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1. Bevezetés

A szénhidratokrdl alkotott elképzeléseink az elmult néhany évtizedben jelentdsen
atértékelddtek: sokaig csak vazanyagként (celluloz é€s kitin), energiaforrasként (keményitd és
glikogén) vagy a nukleinsavak alkotoiként tartottuk szdmon Oket. Mara a glikomika
tudomanyanak koszonhetéen, fény deriilt a szénhidrat-szénhidrat, szénhidrat-fehérje, valamint
a szénhidrat-nukleinsav kolcsonhatasok jelentds részére €s azok fontos élettani jelentOségére.
A kiiléonboz6 glikoformak fontos szerepet jatszanak a bioldgiai folyamatokban. Ilyenek példaul
a virusfertézés folyamata, a szignaltranszdukcid, a gyulladas, sejt-sejt kolcsonhatdsok,
baktérium-gazdasejt kolcsonhatasok, a fertilitas és fejlédés. A komplex cukormolekulak
makro- és mikroheterogenitasa azonban lényegesen nagyobb kihivast jelent a kutatok szamara
az izolacio soran, mint a fehérjék és a nukleinsavak esetében. A cukorszerkezetek gyakori
elagazasi és kapcsolodasi diverzitasanak kovetkezményeként a szénhidratoknak a legnagyobb

a strukturalis komplexitasuk a biopolimerek kozott.

A Ferdinand Blum német kutato altal bevezetett formalin fixaloként hasznalva megovja
a szoveteket a zsugorodastdl és degradalddastol. Mivel a hagyomanyos és széles korben
hasznalt szovettani metszetek festésére alkalmazott vegyiiletek, mint a hematoxilin és az eozin,
kompatibilisek a formalin fixalassal, a technika a szovetfixalas terén szinte kizarolagossa valt
a patologiaban. Tovabbi elénye a mddszernek, hogy a szoveti struktrat és a sejtalakot is

megfelelden stabilizalja.

A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mintak vizsgalata értékes alternativat
jelent, mivel ilyen mintak rutinszertien késziilnek a hisztopatoldgiai vizsgalatokhoz. Az FFPE
mintakat sikeresen alkalmazzak a genomika, proteomika, metabolomika ill. lipidomika
tertiletén is biomolekulak vizsgalatara. A glikomika egy viszonylag 1j, de feliveldben 1évo aga
az omikaknak. A teriilet fontossagat az is aldhlizza, hogy a szénhidratok létfontossagu
feladatokat latnak el a biologiai folyamatokban. Mivel a rakos elvaltozasok altalaban
kapcsolatba hozhatok a sejtfelszini szénhidratprofilok megvaltozasaval, ezért a specifikus

szénhidrat szerkezeti valtozasok nyomon kovetése 1) rak-biomarkerek felfedezéséhez vezethet.



2. Célkitlizés

A novekvo igény az archiv mintdk felhasznalasara az analizis modszerek fejlédését indukalta.
Eddig leginkabb az LC/MS ¢és MALDI technikakat alkalmaztdk a vizsgalatokhoz. Legjobb
tudomasom szerint a mi kutatdécsoportunk volt az elsd, aki CE-LIF (kapillaris elektroforézis
1ézer indukalt fluorescenciaval) modszert hasznalt FFPE mintak glikanprofiljanak analiziséhez.
Elészor azt kivantam tesztelni, hogy a fixdlas okoz-e szerkezeti valtozast a szénhidratokban.
Ehhez a formalinnal fixalt paraffinba dgyazott glikoproteineket, humén szérumot majd egérbdl
szarmaz6 tumoros szovetmintakat PNGase F emésztésnek vetettem ald, majd a kinyert cukrokat
fluoreszcensen jeloltem (aminopiréntriszulfonat - APTS - festékkel), majd CE-LIF modszerrel

vizsgaltam.

Dolgozatom célja bemutatni, hogy 1) a glikoproteinek aszparaginhoz kotott (N-linked)
oligoszacharid része nem valtozik meg formalinnal vald fixalas és paraffinba dgyazas soran,
valamint, hogy 2) FFPE szovetmintakbol meghatarozhato a szovetre jellemz6 teljes glikanprofil

ill. azonosithatok az egyes cukorstrukttrak.



3. Eredmények és megbesz¢lés

3.1 A formalin fixalas cukorprofilra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata
3.1.1 Standard glikoproteinek

Standard glikoproteinek képezték kutatasom alapjat, mivel N-glikan struktiraik ismertek és
CE-LIF modszerrel torténé elvalasztasuk is megoldott. Ennek kapcsan, harom glikoproteint
(Immunglobulin G, fetuin és Ribonukledz B) nem fixalt (kontroll), formalinnal fixalt ill.
formalinnal fixalt paraffinba agyazott formaban vizsgaltam. Ezen glikoproteinek az N-
glikozilacio6 fontos alcsoportjait képviselik: féleg neutralis, szialilalt ill. magas mannoztartalmua
cukorstrukturakat tartalmaznak. A kisérleteket 3 parhuzamos mintéval 3 ismétléssel végeztem.
A mintaelvalasztas soran minden mintat kétszer injektaltam. Megallapitottam, hogy egyik
standard glikoprotein esetén sem volt lathato eltérés sem a struktarakat jelenté csucsok

szamaban, sem a csucsaranyban a kezeletlen mintaval 6sszevetve.

3.1.2 Human szérum

A formalin fixalds hatdsara esetlegesen 1étrejovd glikozilacids valtozasokat a tovabbiakban
human szérumon teszteltem, mivel ez komplexitasaban kozelebb all a klinikai mintakhoz, mint
a glikoproteinek. A vizsgalatok a fentebb targyalt glikoproteinekéhez hasonldan zajlottak, azaz
nem fixalt, formalinnal fixalt és formalinnal fixalt paraffinba 4gyazott mintdkat hasonlitottam

0ssze.

Ennél a komplex mintanal némi eltérést tapasztaltam a harom kiilonbozden elokészitett
minta N-glikan profiljai k6z6tt. Azonban ennek az eltérésnek (12,68 RSD % relativ standard
deviacio), ami az ICH (Az emberi felhasznélasra szant gyogyszerekkel kapcsolatos miiszaki
kovetelmények harmonizacidjat célzdo nemzetkozi tanacs) eldirasainak megfeleléen 15%

hatarérték alatti (http://www.ich.org/home.html), ezért nem tulajdonitottam neki bioldgiai

jelentdséget.
3.1.3 Egérbdl szarmazd tumoros szovetminta
A fenti pozitiv eredményekre alapozva a kdvetkezd vizsgalatom targya egy egérbdl szarmazo

tumoros szovetminta teljes N-glikozilacios profiljanak analizise volt. A kisérlethez az Orszagos

Onkologiai Intézet SCID (stilyos kombinalt immunhianyos) him egereit hasznaltam fel. Ezen


http://www.ich.org/home.html

egerek genetikai modositas miatt nem képesek immunvalaszra altalaban a hidnyzé vagy
atipikus T és B limfocitdk miatt. Az egerek boére ala HT-1975 tiidorékos sejteket injekcidztak
(mindegyikbe 2 millio sejtet) lateralisan, mivel a keletkezett tumort vissza kellett mérni és itt
kevésbé sériilékeny a bor. A biopsziat akkor készitették, mikor a tumor atmérdje elérte a 0,5-

0,8 cm-t. A mintat elhalt allatbol vették.

Az oligoszacharidok pontos, strukturalis meghatarozasahoz szekvenalasra van sziikség,
ami a napjainkban széles korben elterjedt modszert alkalmazva a nem-redukal6 lancvégekrél
kiindulva lehetséges a struktirak enzimatikus emésztése utani analizissel és bioinformatikai
modszerekkel. Ezen szekvenalasi technikahoz monoszacharidokra ill. azok kotésére specifikus
exoglikozidaz enzimek sziikségesek, melyek a kovetkezdk: Arthrobacter ureafaciens szialidaz
(ABS) az a(2-3,6,8,9) kotott szialsavak eltavolitasahoz; borji vese fukozidaz (BKF) az a(1-
2,3,4,6) fukozok; kardbab (Canavalia ensiformis) galaktozidaz (JBG) a B(1-4,6) kotott
galaktozok; kavébab (Coffea arabica) a-galaktozidaz az a(1-3,4,6) galaktoz egységek valamint
kardbab hexézaminidaz (JBH) a p(1-2,3,4,6) kotéssel rendelkez6 N-acetilgliikbzamin
lehasitasahoz (mindegyik a Prozyme cégt6l, 0.5 U mennyiségben). A szekvenalast az enzimek
egylittes, matrixszerli hozzdadéasaval végeztem. Ehhez a mintat egyenl6 részekre osztottam, az
els6hoz csak szialidaz enzimet adtam, a masodikhoz szialidaz és fukozidaz enzimeket, a
harmadikhoz szialidazt, fukozidazt és f-galaktozidazt, a negyedikhez szialidazt, fukozidazt, 3-
galaktoziddzt és a-galatozidazt és végiil az 6tddikhez szialidazt, fukozidazt, - és a-galatozidazt
valamint hex6zaminidazt adtam. A szekvenalas eredményeként 22 kiilonboz6 cukorszerkezetet

azonositottam az egérbdl szdrmazo6 tumoros szovetminta N-glikomjabol.

Az intakt, formalinnal fixalt ill. FFPE mintak kozott mindossze harom struktara esetén
tapasztaltam eltérést, és ezen esetekben is csak mennyiségit: ezen csacsok mindegyike 3x
nagyobb mértékben jelent meg formalinnal fixalt allapotban, mint a kontroll mintanal. A
% volt. A harom struktira olyan monoszialo oligoszacharid, melyben a szialsav egységek
a(2,6) kotéssel kapcsoldodnak, €s hdrom olyan diszialo struktardbdl szdrmaznak, melyek a

fixalas soran elveszitették az egyébként ismerten labilisabb o(2,3) kotott szialsav egységeiket.

3.2 Egérbdl szarmazo FFPE minték glikanjainak analizise

Mivel el6z6 vizsgalataim eredményei azt sugalltak, hogy a formalin fixalas és a paraffinba
agyazas nincs szignifikans hatassal a glikoproteinek karbohidrat részére, a kovetkezdkben

kiterjesztettem a teljes N-glikan profil meghatarozast kiillonb6zé egér szervekbdl szarmazo
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FFPE szovetmintakra és az azokban talalt struktarak pontos azonositasara. Ezen kisérleteimhez
a kovetkezé formalin fixalt és praffinba agyazott egér szerveket hasznaltam: tiidot, agyat,
szivet, 1épet, majat, vesét ill. belet. A kiillonbozd tipusu szovetmintak eltérd N-glikan profilt
mutatnak, ami ennek megfeleléen specifikusnak tekintheté az adott szovetre nézve. A
Hovatovabb, az egyes szervek szovetei kiilonb6z6 aranyban tartalmaznak magas, valamint

alacsony szialsav tartalmil, ill. kiilonb6z6 mérettartomanyba es6 neutralis struktarakat.

Ahhoz, hogy teljes biztonsaggal meggyd6zddjiink arrol, mely struktarak adjak az egyes
szovetekre jellemzé N-glikan profilt oligoszacharid szekvenalas volt sziikséges, a glikanok
cukor épitéelemeinek és azok kotés tipusanak meghatarozasahoz. A vizsgalatot exoglikozidaz
matrix emésztéssel végeztem el a fentebb leirt médon. Elséként a tiidobol szdrmazod N-

glikanokat vizsgaltam, amiben 16 kiilonb6z6 N-kotott oligoszacharidot hataroztam meg.

A tiid6 szovetmintdjan elvégzett kisérletek alapjan a tobbi FFPE egér szervbdl szarmazé
APTS-el jelolt, tisztitott N-glikan profilok egyes oligoszacharidjainak azonositasat is

elvégeztem exoglikozidaz enzimes szekvenalassal és online adatbazis igénybevételével.

3.3 A cukorprofil véltozasa a halal bealltatdl a fixalasig

Munkam harmadik részében arra kerestem a valaszt, hogy van-e dsszefliggés a cukor strukturak
total N-glikdn profilban valo eléforduldsdnak aranya és a mintavételtdl a fixalasig eltelt
idotartam kozott. A kisérletekhez egérbdl szarmazo agy és tiid6 szovetmintat hasznaltam.
Egyértelmiien megfigyelheté volt egy olyan tendencia, miszerint a szidlsavas struktarak
érzékenyen reagalnak arra, ha sokéig szobahOmérsékleten allnak a fixalas eldtt. A szialsav
egységek minden esetben az oligoszacharidok fehérjéhez vald kapcsolodasatdl (vagy a
fluorofér csoporttdl) legtavolabb helyezkednek el és gyakran a hdmérséklet novelésekor
enzimatikus emésztés nélkiil is lehasadhatnak. Ezzel magyarazhatd, hogy a halal bealltakor

kozvetleniil feldolgozott szovetminta érizte meg ezen strukturakat a legnagyobb mértékben.

Erdekes modon, tid6 szévetmintanal nem tudjuk ezt a szabalyossagot egyértelmiien
bizonyitani. Magyarazhat6 ez azzal a ténnyel, hogy nem azonos strukturak alkotjak a két szovet
N-glikan profiljat. Mindazonaltal kijelenthetem, hogy nagyon sok olyan N-oligoszacharidot
Oriznek meg a korhazakban és kutatointézetekben tarolt FFPE mintdk, melyek fontos

informaciot rejthetnek a glikobiomarkerek felfedezése szempontjabol.



4. Osszefoglalas

Az el6 sejtek feliiletét gazdagon boritjak kiilonféle szénhidratlancok, melyek a
glikokonjugatumok részeként fontos funkcidkat latnak el a szervezet és a sejt életében. A
¢lettartamat, kozremiikodhetnek a sejt-sejt kdlcsonhatasokban tovabba receptorai lehetnek
kiilonb6z6 lektineknek vagy antitesteknek. A glikomika tudomanya a szénhidratok felépitését
¢és funkcioit vizsgalja. Mivel az oligoszacharidok megvaltozhatnak betegségek hatasara,
alkalmazhatdak biomarkerként. Az FFPE mintak jo alternativat jelenthetnek a friss/fagyasztott
mintakkal szemben, konnyebb ¢és hosszabb ideig valé eltarthatosaguk miatt. Az FFPE mintakat
tobb kevesebb sikerrel alkalmaztak a genomika teriiletén nukleinsavak izolalasara, melyeket
azutan génexpresszios analizisre hasznaltak, valamint a proteomika teriiletén Western blotting
analizisre, forditott fazisi fehérje array-re és tomegspektrometriai kutatasokra is. Vizsgalataim
soran megallapitottam, hogy a fehérjékhez kotott szénhidratok nem valtoznak formalin fixalas
hatasara, igy glikomikai kutatasokban is felhasznalhatok. Eddig féleg MSI (mass spectrometry
imaging) technikat hasznaltak az FFPE mintak glikozilaciojanak vizsgalatara. Azonban ez a
technika annak ellenére, hogy egyszerre nagy szamu kiilonb6z6 anyag detektalasara és
meghatarozasara alkalmas, nem tud kiilonbséget tenni az egyes kotési és pozicionalis izomerek
kozott, melyeknek fontos élettani szerepiik, és ennek megfeleléen biomarker jelentségiik lehet,
ezenfeliil nagy mennyiségli mintat igényel, mivel viszonylag kis érzékenységgel bir. A
kapillaris elektroforézis modszer ellenben olyan nagy felbontasu technika, mellyel lehetové
valik az elObbiekben emlitett izomerek ¢és anomerek elvalasztdsa is. Lézer indukalt

fluorescenciaval alkalmazva nagyfokt érzékenységet érhetiink el.

Dolgozatomban azon kérdésekre kerestem a valaszt, hogy 1) megvaltozik-e a
glikoproteinek oligoszacharid szerkezete formalinnal vald fixalds és paraffinba agyazas
hatasara, valamint, hogy 2) lehetséges-e az FFPE szdvetmintdkbol teljes glikanprofil
meghatarozasa ill. az egyes cukorstruktirdk azonositdsa. Munkdam soran standard
glikoproteineken, humén szérumon ill. egérbdl szdrmazdé tumoros szovetmintan végzett
kisérleteimmel sikeriild specidlis szialsavas szerkezettdl eltekintve nem véltoztatja meg a
cukorprofilt. Az FFPE egér szovetmintak glikomikai analizise soran a kiilonb6z6 szovetekbdl
kinyert N-kotott glikanok a szovettipusokra jellemz6 glikozilacios profilt adtak. Az egyes
szovetmintdkban taldlhatd glikdnok pontos szerkezetmeghatarozasat exoglikozidaz matrix

emésztéssel oldottam meg. Megallapitottam, hogy az FFPE mintak alkalmasak az N-glikanok



kapillaris elektroforetikus analizisére lézer indukalt fluorescens detektalassal. A jovoben a
mintaeldkészitési modszerek fejlesztésével kisebb anyagmennyiségekbdl is lehetové valna a
cukorstrukturak azonositdsa, valamint nagyobb mintaszammal el lehet végezni a mddszer

analitikai validalasat.
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