban j6l oldédnak, lehetévé tette a fullerének
toxikologiai vizsgalatat, mely nagy hatassal lesz minden tovabbi fullerén kutatasra.
Sikerllt a C60 és C70 fulleréneket nodvényi olajokban, jelentds mennyiségben,
oldanunk (0,1-1%). Kilénodsen j6 az oldhatésag oliva olajban. Az igy nyert olajos
oldatok olajos injekcidk formajaban kisérleti allatoknak adhatok és megindulhatott a
fullerének toxicitas vizsgalata a gyakorlathoz kozeli kérilmények kozott! Mivel eddig
még senkinek nem sikerilt biokompatibilis oldészerben fulleréneket oldani, igy azok
toxicitdsanak vizsgalatdra sem kerulhetett sor. Az oldédas exoterm, azaz a
hémeérseklet emelésével az oldhatosag cstkken. Az oldat koncentracioja elegendd
volt egereken torténd vizsgalatokhoz. Megallapitottuk, hogy 1. A fullerének az
érfalakban nem csapddnak ki (az egyik legnagyobb veszély er6sen hidrofob anyagok
esetén); 2. az agyba nem jutnak el; 3 tobbhetes adagolas utan sem medgfigyeléssel,
sem a levagott allatok szoveteinek mikroszkOpos és elektronmikroszképos
vizsgalataval koros elvaltozas nem allapithatdé meg (zsirszévetek nagyobbodéasa volt
megfigyelhetd, ez azonban az oldészer (oliva olaj) hatasa). Ennek igazolasara a
kisérleteket kevesebb olajjal megismételtik, a Kkisérleti allatok zsirszdveteinek

novekedése valéban az oldoszerként alkalmazott olaj kovetkezménye.

Fullerén kutatasaink teriletén két jelentés felfedezeést tettlink.

Egyrészt igazoltuk, hogy a fullerének matrixanyag alkalmazésa nélkul kdzvetlendl
lézer deszorpcios eljarassal ionizélhatok és repulési id6 tomegspektrométerben
(MALDI-TOF) analizalhatok. Ez egyben felvetette azt a lehet6séget is, hogy a

fullerének, mint matrix anyagok felhasznalhatéak Iehetnek MALDI-TOF



tomegspektrometridban. Ennek igazolasara mechanokémiai eljarassal (analitikai
malomban) szérumalbuminbdl és C60 fullerénbdl adduktokat képeztink, melyek
MALDI-TOF tomegspektrométerben analizalhatéaknak bizonyultak.

Masrészt fullerének, mint kromatografias alléfazisok vizsgalataban kimutattuk, hogy
szilikagél alapu, fullerén C60 boritott szorbensek kivaléan alkalmazhaték hidrofil
biomolekulak (foszfopeptidek, glikalt peptidek, flavonoidok) koncentralaséra,
sOmentesitésére, frakcionalasara. Vizsgaltuk ezen (jszeri  szorbensek
terhelhetdségét, alkalmassagat fehérjeszerkezet meghatarozasara. Vizsgalatainkhoz
kis molsulyda peptideket, human szérum albumint és fibrinogént, valamint ezek glikalt
szarmazékait hasznaltuk. A makromolekuladkbdl tripszines bontassal készilt peptid
keveréket fullerén oszlopon frakcionaltuk. A frakciok MALDI-TOF-TOF
tobmegspekrtometrids analizise minden eddiginél nagyobb szerkezet lefedettséget
adott. Megallapitottuk, hogy a szokasos forditott fazisu szorbensekhez viszonyitva,
hidrofil biomolekulak prekoncentrdlasara a fulleren boritott szorbensek sokkal
hatdsosabban alkalmazhatoak. Fullerének, mint a MALDI-TOF
tomegspekrometridban alkalmazhaté matrixvegyuletek vizsgalatanal bizonyitottuk azt
is, hogy a MALDI TOF eljarassal csak nehezen analizalhaté szteroidhormonok
(6sztrogének, androgének) ionizalaséara a fullerének kitiinéen felhasznalhatok.



