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Intézetiink szertedgaz6 nemzetk6zi és ipari kapcsolatrend-
szerrel rendelkezve igen széleskorii kutatasi feladatokat lat
el a biokémia, analitikai kémiai és szintetikus szerves kémia
teriiletén. A fébb tudomanyos témakoroket jol reprezentalja
az Intézet keretein beliill miikddo négy Tanszék (Analitikai
Biokémia, Orvosi Biokémia, Orvosi Kémia, Patobiokémia).
Koézleményiinkben, a teljesség igénye nélkiil, be szeretnénk
mutatni néhany olyan kutatasi témat, amelyek meghatarozo
jelentdségiick Intézetiink profiljaban. Ezek féként tomeg-
spektrometriara épiild kvantitativ és kvalitativ analitikai
vizsgalatok illetve a karotinkémiat érintd tertiletek.

1. Patobiokémia

Intézetiinkben 2005 6ta miikddik olyan tomegspektromet-
rias facilitas, amely alkalmas peptidek, lipidek, fehérjék
kvalitativ és kvantitativ vizsgalatara. A kozel két évtizedes
munka soran az orvostudomany szamos agat érintd patho-
l6gias folyamatokra jellemzd diagnosztikai értékkel ren-
delkez6 biomarker molekula kimutatasaval foglalkoztunk.
Vizsgalataink tobbek kozott kiterjedtek a neuropeptidek,
hibernacios folyamatok, tumordiagnosztika, paleoproteo-
mika teriileteire.

A patologias koriilményekre jellemzé molekularis folya-
matok diagnosztikdja soran a legvaltozatosabb tipusu és
peptidek, hormonok, gyogyszer metabolitok megbizhato,
mindségi és mennyiségi vizsgalatat igényli. Ennek a kihi-
vasnak megfelelden a klinikai és biokémiai laboratoriumok
a legmodernebb analitikai médszerekkel vértezik fel ma-
gukat, ebben az eszkdztarban tobbek kozott megtalalhato
a gaz- és folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem to-
megspektrometria is. A kiilonbdzo polaritasu és szerkeze-
tl biomarkerek vizsgalata soran szinte az 0sszes ionforras
¢és analizator tipust alkalmazzak, de a legelterjedtebbek az
elektroporlasztasos és a 1ézer deszorpcids ionizacion alapu-
16, valamint a kvadrupdl, ioncsapdas és repiilési id6 anali-
zatorral, illetve ezek kombinaciojaval ellatott késziilékek.
A jelenlegi gyakorlatban a tdmegspektrometriat elsésorban
a kis molekulastulyt vegyiiletek meghatarozasara hasz-
naljak, igy nagy jelent6sége van az Gjszilottkori sziirés,
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az endokrin betegségek diagnosztikaja, a toxikologia és a
farmakologia teriiletén. A biopolimerek, elsdsorban pept-
idek, polipeptidek és fehérjék tomegspektrometriara épiild
diagnosztikus vizsgalata teljesen 0j és rendkiviil perspek-
tivikus irdnyt képvisel a laboratériumi medicina teriiletén.
Segitségével nem csupan a vegyiiletek mennyiségi vizsga-
latat lehet elvégezni, de megvaldsithatd a potencialis bio-
markerek szekvencidjanak, poszt-transzlacios kémiai mo-
dositasainak és metabolitjainak vizsgalata egyarant.

A proteomika napjaink egyik legdinamikusabban fejlodd
tudomanyaga, amely az elmult évtizedekben, mind mod-
szertanat, mind bioinformatikai hatterét tekintve forradal-
mi valtozasokon ment keresztiil. A proteomika kifejezést
elészor 1995-ben kezdték el hasznalni egy sejt, szovet vagy
szerv Osszes fehérjéjének kvalitativ és kvantitativ megha-
tarozasara. A proteom a genom altal kifejezett teljes fehér-
jeadllomanyt jelenti, igy e fogalom az €16 szervezetben eld-
forduld Osszes, szerkezetében akar a legkisebb mértékben
eltérd fehérje megismerésével foglalkozo tudomanyteriilet,
amely a genommal kapcsolatos kutatas kiegészitdjeként jott
Iétre. Mara mar 6nallo teriiletté nétte ki magat a tudoma-
nyos koztudatban. Jelent0ségét az is nagyon jol bizonyitja,
hogy a proteomikai vizsgélatok a korszeri gyogyszerku-
tatds- és az orvostudomany tovabb fejlesztésében illetve
a mainal hatékonyabb diagnosztikai eljarasok és terapias
szerek kifejlesztésében elengedhetetlenné valt. Proteomika
kutatasi teriiletébe tartozik a fehérje eredetének felderitése,
rendszertani besorolasa, a kiilonb6z6 forrasbol szarmazo,
de azonos biologiai funkciot ellatd proteinek szerkezeté-
nek ¢és lokalizacigjanak meghatarozasa, jelenlétének vagy
hianyanak igazolasa. A modern fehérjeanalitikai eljarasok
segitségével lehetévé valt a komplex biologiai rendszerek
teljes proteomjanak akar szubfemtomol tartomanyban tor-
ténd kvalitativ és kvantitativ vizsgalata. A tomegspekt-
rometrids eljardsok nagy érzékenységiiknek, rendkiviili
specifikussaguknak, széles koncentracio tartomanyon beliil
torténd alkalmazhatésaguknak, reprodukalhatdésaguknak
illetve automatizalhatosaguknak koszonhetéen kivaldan
alkalmazhatoak a klinikai diagnosztikaban. A tomegspekt-
rometria (mass spectrometry, MS) — a jelenleg altalanosan
alkalmazott rutin-diagnosztikai eljarasokkal szemben —
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olyan dinamikus analitikai szemléletmodot tesz lehet6vé,
amely egyediilallé lehetdségeket nyujt tobbek kozott a diag-
nosztikai jelentdségli biomarkerek kimutatasa, a lipidomi-
ka illetve a metabolomika teriiletén. Segitségével lehetdsé-
glink van a mar jol bevalt €s pontosan validalt diagnosztikai
biomarkerek mellett, azok analdogjainak, izoformainak,
metabolitjainak és molekularis kdlcsonhatasainak vizsga-
latara, illetve uj diagnosztikus jelentdségti biomolekulak
kimutatasara. A tdmegspektrometria tovabbi elénye, hogy
az archivalt tdmegspektrumok kiértékelése és statisztikai
elemzése barmikor megismételhetd, igy a jovoben olyan
paraméterek és komponensek is elemezhetéek, amelyek pa-
tologias és diagnosztikai szerepe a vizsgalatok lefolytatasa-
kor még nem ismert.

2. Tomegspektrometria

A tomegspektrometria igen gyors ¢és hatékony diagnoszti-
kai modszer lehet a fert6zé human patogének kimutatasara.
Intézetiinkben széleskor(i kutatasokat végziink kiilonbozo
korokozok jelenlétének gyors kimutatasa érdekében, amely
eredményeit az ipar is felhasznalja (antibakterialis textilia,
antibakterialis borkesztyt). Kiilonb6zo intakt mikroorga-
nizmusok, tigy, mint baktériumok, virusok és gombak ki-
mutatasara elsésorban a MALDI TOF tomegspektrometriat
alkalmazzak, amelynek tobbek kozott rendkiviili elénye a
nagy mintaatereszté képessége €és egyszerii mintaeldkészi-
tési igénye, valamint az, hogy széles tomegtartomanyban
(kb. 50 Da-tél 500 000 Da-ig) alkalmazhatd. A modszert
hatékonyan alkalmazzak olyan tdmegesen el6forduld fertd-
zések esetében, mint példaul a mikobakterialis fert6zések
és malaria, de nem csupan a koérokozok kimutatasa végez-
heté el a MALDI TOF MS segitségével, hanem meghata-
rozhat6 az j multidrog rezisztens patogének jelenléte és
kialakuldsa egyarant. A human patogének proteomjanak
meghatarozasa alkalmas fajspecifikus diagnozis felallitasa-
ra, amelyet kivaloan kiegészit a korokozokra jellemzé ki-
sebb molekulatomegii komponensek példaul mikobaktéri-
um esetében a sejtmembrant felépité specifikus mikolsavak
azonositasa. Rendiviil perspektivikus alkalmazasi teriilet
a virusfert6zések (HBV, HCV, HPV stb.) soran a fertézott
sejten beliil tapasztalhaté proteomikai valtozasok tomeg-
spektrometrias vizsgalata, amelyre 2D-PAGE gélelektrofo-
rézist, MALDI TOF MS-t, folyadékkromatografiaval kap-
csolt tandem tomegspektrometriat, SELDI proteinchip-et és
protein mikroarray technikakat lehet alkalmazni. A gazda-
sejt expresszios proteomikai elemzésén kiviil, diagnoszti-
kai szempontbdl jelentds lehet a gazdaszervezet immunva-
laszara jellemzd biopolimerek, biomarkerek kimutatasa és
a fert6z6 patogén proteomjanak és annak moédosulasainak
evolucids vizsgalata'?.

Az Ujsziilottkori szlirések esetében a tomegspektrometria
egy jol bevalt, hatékony diagnosztikai modszer, azonban
foként a kiillonbozo lipidek és egyéb kis molekulatomegii
biomarkerek (pl. aminosavak) kimutatasara hasznaljak.
Viszonylag kevés az olyan applikacio, amelyben diagnosz-
tikai jelentéségli peptidek és fehérjék kimutatasat végzik el.

Ezek koziil az egyik legjelentdsebb a hipofizis adenilat-cik-
laz aktivald polipeptid (PACAP) jelenlétének, lokalizacidja-

crr

A tomegspektrometriara épiild peptidomika és proteomika
egyik legnagyobb felhasznalasi teriilete az onkologia. A
belignus és malignus elvaltozasok korai fazisban torténd
kimutatasa ¢€s differencidldsa, valamint a gyogyszeres- és
sugarterapia nyomon kdvetése egyarant elvégezhetd a mo-
dern tomegspektrometria segitségével. Szamos olyan vizs-
galat latott napvilagot, amelyekben kiilonbozo testfolyadé-
kok (vér, szérum, vizelet, nyal stb.) proteomikai vizsgalatat
végezték el tumorokra jellemzd, korai fazisban is kimutat-
hat6 biomarkerek céljabol. Tobbek kozott ilyen potencidlis
tumor biomarkerek lehetnek az annexin 1 és 2 valamint a
peroxiredoxin-2, amelyek hatékonyan mutathatok ki nem
invaziv médon példaul a betegek nyalabol is*.

A kozponti idegrendszerben, igen kis mennyiségben eléfor-
dul6 neuropeptidek és proteinek nagyhatékonysagu vizsga-
lata az egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete a tandem
tomegspektrometrianak. Ennek kivalo példaja a mar emli-
tett PACAP MALDI TOF és ESI tomegspektrometrias vizs-
galata. Legnagyobb mennyiségben a PACAP a kozponti és
periférias idegrendszerben fordul el6, de kimutathaté mas
szovetekben is, igymint az endokrin mirigyekben, ivar-
szervekben, gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban
¢s a kardiovaszkularis rendszerben egyarant. A PACAP
szamos endokrin hatdsa ismert Ugy, mint a pajzsmirigy-,
gonadalis szteroidogenezis-, spermiogenezis-, €s az ovari-
alis follikularis fejlédés befolyasolasa, a pankreasz inzulin
termelddésének- és a mellékvese katekolamin szintézisének
stimulacidja és a memoria folyamatok serkentése. Kozponti
szerepet jatszik a ritmusszabalyozasokban, mint pl.: alvas-
szabalyozas, hoszabalyozas. Részt vesz a hugyuti szervek
vizeletiiritési reflexében, a simaizom reflexans hatasaban
és a stressz adaptacios magatartas szabalyozasaban. A
PACAP-nal beszélniink kell neurotrofikus és neuroprotek-
tiv hatasroél is. A PACAP kiilonbozo jelatviteli utakon ke-
resztiil fejti ki antiapoptotikus-, protektiv hatdsait, melyek
egymassal szorosan konvergalnak. A citoprotektiv hata-
sokért, majdnem minden esetben a PACI receptor felelds,
de a hatasok kozvetitésében a VPAC is szerepet jatszik. E
vegylilet neuroprotektiv hatasaval, szorosan Osszefiigg az
idegrendszer fejlédésében betdltott szerepe. A PACAP és
receptorai mar igen koran megjelennek az 0j idegrendszer-
ben, és szerteagazo hatasokkal birnak a neurogenezisre, a
neuronalis differenciaciora, az idegrendszeri mintazat ki-
alakitasara és a gliasejtek fejlodésére.

Napjaink egyik legigéretesebb peptid és protein biomar-
ker diagnosztikai alkalmazasa a MALDI TOF/TOF t6-
megspektrometriara €piild képalkotd modszer (MALDI
Imaging), melynek soran egy specialis mintatartora 10-20
mikronos szovettani metszetet ¢s matrixot szaritunk. Ezt
kovetden a mintardl elére meghatarozott szisztémaban és
lézerintenzitassal tobb ezer tdmegspektrumot vessziink fel,
amelyeket a megfeleld szoftver az egyes m/z értékekhez tar-
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tozo intenzitasok eloszlasat képként jeleniti meg (1. abra, 2.
abra). A médszer 6ridsi elénye, hogy parhuzamosan alkal-
mazhat6 az egyéb (in vivo fluoreszcens, NMR, MRI, CT,
FT IR) képalkotasi modszerekkel, igy olyan 11j tudomanyos
¢és diagnosztikai eredményeket szolgaltathat, amelyek for-
radalmasitjak a klinikai diagnosztika mai modszertanat®.

1. Abra. Reprezentativ lipidomikai MALDI TOF képalkotési
tomegspektrometrias vizsgalat 10 napos embrionalis életkori normal
fejlodési egér embriokrol

2. Abra. Reprezentativ lipidomikai MALDI TOF képalkotési
tomegspektrometrids vizsgalat 10 napos embrionalis életkora IVF
(in-vitro fertilizalt) egér embriokrol

3. Karotinoidkémia

A karotinoidkémiai kutatdécsoport hagyomanyos kutatasi
teriilete a karotinoidok izolalasa és szerkezetazonositasa.
Az 1980-1990-es években, szamos, a k-végcsoportu karo-
tinoidok (kapszantin (1), kapszorubin (2)) képzdédéséhez
kapcsolédd  3,6-epoxi-B-, 3,5,6-trihidroxi-B- és 6-hid-
roxi-y-végcsoportot tartalmazo karotinoidot izolaltunk, és
hataroztuk meg szerkezetiiket.

Ezek a karotinoidok jellemzden a piros paprikaban talal-
hatok, illetve kis mennyiségben még egy-két, mas novény-
ben, mely a hazai éghajlaton eléfordul. 2009-ben kapcsolat-
ba keriiltiink a Panamai Egyetem professzoraval, Enrique
Murilloval, aki segitségiinket kérte tropusinévények k-vég-
csoportot tartalmazo karotinoidjainak azonositasahoz. A
piros hisu mamey (Pouteria sapota) aranybanyanak bizo-
nyult szamunkra, nagy mennyiségben tartalmazott ugyan-
is olyan karotinoidokat, amelyek k-végcsoportja nem tar-
talmaz hidroxil-csoportot, és amelyek eddig ismeretlenek
voltak. HPLC analizis alapjan® a mamey f6 karotinoidja a
kriptokapszin (3) (kis mennyiségben eléfordul a piros pap-

rikéban is) mellett a sapotexantin (4), melyet kristalyos 4l-
lapotban izolaltunk’. Mindkett6 A-provitamin karotinoid.

A késobbiek soran izolaltuk a kriptokapszin 5,6-epoxi-
dot (5)%, a 3’-dezoxi-kapszantin 5,6-epoxidot (6)°, a
3’-dezoxi-kapszantint (7)° és a sapotexantin 5,6-epoxidot

(8)'0.

A kriptokapszin 5,6-epoxid és a sapotexantin 5,6-epoxid
szerkezetigazolasahoz kriptokapszin, illetve sapotexantin
epoxidalasaval eléallitottuk a félszintetikus termékeket is.
Az epoxidalas soran mindig két epoxid-izomer, az 5R,6S
(8), illetve az 5S,6R (9) komponens keletkezik.

b o AL (X
] : : i

T e s
R e %/}Y/r‘%/‘hg/‘h%/ T Q

Kapszorubin R=Q=a; 2 Kapszantin R=c, Q=a
Kapszantin R=c, Q=a

Kriptokapszin R=d, Q=a

Sapotexantin R=d, Q=b

Kriptokapszin 5,6-epoxid R=g, Q=a
3’-Dezoxi-kapszantin 5,6-epoxid R=¢, Q=b
3’-Dezoxi-kapszantin R=c, Q=b
(5R,6S)-Sapotexantin 5,6-epoxid R=g, Q=b
9 (55,6R)-Sapotexantin 5,6-epoxid R=h, Q=b
10 (5S,6R)-Kriptokapszin 5,6-epoxid R=h, Q=a
11 3’-Dezoxykapszorubin R=a, Q=b

12 3,3’Didezoxikapszorubin R=Q=b

0NN AW =

Ha a ciklohexangyliri nem tartalmaz hidroxilcsoportot,
akkor oszlopkromatografiaval a termékek nem valaszt-
hatok szét. Mindkét esetben kiralis fazison, HPLC-ECD
technikat alkalmazva valasztottuk szét a diasztereome-
reket (8 és 9 illetve 5 és 10), és hataroztuk meg a konfi-
guracidjukat®!?, Kurtan Tibor csoportjaval (Debreceni
Egyetem) kooperalva. Ugyancsak izolaltuk, a kapszorubin
dezoxi-szarmazékait is, a 3’-dezoxi-kapszorubint (11) és a
3,3’-didezoxi-kapszorubint (12)'".

Mameybdl allén-végcsoportot tartalmazd karotinoidokat,
neoxantint (13, (9Z)-neoxantint ((92)-13) és kapszoneo-
xantint (14) is izolaltunk, és el6szor adtuk meg teljes 'H és
BC-NMR asszignaciojukat'.
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13 Neoxantin R=i, Q=e; 14 Kapszoneoxantin R=i, Q=a

Tovabbi novényi forrasokat vizsgalva, két olyan novényi
forrast, a Jipi-japa (Carludovica palmata) termését és a
Zamia palma (Zamia dressleri) levelét talaltunk, amelyek-
ben a f6 komponens a kapszorubin'®. Munkank hozzajarult
a k-végecsoportot tartalmazo karotinoidok szintézisének a
tisztazasahoz.

A kutatdcsoport masik kutatési teriilete a szdrmazékkép-
z¢s és a szintézis. Ezen a teriileten a kdvetkezd elérelépések
torténtek:

A karotinoidok Iényegében hidrofob antioxidansok. A hid-
rofobitas ebben az Osszefliggésben meglehetésen hatra-
nyos, mivel a karotinoidok felhasznaldsa a gyogyaszatban
antioxidansként vagy az élelmiszerkémiaban szinezékként

R'= R2 = H (daidzein)

v

R1=R2=AC
'
R'=H,R2=Ac

v

R" = Br(CH,)s0H, R?= Ac

v

R'=Br(CHys R2=H ——>  R"=NyCHjy)s, R2=H

Car\o)‘\/\

némi vizben val6 diszpergalhatosagot igényel a hatékony
felszivodashoz. Ez a felismerés arra késztetett minket, hogy
fokozott vizoldékonysagu karotinoid-szarmazékokat ké-
szitstink. Egyszer(i modszert dolgoztunk ki polietilénglikol
(PEG) -karotinoid konjugatumok észterképzéssel torténd
szintézisére. Szamos hidroxi- és dihidroxi-karotinoid-szuk-
cinatot kapcsoltunk mono- (PEG-550-OMe) és bifunkci-
ondlis polietilén-glikolokhoz. Karotinoid-tioglikozidokat
szintetizaltunk 1j moddszerrel, karotinoid-dikationokat al-
kalmazva, valamint karotinoid-alkoholok glikozilezését is
sikeresen elvégeztiik. Kutatocsoportunk hasznalt eldszor
alkin-azid click-reakciot karotinoidszarmazékokon, ezt
szamos vegyiiletcsoport szintézisére felhasznaltuk és a jo-
vében is fel kivanjuk hasznalni.

A hidrofil szarmazékok szintézisén kiviil, illetve azokkal
részben atfedésben megvalodsitottuk karotinoid-konjuga-
tumok szintézisét kiilonbozé bioaktiv vegyiiletekkel, igy
példaul C-vitaminnal, melatoninnal, kurkuminnal és flavo-
noidokkal (3.4bra).

Az utdbbi két évben elkezdtiik a szintetizalt vegytiletek ant-
ioxidans vizsgalatat in vitro ABTS és FRAP modszerekkel,
valamint gyulladas- és ROS-csokkentd hatas vizsgalatat
sejttenyészeten. A karotinoidok és kiilondsen amfipatikus
szarmazékaik hajlamosak lehetnek aggregaciora/szupra-
molekularis szervezddésre vizes kdzegben. Az aggregatu-
mok kialakuldsa hatassal lehet a bioldgiai aktivitasra (pl.
antioxidans hatas), ezért az Onszervezddést is vizsgaljuk
természetes karotinoidoknal €s szarmazékaiknal is.

3. Abra. 7-azidohexil-daidzein kapcsolasa karotinoid-pentinoatokhoz
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Excerpts from the scientific research carried out at the Institute of Biochemistry and Medical Chemistry of the

University of Pécs

With a diversified international and industrial network, our in-
stitute carries out a wide range of research tasks in the fields
of biochemistry, analytical chemistry and synthetic organic
chemistry. The main scientific topics are well represented by
the four Departments operating within the Institute (Analytical
Biochemistry, Medical Biochemistry, Medical Chemistry,
Pathobiochemistry).

The diagnosis of molecular processes characteristic of patholog-
ical conditions requires reliable, qualitative and quantitative test-
ing of the most diverse types and concentrations of biomolecules,
including proteins, peptides, hormones, and drug metabolites. In
response to this challenge, clinical and biochemical laboratories
are equipped with state-of-the-art analytical methods, including
tandem mass spectrometry coupled with gas and liquid chroma-
tography. Almost all types of ion sources and analyzers are used
to study biomarkers of different polarities and structures, but the
most common are devices based on electrospray and laser deso-
rption ionization, as well as quadrupole, ion trapping, and flight
time analyzers, or a combination thereof. In current practice,
mass spectrometry is primarily used to determine low molec-
ular weight compounds and is therefore of great importance in
neonatal screening, endocrine disease diagnosis, toxicology and
pharmacology.

Proteomics is one of the most dynamically evolving disciplines
today, undergoing revolutionary changes in both its methodolo-
gy and its bioinformatics background in recent decades. The field
of research in proteomics includes the discovery of the origin of
a protein, its taxonomic classification, the determination of the
structure and localization of proteins from different sources but
with the same biological function, and the confirmation of their
presence or absence. With the help of modern protein analysis
methods, it has become possible to qualitatively and quantitative-
ly study the entire proteome of complex biological systems, even
in the subfemtomole range. Mass spectrometric methods are ex-
cellent in clinical diagnostics due to their high sensitivity, extreme
specificity, applicability over a wide concentration range, repro-
ducibility and automation. In contrast to the currently common-
ly used routine diagnostic procedures, MS allows for a dynamic
analytical approach that offers unique capabilities in the detection
of biomarkers of diagnostic significance, lipidomics, and metab-
olomics, among others. With its help, in addition to the already
well-proven and accurately validated diagnostic biomarkers, we
have the possibility to study their analogues, isoforms, metabo-
lites and molecular interactions, as well as to detect new biomole-
cules of diagnostic significance.

Mass spectrometry can be a very fast and efficient diagnostic
method for the detection of infectious human pathogens. For the
detection of various intact microorganisms, such as bacteria, vi-
ruses and fungi, MALDI TOF mass spectrometry is mainly used,
which has the extreme advantage of high sample permeability
and ease of sample preparation, as well as the ability to to). A
promising field of application is the mass spectrometric study of
proteomic changes within an infected cell during viral infections
(HIV, HBV, HCV, HPYV, etc.) using 2D-PAGE gel electrophore-
sis, MALDI TOF MS, liquid chromatography-coupled tandem
mass spectrometry, protein microarray techniques can be used.
In addition to the proteomic analysis of host cell expression, the
detection of biopolymers and biomarkers characteristic of the host
immune response and the evolutionary study of the proteome of
the infectious pathogen and its modifications may be of diagnos-
tic importance'? For neonatal screening, mass spectrometry is a
well-established and effective diagnostic method, but it is mainly
used to detect various lipids and other low molecular weight bio-
markers (e.g., amino acids). There are relatively few applications
in which diagnostic peptides and proteins are detected. One of the
most significant of these is the study of the presence, localization,
and concentration of pituitary adenylate cyclase activating poly-
peptide (PACAP)’.

One of the most promising diagnostic applications of peptide
and protein biomarkers today is the MALDI TOF / TOF mass
spectrometry imaging method, in which a 10-20 micron histo-
logical section and matrix are dried on a special sample holder.
Thousands of mass spectra are then recorded from the sample in a
predetermined system and with laser intensity, and the appropri-
ate software displays the distribution of intensities for each m/z
value as an image. The huge advantage of the method is that it can
be used in parallel with other (in vivo fluorescent, NMR, MRI,
CT, FT IR) imaging methods, thus providing new scientific and
diagnostic results that revolutionize the current methodology of
clinical diagnostics.

The traditional research area of the carotenoid chemistry research
group is the isolation and structural identification of carotenoids.
In the 1980s and 1990s, a number of 3,6-epoxy- B-, 3,5,6-trihy-
droxy-f- and 6-hydroxy-y-terminated carotenoid was isolated and
its structure determined. These carotenoids are typically found
in red peppers and in small amounts in one or two other plants
that occur in the domestic climate. In 2009, we contacted a pro-
fessor at the University of Panama, Enrique Murillo, who asked
for our help to identify k-terminal carotenoids in tropical plants.
The red-fleshed mamey (Pouteria sapota) proved to be a gold
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mine for us, as it contained large amounts of carotenoids whose
k-terminal group does not contain a hydroxyl group and which
were previously unknown. Based on HPLC analysis®, the major
carotenoid in mamey, in addition to cryptocapsin (also present in
small amounts in red pepper), is sapotexanthin, which was iso-
lated in a crystalline state’. Both are provitamin A carotenoids.
Subsequently, cryptocapsin 5,6-epoxide®, 3’-deoxycapsanthin
5,6-epoxide’, 3’-deoxycapsanthin® and sapotexanthin 5,6-epox-
ide'® were isolated. To confirm the structure of cryptocapsin
5,6-epoxide and sapotexanthin 5,6-epoxide, we also prepared
semi-synthetic products by epoxidation of cryptocapsin and sapo-
texanthin, respectively. During epoxidation, two epoxide isomers,
5R,6S and 5S,6R, are always formed. If the cyclohexane ring does
not contain a hydroxyl group, the products cannot be separated
by column chromatography. In both cases, the diastereomers
were separated on a chiral phase using HPLC-ECD technique and
their configuration was determined®!’ in cooperation with Tibor
Kurtan (University of Debrecen). Deoxy derivatives of capsoru-
bin, 3’-deoxycapsorin and 3,3’-dideoxycapsubin, have also been
isolated '.

Carotenoids containing an allenic end group, neoxanthin, (92)-
neoxanthin and capsoneoxanthin were also isolated from Mamey
and first reported as complete 1H and 13C-NMR'2.

Examining additional plant sources, we found two plant sources,
the fruit of Jipi-japa (Carludovica palmata) and the leaf of Zamia
palm (Zamia dressleri), in which the main component is capsoru-
bin". Our work contributed to the elucidation of the biosynthesis
of k-terminal carotenoids.

Carotenoids are  essentially  hydrophobic  antioxidants.
Hydrophobicity is quite disadvantageous in this context, as the
use of carotenoids as an antioxidant in medicine or as a colorant in
food chemistry requires some dispersibility in water for efficient
absorption. This realization has led us to make carotenoid deriva-
tives with increased water solubility. We have developed a simple
method for the synthesis of polyethylene glycol (PEG) -carotinoid
conjugates by ester formation. Carotenoid thioglycosides were
synthesized, as well, by a new method using carotenoid dications,
and glycosylation of carotenoid alcohols was successfully per-
formed. Our research group used the alkyne azide click-reaction
on carotenoid derivatives for the first time, it has been used for the
synthesis of several groups of compounds and we intend to use it
in the future.

In addition to or partially overlapping with the synthesis of hy-
drophilic derivatives, we synthesized carotenoid conjugates with
various bioactive compounds such as vitamin C, melatonin, cur-
cumin, and flavonoids (Figure 3.).

In the last two years, we started the in vitro antioxidant study of
the synthesized compounds by ABTS and FRAP methods, as well
as the anti-inflammatory and ROS-reducing effect in cell culture.
Carotenoids, and especially their amphipathic derivatives, may
be prone to aggregation / supramolecular organization in aque-
ous media. The formation of aggregates can affect the biological
activity (eg antioxidant effect), therefore the self-organization of
natural carotenoids and their derivatives is also studied.
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