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1. Bevezetés és célkitűzés 

 

Napjainkban egyre nagyobb az igény a különböző daganatos megbetegedések 

korai felismerésére és diagnózisára. Ehhez olyan biomarkerekre van szükség, melyekkel 

pontosan meghatározhatók a különböző betegségek és azok stádiumai. Doktori 

tanulmányaim során a Debreceni Egyetem Általános Orvostudományi Kar Molekuláris 

Medicina Kutatóközpontjához tartozó Horváth Csaba Elválasztástudományi 

Laboratóriumban az élő szervezetben fontos szerepet játszó szénhidrátok kapilláris 

elektroforetikus analízisével foglalkoztam. A biomarkerkutatáshoz felhasználható minták 

gyűjtése sok esetben hosszadalmas, akár éveket is igénybe vehet. Erre a problémára 

jelenthetnek megoldást a kórházakban/klinikákon készített és hosszú ideig tárolt 

formalinnal fixált, paraffinba ágyazott (FFPE) szövetminták, melyek nagy számban 

állnak a kutatók rendelkezésére. A növekvő igény az archív minták felhasználására az 

analízis módszerek fejlődését indukálta. Eddig leginkább az LC/MS és MALDI 

technikákat alkalmazták a vizsgálatokhoz. Legjobb tudomásom szerint a mi 

kutatócsoportunk volt az első, aki CE-LIF (kapilláris elektroforézis lézer indukált 

fluorescenciával) módszert használt FFPE minták glikánprofiljának analíziséhez. Először 

azt kívántam tesztelni, hogy a fixálás okoz-e szerkezeti változást a szénhidrátokban. 

Ehhez a formalinnal fixált paraffinba ágyazott glikoproteineket, humán szérumot majd 

egérből származó tumoros szövetmintákat PNGase F emésztésnek vetettem alá, majd a 

kinyert cukrokat fluoreszcensen jelöltem (aminopiréntriszulfonát, APTS festékkel), majd 

CE-LIF módszerrel vizsgáltam.  

Dolgozatom célja bemutatni, hogy 1) a glikoproteinek aszparaginhoz kötött (N-

linked) oligoszacharid része nem változik meg formalinnal való fixálás és paraffinba 

ágyazás során, valamint, hogy 2) FFPE szövetmintákból meghatározható a szövetre 

jellemző teljes glikánprofil ill. azonosíthatók az egyes cukorstruktúrák. 
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1 Oligoszacharidok a biológiai rendszerekben 

2.1.1 A glikoziláció típusai 

 

A szénhidrátokról alkotott elképzeléseink az elmúlt néhány évtizedben jelentősen 

átértékelődtek: sokáig csak vázanyagként (cellulóz és kitin), energiaforrásként 

(keményítő és glikogén) vagy a nukleinsavak alkotóiként tartották számon őket. Mára a 

glikomika tudományának köszönhetően, fény derült a szénhidrát-szénhidrát, szénhidrát-

fehérje valamint a szénhidrát-nukleinsav kölcsönhatások jelentős részére és azok fontos 

élettani jelentőségére. A különböző glikoformák fontos szerepet játszanak a biológiai 

folyamatokban. Ilyenek például a vírusfertőzés folyamata, a szignáltranszdukció, a 

gyulladásos folyamatok, sejt-sejt, valamint baktérium-gazdasejt kölcsönhatások, a 

fertilitás és fejlődés. A komplex cukormolekulák makro-és mikroheterogenitása azonban 

lényegesen nagyobb kihívást jelent a kutatók számára, mint a fehérjék és a nukleinsavak 

esetén. A cukorszerkezetek gyakori elágazási és kapcsolódási diverzitásának 

következményeként a szénhidrátoknak a legnagyobb a strukturális komplexitásuk a 

biopolimerek között.  

A szénhidrátok polihidroxi-aldehidek és –ketonok ill. ezek származékai. Kémiai 

tulajdonságaik és felépítésük alapján három csoportjuk különböztethető meg. A 

monoszacharidok általában 3-6, ritkán 7 vagy 8 szénatomot tartalmazó cukrok. Az 

oligoszacharidok 2-10 monoszacharid egységből álló, glikozidos kötéssel 

összekapcsolódó összetett szénhidrátok. A poliszacharidok több száz vagy ezer, 

monoszacharid egységből felépülő lineáris vagy elágazó láncú makromolekulák, melyek 

egyforma vagy különböző monoszacharidokból is állhatnak. Az oligoszacharidok 

számtalan élettani szerepet töltenek be a glikokonjugátumok hidrofil részeként. 

A glikokonjugátum kifejezés olyan makromolekulák leírására használható, 

melyek fehérjékkel vagy lipidekkel kovalensen kapcsolt mono- vagy oligoszacharidokat 

tartalmaznak. A gliko- előtag valamint a -szacharid és -glikán utótag szénhidrát 

alkotórészek jelentlétére utal az adott glikokonjugátum nevében (például glikoproteinek, 

glikolipidek és proteoglikánok). Ezen biomolekulák szénhidrát komponenseinek többek 

között hatása van a konformációs és proteolitikus stabilitásra, vízkötő képességre. A 
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sejtfelszíni felismerést a közelmúltig protein-protein és protein-szénhidrát 

kölcsönhatásokkal magyarázták. A legújabb kutatások azonban rávilágítottak arra, hogy 

a szénhidrát-szénhidrát interakcióknak rendkívül fontos szerepük van a felismerési 

folyamatokban. Bizonyítást nyert, hogy a sejtfelszíni szénhidrátok meghatározó szerepet 

játszanak a sejtek külvilággal történő kommunikációjában kitüntetett helyzetüknek és 

szerkezeti változatosságuknak köszönhetően. Receptorként és markerként részt vesznek 

a sejt-sejt, valamint a sejt-extracelluláris biomolekula felismerésében és interakcióban. A 

glikoproteinek receptorai lehetnek különböző hormonoknak, enzimeknek, proteineknek, 

valamint kötőhelyet jelenthetnek vírusoknak, baktériumoknak és toxinoknak, továbbá 

nélkülözhetetlenek a sejtek szövetekké szerveződésében. Ezen sejtfelszíni struktúrák 

egyedekre ill. fajokra specifikusak [1], kulcsszerepük van a fehérje feltekeredésében 

(folding-jában) [2] ezáltal az immunológiai folyamatokban. Egyes oligoszacharid 

struktúrák megváltozása számos betegség ill. kóros elváltozás esetén megfigyelhető. 

Például a rákos sejtekre nem érvényes a kontaktgátlás mechanizmusa, ami a sejtfelszíni 

szénhidrátláncok megváltozásával magyarázható [3]. A monoszacharidok, a szénhidrátok 

építőelemei, polifunkciós vegyületek, melyek eltérő gyűrűtagszám, kötéstípus és anomer 

konfiguráció következtében sokkal nagyobb mértékben képesek variálódni, mint a 

polipeptidek vagy polinukleinsavak [4]. 

A glikokonjugátumok egyik, már említett alcsoportja, a glikoproteinek olyan, az 

élő szervezet számára alapvető funkciókkal rendelkező összetett fehérje molekulák, 

amelyek a polipeptid lánchoz kovalens kötéssel kapcsolódó cukor oldalláncokat 

tartalmaznak. A plazmamembránban található glikoproteinek legalább két doménből 

állnak: 1) egy főleg hirdofób aminosavakból álló peptid, mely a lipid kettős rétegbe 

mélyed, valamint 2) egy hidrofil domén, amely a membrán extracelluláris felszínén 

helyezkedik el. Számos membránfehérjének van egy harmadik, citoplazmatikus doménje 

is. A glikoproteinek oligoszacharid oldalláncai az extracelluláris polipeptid doménhez 

kapcsolódnak [5]. A glikoproteineknek alapvetően két fő típusát különböztetjük meg a 

szénhidrát és a polipeptid rész között létrejött kémiai kötés alapján: N-glikozidos kötés 

esetén N-, míg O-glikozidos kötés esetén O-glikoproteinekről beszélünk. Beszámoltak 

még C-típusú kötésről is, de dolgozatomban részletesebben csak az első csoportba tartozó 

proteinek oligoszacharid láncának szerkezetével foglalkozom. 

A glikoproteinekben, a fehérje részhez kapcsolódó N-oligoszacharidok mindegyike 

tartalmaz egy közös, ún. core pentaszacharidot (1. ábra), melynek összetétele: α-D-Man-
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(1→6)-[α-D-Man-(1→3)]β-D-Man-(1→4)-β-D-GlcpNAc-(1→4)-D-GlcpNAc, amely β-

N-glikozidos kötéssel kapcsolódik a redukáló végi N-acetilglükózaminon (GlcNAc-on) 

keresztül a peptidlánc olyan L-aszparaginjának amin nitrogénjéhez, ami az Asn-X-

Ser/Thr konszenzus szekvenciában található, ahol X nem lehet szerin, threonin illetve 

prolin. Az N-glikánoknak három fő csoportját különböztetjük meg a core 

pentaszacharidhoz kapcsolódó monoszacharid egységek alapján: 1) oligomannóz típus, 

2) komplex típus, 3) hibrid típus, amely egyaránt mutatja az oligomannóz típus és az 

komplex típus jellegzetességeit [4, 6].   





Man(ß1-4)GlcNAc(ß1-4)GlcNAc(ß1-N) Asn

Man(  1-6)

Man(  1-3)
 

1.ábra: Az N-oligoszacharidok core pentaszacharidja [4] 

Az N-glikánok szintézise az endoplazmatikus retikulum egy lipidjén, a poliprenol 

dolichol pirofoszfáton kezdődik. A kezdő N-glikán-szerkezet 14 cukor egységből áll: 

Glc3Man9GlcNAc2, melyek co-transzlációs módon, egy blokkban szállítódnak és 

kötődnek az N-acetilglükózaminon (GlcNAc) át az aszparaginhoz a szintetizálódó fehérje 

specifikus N-glikozilációs konszenzus szekvenciáján belül. Az endoplazmatikus 

retikulumban, majd a Golgi-készülékben az N-glikán szerkezet a monoszacharid 

egységek glikozidazos eltávolításával módosul, majd ezt követi a glikozilációs szerkezet 

felépítése a glikoziltranszferázok által az szénhidrát egységek hozzáadásával, mint 

például galaktóz, fukóz vagy sziálsav a komplex N-glikoproteinekben, vagy mannóz 

monomerek hozzáadásával a high mannóz struktúrákban [7]. 

Sok különböző elmélet alakult ki a glikokonjugátumok oligoszacharid egységeinek 

biológiai szerepével kapcsolatban. Ezekkel kapcsolatban három általános alapelvet 

ismerünk: 1) Nehéz meghatározni vizsgálatok nélkül egy adott glikokonjugátum 

oligoszacharid részének funkcióját vagy a szervezetre gyakorolt hatását; 2) Ugyanazon 

oligoszacharid különböző feladatokat láthat el a szervezetben különböző élettani 

helyzetekben vagy fejlődési fázisokban; 3) A specifikus funkciókat gyakran specifikus 

oligoszacharidok vagy szokatlan módosulásaik határozzák meg. Az ilyen szokatlan 

oligoszacharid szekvenciák kedvelt célpontjai a patogén toxinoknak és 

mikroorganizmusoknak. A gazdasejt és a patogén mikroorganizmus között fennálló 



9 

 

interakciók következtében a sejtfelszíni cukroknak sok fajon belüli és fajok közötti 

variációja alakult ki. Az oligoszacharidok funkcióinak közös jellemzői a specifikus 

felismerő elemeik és a biológiai folyamatokra gyakorolt modulációs hatásuk [8]. 

A glikoziláció típusai közül az N-aszparagin kapcsolású cukorláncok 

enzimatikusan vagy kémiai úton távolíthatók el a glikoziláció természetes variánsainak, 

valamint a genetikai mutánsok viselkedésének tanulmányozása céljából [9]. A fehérjék 

glikozilációjának megváltozása különböző hatással lehet a fehérjére: a következmények, 

a részfunkciók elvesztéséig vagy akár a fehérje teljes megváltozásáig terjedhetnek. 

Továbbá a  hatások különbözhetnek az egyes fehérjéknél in vivo és in vitro állapotban 

megfigyelt funkciókban. Például az eritropoietinnél a deszializáció és/vagy a kevéssé 

elágazó oligoszacharidok megjelenése in vitro az aktivitás növekedéséhez, de in vivo épp 

ellenkezőleg, az aktivitás csökkenéséhez vezethetnek [10]. Továbbá például a 

granulocyta/makrofág  kolónia stimuláló faktor (GM-CSF) esetében a kisebb mértékű 

glikoziláció hatására a receptor kötődés és az aktivitás fokozatos növekedése következik 

be, viszont nő az antigenicitás és a nem glikolizált forma gyorsan kiürül [11].  

2.1.2 N-glikánok biológiai funkciói 

 

Célom az N-kötött oligoszacharidok azon funkcióinak összefoglalása, melyeket még csak 

néhány évtizede ismer a tudomány. A sejthártyába beékelődő fehérjékhez sok esetben 

szénhidrát láncok kapcsolódnak, melyek a sejtek közötti tér felé eső oldalon 

helyezkednek el, így aszimmetrikussá teszik a sejthártyát.  

2.1.2.1 Immunfunkció 

Az N-glikánok fontosságát elsőként a vércsoportok felfedezése tanúsította. Az AB0 

vércsoport antigéneket Karl Landsteiner és munkatársai írták le a 20. század elején. 

Kutatásuk eredményeként az embereket különböző csoportokba osztották a 

szérumfaktorok jelenlétének vagy hiányának megfelelően, amelyek a más emberektől 

izolált vörösvérsejteket agglutinálták (irreverzibilisen kicsapták). Ma már tudjuk, hogy 

ezek a szérumfaktorok antitestek, az antigének pedig glikán epitópok. Az AB0 antigének 

a vörösvértestek membránjának glikoproteinjein szintetizálódnak és polimorfizmusuknak 

fontos orvosi következményei vannak. Az újszülött immunrendszere IgM antitesteket 

termel az AB0 antigének ellen. A 0 vércsoportúak nem szintetizálnak A vagy B 

antigéneket, viszont a vérben IgM antitestek (izoagglutininek) keringenek az A és B 
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vércsoport antigének ellen. B vércsoport esetén IgM anti-A izoagglutininek vannak jelen 

az A vércsoportot meghatározó antigén ellen, de a szervezet nem termel izoagglutinint a 

B antigén ellen. Ezzel szemben az A vércsoportú személytől származó szérumok anti-B 

antitesteket tartalmaznak. Az AB vércsoporttal rendelkezők viszont nem termelnek anti-

A vagy anti-B IgM izoagglutinint, mert a vörösvértestek felületén mind az A, mind a B 

antigén megjelenik [6]. 

A glikoproteinek oligoszacharid része védelmet nyújthat a polipeptid láncnak 

proteázok vagy antitestek általi felismerése ellen [12]. Ez a glikokonjugátum burok az 

egész sejtet beborítja, úgynevezett glikokalixot hozva létre.  

Néhány oligoszacharid a mikrobiális és immuntámadások elhárításában vesz részt. 

Például egy O-acetilészter kapcsolódása a terminális sziálsavhoz megakadályozza a 

patogén influenza A vírus kötődését az oligoszacharidhoz, mintegy álcázva azt [13]. 

Hasonlóképpen, ha a Tn antigénhez galaktóz vagy sziálsav egység kapcsolódik, 

megszűnik autoimmun reaktivitása [14]. Az oligoszacharid szekvenciák 

mikroorganizmusok és paraziták elleni védelemben is szerepet játszhatnak. Például, 

mikor a patogén mikroorganizmusok megkísérelnek áthatolni a mucosa-membránon, 

először oligoszacharid ligandumaik az oldható mucinokhoz kapcsolódnak. Ebben az 

esetben úgy lehet őket eltávolítani, hogy a mukozális sejtek érintetlenek maradnak [15]. 

Így a gazdasejt szerencsésen a maga javára fordította a patogén receptor specifitását. Az 

állati szervezetek és mikroorganizmusok között létrejövő szimbiotikus kapcsolat 

kialakításában és fenntartásában nagyon gyakran oligoszacharidok is szerpet játszanak. 

Néhány kommenzalista bélbaktérium az állatokban [16] és néhány gyökérgümőképző 

baktérium a növényekben [17], specifikus cukorstruktúrákkal tudja szabályozni 

kapcsolódását a gazdasejt sejthártyájához. A szimbiózis során az oligoszacharidok által 

megvalósuló együttműködés előnyös mindkét résztvevő élőlénynek [18].  

2.1.2.2 Strukturális funkció 

Az oligoszacharid egységek további jól ismert funkciója, hogy részt vesznek a fehérje 

szintézisben a durva felszínű endoplazmatikus retikulumon (ER), továbbá a fehérje 

oldhatóságának és konformációjának ezutáni fenntartásában. Így sok fehérje, mely 

hibásan glikozilálódott, nem megfelelően szintetizálódott és/vagy nem távozott az 

endoplazmatikus retikulumból, degradálódik [19]. 
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Az extracelluláris mátrix glikokonjugátumai különböző hatással vannak a sejt 

életére [6]. Ezzel meghatározzák a sejtfelszín és a fehérjék töltését, így befolyásolják a 

sejt-sejt kölcsönhatásokat és a különböző szekrétumok viszkozitását. Például a laminin 

oligoszacharid polilaktózamin láncai és béta-galaktóz egységei egy béta galaktózt 

specifikusan kötő lektinhez kapcsolódva részt vesznek a mátrix struktúrájának 

kialakításában [20, 21].  

2.1.2.3 Receptor funkció 

Az oligoszacharidok receptor funkciót láthatnak el vírusokkal, baktériumokkal és más 

parazita ágensekkel, továbbá sok növényi és bakteriális toxinnal szemben, valamint 

antigénként funkcionálnak autoimmun és alloimmun reakciók esetén. Ez utóbbi 

önvédelmi reakció, mely azonban transzplantáció esetén szövődményt okozhat, mivel 

vagy a gazda szervezet reagál idegenként a beültetett szervre, vagy a szerv kezd el 

ellenanyagot termelni a gazdaszervezet ellen. Alloimmun eredetű vetélés jöhet létre, ha 

az anya szervezete különösen elutasítóan reagál a magzat sejtjeire vagy nem megfelelően 

működnek az ilyen válaszok gátló mechanizmusai [22]. Általában a kapcsolódó ágens 

specifikus az oligoszacharid szekvenciájára. Például az influenza virális hemagglutininja 

felismeri a sziálsav egység modifikációit és ,hogy milyen kötéssel kapcsolódik a többi 

oligoszacharidhoz [13]; míg a kolera toxin nagy specifitással kötődik a GM1 

gangliozidhoz [23]. A részlegesen degradálódott vagy nem teljesen szintetizálódott 

oligoszacharidok, mint a Tn antigén, idegen anyagként viselkedhetnek az emberi 

szervezetben [14]. A specifikus oligoszacharidokat sikerrel alkalmazzák a cukorláncok 

expressziójának vizsgálatakor. 

A glikoziláció alapjaiban befolyásolhatja a fehérjék kölcsönhatásait 

ligandumaikkal és receptoraikkal. A növekedési faktorok néhány sejthártya-receptora 

glikoziláció révén nyeri el funkcióját. Ez azért szükséges, hogy az újonnan 

szintetizálódott receptor, ne kötődjön a növekedési faktorhoz, míg el nem jut rendeltetési 

helyére, a sejthártyába. Ezzel a késleltetéssel a szervezet elkerüli az egyazon sejtben 

termelődő receptor és növekedési faktor idő előtti kötődését [24, 25]. A ligandum 

glikozilációja is szabályozhatja a működést. Ennek egyik példája a humán ß chorion 

gonadotropin hormon (ß-HCG),  melynek szekréciójára gátló hatást fejt ki az, ha az α 

alegység egyik glikozilációs helyét eliminálják [26]. 
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2.1.2.4 Szabályozó funkció 

A glikoziláció befolyásolhatja sok növekedési faktor vagy hormon biológiai aktivitását. 

Például a granulocyta/makrofág kolónia stimuláló faktor (GM-CSF) aktívabb nem 

glikozilált formában, ami rekombináns technológiával állítható elő. Azonban a GM-CSF 

természetben előforduló glikozilált változata alapvető különbségeket mutat a 

rekombinánshoz képest a kötődési affinitásban és a szignáltranszdukcióban [11]. E 

funkció másik kitűnő példáját szolgáltatják az immunglobulin szupercsaládba tartozó 

neurális sejtadhéziós molekulák (N-CAM), melyek valójában olyan molekulacsoportok, 

melyeket öt immunglobulin domén alkot. Ezen domének egyike a membránból 

extracellulárisan kinyúlik, ennek segítségével az N-CAM molekulák egymáshoz 

tapadnak homofil kötődést létrehozva (ha más szerkezetű sejtfelszíni fehérjékhez 

kötődnek, heterofil kötődésről beszélünk). Az N-CAM-ot alkotó fehérjékre 

poszttranszlációsan polisziálsav láncok (szénhidrátláncok) kerülnek, melyek embrionális 

korban negatív töltésük miatt csökkentik a homofil kötődés erősségét [27]. Az életkorral 

a polisziálsav láncok hossza változik. Felnőtt korban sokkal rövidebbek. Így a felnőtt N-

CAM képes hatékonyabb homofil kötődésre, feltételezhetően azért, mert nincs szükség 

olyan nagymértékű plaszticitásra, mint egy fejlődő idegrendszer esetében, valamint 

felnőtt korban a stabilabb szöveti szerkezetet biztosító erősebb sejtek közötti kapcsolat az 

előnyösebb [28]. 

Bizonyos esetekben a receptor fehérjék funkcióját és a fehérje-ligandum 

kölcsönhatásokat nem a fehérjék vagy ligandumok oligoszacharidjai állítják be, hanem 

más szomszédos struktúrák. Például egyes növekedési  faktorok receporait gangliozidok 

szabályozzák. A gangliozidok a receptor fehérjéktől elkülönülve helyezkednek el. Az 

epidermális növekedési faktor (EGF) receptor és az inzulin receptor tirozin foszforilációs 

aktivitását befolyásolja a gangliozid megjelenése a membránban [29, 30]. Fontos 

megjegyezni, hogy gangliozidok esetén a specifikus oligoszacharid szekvencia 

lényegesebb, mint a töltés vagy a méret. További példa egy fehérjéhez kötött 

oligoszacharid szabályozó funkciójára, a heparinmolekula esete. Ez a molekula irányítja 

a természetes antikoaguláns antitrombin III reakcióját. A rendkívül specifikus 

heparinszekvencia kötődése az antitrombin III-hoz erős antikoagulánssá alakítja azt [31]. 

A vérárammal kapcsolatban lévő endothél sejtek felületén található 

heparinszekvenciáknak feltételezhetően alapvető antitrombogén szerepük van [32]. 
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Az oligoszacharidok befolyásolhatják néhány élettani szempontból jelentős 

molekula sejtben történő felhasználását. Például néhány növekedési faktor in vivo 

specifikusan kötődik glükózaminoglikán láncokhoz. Ezen glükózaminoglikán láncokat 

immobilizálva, affinitás kromatográfiával tisztítani lehet az adott növekedési faktort. A 

specifikus kötődés megakadályozza a faktor sejtközötti térbe történő diffúzióját, mivel 

ehhez stimulálásra van szükség. Továbbá a kötődés a glükózaminoglikánhoz megvédi a 

növekedési faktort a nem specifikus proteolízistől, így meghosszabbítva annak aktív 

életét [33]. Hasonló feladatokat látnak el a szekréciós szemcséken található 

glükózaminoglikán-láncok is, a védelem mellett a kötődés szabályozza alapvető 

funkcióikat is [34].  

A glikoproteinek oligoszacharid része képes a hormonokéhoz hasonló hatást 

kifejteni és ezzel befolyásolni különböző szervek működését. A legjobban ismert példák 

a paradicsomban és burgonyában [35] leírt oligoszacharidok, amelyek specifikus 

membránfehérjék foszforilációját indukálják. Továbbá in vitro a szabad magas 

mannóztartalmú láncoknak immunszupresszív hatásuk van az emlősök szervezetére. 

Viszont a szabad heparin-fragmentek, melyek pl.: simaizom vagy endothél sejtekből 

szabadulnak ki, a sejtek növekedését gátolják. Ezen hatásukat valószínűleg ma még nem 

ismert receptorokhoz való kötődés útján fejtik ki [36].  

2.1.2.5 Sejtek között kapcsolatban játszott szerep 

Az oligoszacharidoknak fontos szerepük van a sejten belüli és a sejtek közötti 

transzportban is. A legjobban ismert példa a sejten belüli szállító funkcióra a mannóz-6-

foszfát egységet tartalmazó oligoszacharidok szerepe a lizoszomális enzimek 

eljuttatásában a végső rendeltetési helyükre, a lizoszómába. A hibás foszforiláció olyan 

emberi megbetegedéseket okozhat, mint az I-sejt kór (örökletes anyagcserezavar, mely 

csontelváltozásokaat és mentális retardációt okoz) [37] és a pszeudo-Hurler polidisztrófia 

(lizoszomához kapcsolódó betegség, amely szorosan összefügg az I-sejtes betegséggel) 

[38]. Ezek megjelenését a lizoszómális enzim sejtekbe történő eljutásának hiánya jelzi. 

Viszont néhány alacsonyabbrendű eukariótánál és az emlősök néhány sejttípusánál sem 

feltétlen szükséges a mannóz foszfát a lizoszomális enzimek forgalmában [39].  

A szénhidrát-szénhidrát kölcsönhatások fontos szerepet játszanak a sejt-sejt 

interakciókban és az adhézióban. Ezen kölcsönhatások viszont kevés esetben figyelhetők 

meg jól. A szelektin családba tartozó molekulák receptor-ligandum típusú kapcsolattal 
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segítik elő különböző sejtek funkcionális kölcsönhatását. A felismeréshez szialilált, 

fukozilált szénhidrátláncok (szialil Lewis-x és a szialil Lewis-a) szükségesek [40]. A 

felismerésben szerepet játszó oligoszacharidok meghatározott pontokon helyezkednek el 

a glikokonjugátumon belül. Nemrégen fedezték fel, hogy az oligoszacharidok, melyek 

nagyon közel helyezkednek el egymáshoz, a polipeptidláncon klaszteres szacharid-foltot 

képeznek a specifikus felismeréshez [41]. Ez specifikus felismerő markerként működhet. 

Továbbá az oligoszacharidok módosításával, mint a szulfatálás, egyedi kötőhelyek 

hozhatók létre. Korábban már bizonyítást nyert, hogy a spermium kapcsolódása a 

petesejthez egy, a zona pellucida glikoproteinjén található oligoszacharidon (ZP3) 

keresztül történik, valószínűleg a hártya ß-galaktoziltranszferázzal való kölcsönhatása 

révén [42]. További példák a sejt-sejt kötődésre az olyan specifikus szénhidrátok, mint a 

CD44, a makrofág szialoadhezin és a B-sejt lektin (CD22ß) [43].  

A glikokonjugátumok szénhidrát struktúráinak expressziója függ attól, hogy milyen 

szövetben vagy a fejlődés mely időszakában jelenik meg. Ezen túl még az azonos 

struktúrák is sok különböző funkciót láthatnak el egy adott élőlényben. Például a 

lizoszomális enzimek mannóz-6-foszfáttartalmú oligoszacharidjai az enzimek 

lizoszómába juttatásában játszanak szerepet [44]. Azonban más fehérjéken is találhatók 

mannóz-6-foszfáttartalmú oligoszacharidok, beleértve a proliferint [45], tiroglobulint 

[46], az EGF receptort [47] és a transzformáló ß növekedési faktor (TGF-ß) prekurzorát 

[48]. Ezen megfigyelések alapján lehetséges, hogy ezeknek az oligoszacharidoknak más 

biológiai szerepeik is legyenek. A szialilált, fukozilált laktózaminok pedig kritikus 

funkciót látnak el a szelektinek általi felismerésben [40], de sok olyan szövettípusban is 

megtalálhatók, ahol a szelektinek nem jelennek meg. A polisziálsav-láncok, melyek 

fontos szerepet játszanak az embrionális N-CAM-ban (neutrális sejt adhéziós molekula) 

[28], több típusú fehérjén is megtalálhatók, a petesejt kocsonyás burkának egyik 

fehérjéjétől egy nátrium-csatorna fehérjéig [49]. 

A glikokonjugátumok fajspecifikus variációi azt eredményezik, hogy néhány 

oligoszacharid csak bizonyos élőlényekben van jelen. Például különböző emlős fajokban 

a vörösvértestek glikolipidjei eltérhetnek mind a glikokonjugátumok elsődleges 

szekvenciájában, mind pedig a sziálsavak típusában [50]. A gamma-glutamil 

transzpeptidáz N-glikozilációja jelentősen eltér különböző fajok esetén [26]. Nagy 

valószínűséggel a fehérjék glikozilációjának eltérése is szerepet játszik a fajok között 

megfigyelt morfológiai és funkcionális szempontból jelen lévő különbség létrejöttében. 
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Az ilyen eltérések miatt lehetséges, hogy különböző fajokra nézve a patogének eltérő 

szelekciós nyomást eredményeznek, vagyis a különböző túlélési esélyek és szaporodási 

képesség miatt a genotípusok nem egyenlő mértékben jelennek meg az utódgenerációban, 

ennek eredményeképpen pedig megváltozhat a populációk genetikai összetétele az 

egymást követő nemzedékek során.  

A glikozilációnak azonban a fajok közötti variáció mellett vannak fajon belüli 

eltérései is. A glikoziláció genetikai polimorfizmusait, melyek vércsoportokként 

ismertek, a vértranszfúzió elterjedésekor fedezték fel [6]. A vörösvérsejtek és májsejtek 

sziálsavas struktúrái között is megfigyeltek egyedek közötti polimorfizmusokat egér- és 

kutyatenyészetekben [51]. A megfigyelt polimorfizmusok fontosabbak vadon élő 

egyedeknél, ahol szelekciós előnyt jelenthet a néhány mikroorganizmus vagy más 

mérgező ágens elleni védelem a populáció azon részének, amelyik termeli a specifikus 

oligoszacharid struktúrát. Néhány esetben azok a patogének, melyek miatt létrejött az 

adott polimorfizmus, már eltűntek a környezetből, de a polimorfizmus megmaradt. 

Az oligoszacharidok terminális szekvenciái, szokatlan struktúrái és modifikációi 

valószínűleg specifikus biológiai szerepeket irányítanak. A magas mannóztartalmú 

oligoszacharid struktúrákat nemcsak a lizoszomális enzimeken azonosították, hanem az 

emlősök immunoglobulin M-jétől (IgM) a növények lektin szójabab agglutininjáig [52] 

számtalan fehérjén. Ez alapján feltételezhetnénk, hogy az ilyen általánosan elterjedt 

struktúra nem valószínű, hogy specifikus biológiai funkciókat szabályoz. Viszont a 

mannóz egységek foszforilálásával létrejövő foszfomannozil marker irányítja a glikozilált 

enzim bejutását a lizoszómába. Másik példa a heparin/heparan diszacharid, melynek 

ismétlődő egységei specifikus ligandumokká alakulnak át epimerizációval és 

szulfatációval az antitrombin III molekulán vagy a fibroblast növekedési faktoron (bFGF) 

[53]. Hasonló funkciót látnak el a korábban már említett polisziálsav láncok vagy a 

sziálsavak O-acetilálása is. 

Legtöbb esetben a terminális vagy külső cukroknak és modifikációiknak van fontos 

szerepe az életfontosságú kölcsönhatásokban. Ezen struktúrák, amelyek specifikus 

biológiai szerepekben vesznek részt, sok esetben a gazda-patogén kapcsolat hatására 

változnak. Azonban lehetséges, hogy ugyanazon módosítás a szervezet különböző részein 

más funkciót tölt be. Például míg a sziálsavak O-acetilációja a mukozális felszíneken 
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védő szerepet játszik a gazda-mikrobiális kölcsönhatásokban [54], az O-acetiláció az agy 

fejlődési folyamataiban is fontos szerepet tölt be [28].  

Az oligoszacharidok számtalan funkciót betölthetnek az emberi szervezetben: ezen 

funkciók közös jellemzője, hogy irányítják és szabályozzák a felismerési folyamatokat, 

ezzel részt vesznek a funkcionális diverzitás létrehozásában, melynek szerepe van a 

különböző sejtek, szövetek, szervek és fajok fejlődésében és evolúciójában. A genomban 

mintegy 600 gén hozza létre ezt a diverzitást. A viszonylag kis számból adódik, hogy egy 

adott gén által kódolt oligoszacharid sokféle funkciót tölthet be különböző szövetekben 

és a fejlődés különböző szakaszai során. Az oligoszacharidok kutatásának nehézsége, 

hogy még a teljes struktúra és bioszintézis ismerete mellett is nehéz következtetni az adott 

szénhidrát specifikus funkcióira.  

2.1.3 Az N-glikánok analízise 

 

A glikoanalitikai módszer kiválasztása nagyban függ a vizsgálandó karbohidrát 

mennyiségétől, tisztaságától és a forrástól (pl: szövetminta vagy sejtvonal), amelyből 

izolálták. A lehetséges elválasztási technikák összefoglalása az 1. táblázatban látható. 
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A technika 

megnevezése 
Leírása Használata Érzékenység Referencia 

FACE: fluorofór 

asszisztált szénhidrát 

elektroforézis 

Elektromos erőtérben a 

minta komponensei 

különböző sebességgel 

haladnak a magas 

koncentrációjú 

poliakrilamid gélben. 

Jelölt mono- és 

oligoszacharidok 

elválasztására, 

azonosítására és 

kvantifikálására alkalmas. 

alacsony pmol [55] 

GLC vagy GC: 

gáz (-folyadék) 

kromatográfia 

Gázfázisú 

kromatográfiás 

technika a minták 

illékony 

származékainak 

elválasztására. 

Cukrok felépítő 

egységeinek és kötéseinek 

meghatározása. Általában 

MS-sel összekapcsolva. 

<100 pmol [56] 

HPAEC-PAD: magas 

pH-n anioncserélő 

kromatográfia 

pulzáló 

amperometrikus 

detektálással 

Ioncserélő 

folyadékkromatográfiás 

eljárás, mely magas 

pH-n valósul meg, ami 

a cukroknak töltést 

biztosít. 

Mono- és oligoszacharidok 

elválasztására, 

azonosítására és 

kvantifikálására alkalmas 

származékképzés nélkül. 

alacsony pmol [57] 

HPLC: magas 

nyomású 

folyadékkromatográf

ia 

Analitikai vagy 

preparatív 

elválasztásokra 

szolgáló eljárás. 

A legtöbb glikán alosztály 

és glikokonjugátumok 

elválasztására alkalmas 

módszer, ha szükséges, 

MS-sel kapcsolva. 

fmol [58] 

SDS-PAGE: Na-

dodecil-szulfát 

poliakrilamid 

gélelektroforézis 

Gélelektroforézis, mely 

a fehérjéket 

molekulatömegük 

alapján választja szét. 

Glikoproteinek 

jellemzésére használható. 

fmol • [59] 

PAS: időleges sav-

Schiff reakció 

Cukrok kolorimetriás 

meghatározására 

szolgál. 

Glikánok általános 

detektálása  

fmol [60] 

NMR: mágneses 

magrezonancia 

spektrometria 

1D NMR 

spektroszkópia 

Monoszacharidok 

számának és anomer 

konfigurációjának 

detektálására alkalmas. 

nmol [61] 

COSY; TOCSY; 

NOESY; ROESY; 

HMBC; HSQC 

2D NMR 

spektroszkópiai 

eljárások 

Glikánok anomer 

konfigurációja és 

szekvencia analízisére 

használható. 

nmol [62] 

MALDI: mátrix 

asszisztált lézer 

deszorpció és 

ionizáció 

MS ionizációs technika. 

Glikánok és 

glikokonjugátumok 

tömegének 

feltérképezésére szolgáló 

módszer. 

pmol [63] 

ESI-MS: 

elektrospray 

ionizációs 

tömegspektrometria 

MS ionizációs technika. 

Glikánok és 

glikokonjugátumok 

molekulatömegének és 

szekvenciájának 

analízisére szolgál. 

fmol [64] 

CAD-MS/MS: 

ütköztetéssel aktivált 

disszociációs 

tandemtömegspektro

metria 

Tandem MS módszer, 

melynél az ionok inert 

gázban való ütköztetés 

során fragmentálódnak. 

A glikánok vagy 

glikokonjugátumok  

szekvencia analíziséhez 

használható.  

pmol [65] 

 

1. táblázat: Glikánok és glikokonjugátumok vizsgálatára szolgáló módszerek [6] 
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Kapilláris elektroforézis (CE) során a töltéssel rendelkező részecskék valamilyen 

háttér elektrolitban (puffer/gél) elektromos erőtér hatására vándorolnak 

töltés/hidrodinamikus-térfogatuknak megfelelően egy általában 25-100 µm belső 

átmérőjű kapillárisban. Az elektroforézis technikáját Arne Tiselius, svéd biokémikus 

alkalmazta elsőként 1937-ben, melyért 1948-ban Kémiai Nobel-díjat kapott szérum 

fehérjéken elektroforézissel végzett kutatásaiért. A kapilláris használatát először azért 

vezették be, hogy a nagyobb átmérőjű csövekben végzett elektroforézis során kialakuló 

hőszabályozási problémát, valamint a csúcsok szétválásának mértékét (felbontás) 

javítsák. A modern elválasztástechnikai módszer kialakulása az 1970-es években gyorsult 

fel Hjerten munkájának eredményeként, aki 3 mm átmérőjű kapilláris használt 

kísérleteihez. Mikkers és munkatársai 1979-ben 200 µm-re csökkentették a kapilláris 

átmérőjét. Jorgenson és Lukacs 100 µm-nél kisebb (75 µm) üvegkapillárisai jelentették a 

modern, nagy teljesítményű CE kezdetét. Az első CE készülékek 1989-től vannak 

kereskedelmi forgalomban. Napjainkban a kapilláris elektroforézis az egyik 

legdinaminkusabban működő analitikai módszer, melynek legnagyobb előnyei, hogy kis 

mintamennyiséget igényel (nl) és viszonylag könnyen automatizálható (Sciex, Agilent, 

stb.). Alkalmazásainak köre rendkívül széles: királis vegyületek, peszticidek, szervetlen 

ionok, szerves savak, vitaminok, aminosavak, fehérjék, szénhidrátok, oligonukleotidok, 

DNS sőt egész sejtek ill. vírusok elválaszthatók és azonosíthatók vele. A kapilláris 

elektroforézis lézer indukált fluorescent detektálással különösen hatékony eszköznek 

bizonyult a fluorescensen jelölt glikánok elválasztására és azonosítására  [66]. A fentebb 

említett előnyök mellett a CE készülék felépítése igen egyszerű (2. ábra). A fő 

komponensek: mintatartó edények, puffertartó edények, elválasztó kapilláris, elektródok, 

nagyfeszültségű tápegység, detektor és a vezérlésre valamint az adatok tárolására, 

megjelenítésére szolgáló számítógép. Végezhetünk töltet nélküli vagy töltött 

kapillárisban is szeparálást. A CE legfontosabb altípusai: a cukrok elválasztásához 

leggyakrabban használt kapilláris zónaelektroforézis (CZE), mely a minta 

komponenseket hidrodinamikai térfogat/töltés arányuk alapján választja el; a kapilláris 

gélelektroforézis (CGE), mely méret alapján választja el az anyagokat; a micelláris 

elektrokinetikus kromatográfia (MEKC), melynél az elválasztás alapját a micellákkal 

történő hidrofób vagy ionos kölcsönhatás adja; a kapilláris izoelektromos fókuszálás 

(CIEF), mely az izoelektromos pont alapján választ el; valamint a kapilláris 

izotachoforézis (CITP), mely esetén az elválasztás alapja, hogy a mintát egy, a minta 
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komponenseinél kisebb mozgékonyságú ill. a minta komponenseinél nagyobb 

mozgékonyságú elektrolit közé injektáljuk. 

 

2. ábra: A kapilláris elektroforézis készülék felépítése 

A mérés során az előzőleg géllel/pufferrel feltöltött 30-100 cm-es kapilláris végei 

az elválasztó puffer oldatokba merülnek. A mérésre szánt minta bejuttatása (injektálás) a 

kapillárisba általában a detektortól távolabb eső kapillárisvégnél történik mintatartóba 

való áthelyezéssel nyomás, elektromos tér vagy vákuum alkalmazásával. A puffertartó 

edénybe való visszahelyezés után általában néhány száz V/cm nagyságú elektromos 

térerősséget alkalmazva a mintakomponensek az elektromos térben 

töltés/hidrodinamikus térfogatuk függvényében vándorolni kezdenek. A kapilláris zóna 

elektroforézis (CZE) esetében a hidrodinamikus térfogat/töltés aranyra szuperponálódik 

az elektroozmotikus áramlás sebessége. Az elektroozmotikus áramlás (EOF, 

electroosmotic flow) minden olyan esetben tapasztalható, ahol töltött felülettel találkozó 

folyadékot feszültség alá helyezünk és a kapillárisban nincs antikonvektív töltet, pl. gél. 

Az EOF nagyságát befolyásolja a kapilláris belső átmérője és a benne lévő oldat jellege 

(pH, ionerősség). Amennyiben jelen van, az EOF stabilitása eszenciális a migrációs idők 

vagyis az elektroferogram csúcsainak reprodukálhatósága érdekében. Az általam végzett 

mérések során az EOF mértéke és ennek megfelelően hatása is a pufferoldat pH-ja miatt, 

valamint az antikonvektív gél jelenléte miatt elhanyagolható volt. A kis injektálási- (1-10 

nl) és detektortérfogat (1-5 nl) biztosította az elválasztás magas hatékonyságát. A minta 

kapillárison való gyors áthaladása miatt csökkent a kapilláris falának adszorbeáló hatása. 

CZE esetén az injektált minta komponensei a kapillárisra kapcsolt elektromos 
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potenciálkülönbség hatására a töltésükkel ellentétes töltésű elektród felé vándorolnak. 

Megfelelő pH megválasztásával elérhető, hogy a minta összes komponense egy irányba 

vándoroljon töltésétől függetlenül az EOF hatására. 

A detektálás általában a kapillárisnak az injektálással ellentétes végéhez közelebb 

történik. Erre a célra a kapillárisról néhány mm hosszon eltávolítják a külső poliimid 

védőréteget, majd az így kapott átlátszó ablak optikai detektorcellaként funkcionál. 

Leggyakrabban az UV vagy fluoreszcens detektálás használatos, de más típusú 

detektálási módokra is van lehetőség, úgymint elektrokémiai vagy tömegspektrometriás 

detektorok. A megfelelő detektor kiválasztásánál figyelembe kell venni a szükséges 

érzékenységet, a kimutatási határt, az alacsony zajszintet, az elegendően nagy lineáris 

tartományt és a kis válaszidőt. A detektor által előállított jel a számítógép segítségével 

feldolgozásra kerül, ahol egy elektroferogramot kapunk melynek csúcsaihoz az 

elválasztott molekulák hozzárendelhetők [67]. 

A glikán mikroarray módszer, melyben a glikánok egy aktivált felszínhez kötve 

kölcsönhatásba lépnek a vizsgált mintával, legyen az sejtlizátum, fehérje, különböző 

patogének, stb, jól hasznosítható eszköz a tudományterület szempontjából [68]. A 

DNS/RNS és a fehérje mikroarray technológiák fejlődése lehetővé tette a fehérje-glikán 

kölcsönhatások olyan vizsgálatát, mely képes egyidejűleg minták százait vagy akar ezreit 

analizálni. A mikroarray módszer használható a potenciális glikánkötő fehérjék kötési 

specifikációinak tesztelésére is. A fehérjék és glikánok közötti kölcsönhatás detektálására 

flourescens módszereket alkalmaznak lektinek, antitestek vírusok és receptorok 

használatával [69]. A mikroarray technika lehetővé teszi nagyszámú minta egyidőben 

történő elemzését és a megfelelő képalkotó módszer használatával a jövőben akár egyénre 

szabott, a mindennapi rutinban használatos diagnosztikai eljárás létrejöttét is [70-72]. 

A glikán mikroarray-ek új generációja oligoszacharid struktúra-specifikus 

lektineket használ a cukrok élettani szerepének vizsgálatára. A lektinek olyan 

szénhidrátfelismerő fehérjék, melyek specifikus cukorkötő helyekkel rendelkeznek. 

Megkülönböztetünk állati és növényi lektineket. Számos növényi lektin glikán 

ligandumok felismerésére alkalmas [73]. Ez utóbbiakat széles körben alkalmazzák 

speciális cukorstruktúrák azonosítására és jellemzésére. A 2. táblázat a leggyakrabban 

alkalmazott lektinek specificitását mutatja. 
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Cukorstruktúra Lektin 

Fukóz AAL, LTL, UEA I 

Galaktóz ACL, ECL, EEL, GSL I, GSL I-B4, Jacalin, 

MAL I, PNA, RCA I, RCA II, SBA 

Glükóz Con A, LCA, PSA 

Mannóz Con A, GNL, HHL, LCA, NPA, PSA 

N- acetilgalaktózamin BPL, DBA, GSL I, MPL, PTL, RCA I, RCA 

II, SJA, SBA, VVA, WFA 

N-acetilglükózamin DSL, GSL II, LEL, STL, WGA 

Sziálsav MAL II, SNA 

Komplex struktúrák PHA-E, PHA-L 

2. táblázat: Lektinek specifitása. AAL: Aleuria Aurantia Lectin; LTL: Lotus 

Tetragonolobus Lectin; UEA I: Ulex Europaeus Agglutinin I; ACL: Amaranthus 

Caudatus Lectin; ECL: Erythrina Cristagalli Lectin; EEL: Euonymus Europaeus Lectin; 

GSL I: Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin I; MAL I: Maackia Amurensis Lectin 

I; PNA: Peanut Agglutinin; RCA I: Ricinus Communis Agglutinin I; RCA II: Ricinus 

Communis Agglutinin II; SBA: Soybean Agglutinin; ConA: Concanavalin A; LCA: Lens 

Culinaris Agglutinin; PSA: Pisum Sativum Agglutinin; GNL: Galanthus Nivalis Lectin; 

HHL: Hippeastrum Hybrid Lectin; NPL: Narcissus Pseudonarcissus Lectin; BPL: 

Bauhinia Purpurea Lectin; DBA: Dolichos Biflorus Agglutinin; MPL: Maclura Pomifera 

Lectin; PTL: Psophocarpus Tetragonolobus Lectin; SJA: Sophora Japonica Agglutinin; 

VVA: Vicia Villosa Lectin; WFA: Wisteria Floribunda Lectin; DSL: Datura Stramonium 

Lectin; GSL II: Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin II; LEL: Lycopersicon 

Esculentum (Tomato) Lectin; STL: Solanum Tuberosum (Potato) Lectin; WGA: Wheat 

Germ Agglutinin; MAL II: Maackia Amurensis Lectin II; SNA: Sambucus Nigra Lectin; 

PHA-E: Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin; PHA-L: Phaseolus vulgaris 

Leucoagglutinin https://vectorlabs.com/ [74]. 

 

Számos lehetőség létezik a glikánok elválasztására és azonosítására. A glikán 

profil feltérképezéséhez általában el kell távolítani a glikoproteinek polipeptid részét, 

majd az így szabaddá tett cukorrészt valamilyen UV aktív vagy fluorofór jelöléssel kell 

ellátni. A legegyszerűbb módszer a spektrofotometriás vizsgálat, mely esetben 

kolorimetriás méréssel meghatározható pl. a hexózok teljes mennyisége a mintában. A 

cukrok kvantitatív mérésére gáz- és folyadékkromatográfiás (GLC) módszereket is 
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alkalmazhatunk gyakran tömegspektrometriával (MS) kombinálva. Ezen technikákhoz a 

cukrok kémiai módosítása szükséges hidroxil- vagy aldehid-csoportjukon. 

Tömegspektrometriás vizsgálatok alkalmazhatók intakt glikokonjugátumokra ill. azok 

fragmenseire is ionizálás után. A gyors atom bombázásos ionizációs tömegspektrometria 

(FAB-MS) fontos szerepet játszott a glikánok strukturális elemzésében, azonban ezt mára 

felváltotta az elektrospray ionizáció (ESI) és a mátrix asszisztált lézer deszorpció és 

ionizáció (MALDI). A cukor egységek derivatizálása a magas nyomású 

folyadékkromatográfia (HPLC) esetén is szükséges, viszont a nagy teljesítményű 

anioncserélő kromatográfia pulzáló amperometriás detektálással (HPAEC-PAD) nem 

igényel módosítást. A fentebb említett MS módszerek nem minden esetben alkalmasak a 

kötési és a pozícionális izomerek elválasztására. A kötések anomerkonfigurációjának 

meghatározására mágneses magrezonancia spektrometriát (NMR) használnak. Teljes 

strukturális meghatározást a különböző kétdimenziós NMR módszerek, mint a 

korrelációs spektroszkópia (COZY) és a teljes korrelációs spektroszkópia (TOCSY), 

kombinációjával lehet elérni [6].  

 

2.2 Formalinnal fixált, paraffinba ágyazott szövetminták 

2.2.1 Formalinnal fixált, paraffinba ágyazott szövetminták készítése és 

felhasználása 

 

A formaldehidet elsőként az orosz kémikus Alexander M. Butlerov írta le 1859-ben, de a 

német Ferdinand Blum használta először szövetek preparálására/tartósítására 1893-ban 

és erre vonatkozó kutatásait 1910-ben foglalta össze [75]. Az ő megfigyelései alapján más 

szövettannal foglalkozó kutatók is megerősítették, hogy a formalin fixálóként használva 

megóvja a szöveteket a zsugorodástól és degradálódástól. Mivel a hagyományos és széles 

körben használt szövettani metszetek festésére alkalmazott vegyületek, mint a 

hematoxilin és az eozin, kompatibilisek a formalin fixálással, a technika a szövetfixálás 

terén nagyon elterjedté vált a patológiában. További előnye a módszernek, hogy a szöveti 

struktúrát és a sejtalakot is megfelelően stabilizálja. Érdekes azonban, hogy annak 

ellenére, hogy a formalin fixálás a világon mindenhol elterjedt, a fixálási időtartam, az 

inkubálás hőmérséklete vagy az oldat pH-ja laboronként változik [76]. 
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A fixálási folyamat során a formalin reakcióba lép a fehérjék lizin, arginin, 

cisztein, glutamin, triptofán, hisztidin, aszparagin vagy tirozin aminosavaival és metilén 

hidakat hoz létre a fehérjék vagy egységeik között [77] (3. ábra). 

 

3. ábra: A formaldehid és a fehérjék között lejátszódó reakció [78] 

A formaldehiddel lejátszódó reakció két lépésből áll (3. ábra). Az első, amikor a 

fehérjemolekulán belül a primer amin-csoport (nukleofil-csoport; R) és az aldehid 

létrehozza a hidroximetil formát. Vízkilépés mellett Schiff bázis keletkezik a metilol-

csoport reverzibilis reakciója által. A második lépésben, a stabilizáció során más fehérjék 

is bekapcsolódnak a reakcióba és amid formán keresztül metilén-diamin hidakat hoznak 

létre.  

A fixáló oldatok általában 37-40 m/m %-os formaldehid vizes oldatai. A 

szöveteket 24-48 órán át fixálják 10 V/V %-os formalin oldattal, mely 3,7-4 % 

formaldehidet tartalmaz foszfát-pufferben (pH: 7.4). A fixálásnak ezen módja lehetővé 

teszi, hogy klinikai mintákat változatlan minőségben akár évtizedekig is tároljanak. 

Paraffinba ágyazással kombinálva (ahogy kesőbb kifejtem) a keletkező formalinnal fixált, 

paraffinba ágyazott (FFPE) mintákat használják a szövettani és patológiai laborok. A 4. 

ábra mutatja a szövetek fixálásának főbb lépéseit. Az első lépés a mintavétel, mely 

általában valamilyen sebészeti beavatkozással történik, ezután vagy fagyasztják vagy 

azonnal fixálják a mintát. A fixálás 10%-os pufferelt formalin oldatban történik 24-48 

órán át. A mintákat feldarabolják, hogy a formalin minél jobban tudjon a szövet belsejébe 

penetrálni. A beágyazáshoz először víztelenítik a mintát kétszeri etanolos, majd xilolos 

mosással. A víztelenített mintához olvasztott paraffint adnak a minta inkubálása közben, 

majd szobahőmérsékleten hagyják megszilárdulni. A kész blokkot ezután kisebb részekre 

vágják a további vizsgálatokhoz. Az FFPE minták előnye, hogy szobahőmérsékleten 

hosszú ideig tárolhatók, ez sokkal egyszerűbb, mint a friss/fagyasztott minták tárolása, 

melyekhez -80°C-os hűtőkapacitás vagy folyékony nitrogén szükséges. Az FFPE minták 
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klinikai-patológiai jelentősége, hogy a beteg szövetminták archiválásával lehetőséget 

biztosít a kutatóknak, hogy kihasználva a rendelkezésre álló hatalmas mintakollekciót, 

biomarker kutatást végezzenek a már diagnosztizált betegek mintáiból [77]. 

 

4. ábra: Formalin fixálás és paraffinba ágyazás folyamata 

Az FFPE metszeteket festési eljárás után eddig különböző diagnosztikai 

vizsgálatokhoz például az osztódó sejtek számának meghatározásához vagy a betegség 

stádiumainak megállapításához használták, melyek az onkológiai szakvéleményhez és a 

kezelési javaslathoz szükségesek. A klinikai gyakorlatban a formalin fixálást a műtétek 

során eltávolított és kötelezően elraktározott natív minták hosszú távú tartósítására 

alkalmazzák [79].  

A formalin fixálást gyakran más, kiegészítő eljárásokkal együtt alkalmazzák, 

hogy elkerüljék a formaldehid olyan nem kívánt hatását, mint például a nukleinsavak 

degradálódása. Kiegészítő eljárás lehet a mikrohullámú (300 MHz és 300 GHz közötti 

frekvencián)besugárzás, az alkoholos (metanolos vagy etanolos) előkezelés vagy a fixáló 

anyagok keverékével történő kezelés, például a HOPE és a Methacarn oldatok. Néhány 
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esetben alternatív fixálókkal helyettesítik a formaldehidet. A leggyakrabban alkalmazott 

fixáló anyagokat és eljárásokat a 3. táblázatban foglalom össze. 

Leírásának 

éve 
Szerző Fixáló A reakció típusa Cél extraktum Referencia 

1893 Blum Formalin Keresztkötő Fehérje, DNS  [75] 

1908 Golgi Etanol/Metanol Nem keresztkötő DNS, lipid [80] 

1963 Sabatini Glutáraldehid Keresztkötő 
Nukleinsav/ 

amino-csoport 
[81] 

1968 Puchtler Carnoy fixáló Nem keresztkötő RNS [82] 

1970 Puchtler Methacarn Nem keresztkötő RNS [83] 

1970 Mayers 
Mikrohullámú 

besugárzás (MW) 
Stabilizáló Fehérje [84] 

1992 Sato AmeX 
Nem keresztkötő + 

tartósító 
RNS, DNS [85] 

1994 Boon Formalin + MW 
Keresztkötő + 

stabilizáló 
Fehérje [86] 

2000 Sung Genipin  Keresztkötő Aminosav [87] 

2001 Olert HOPE  Nem keresztkötő DNS,RNS [88] 

3. táblázat: A leggyakrabban alkalmazott szövetfixáló anyagok és eljárások 

A patológiai intézetek, osztályok, kórházi laboratóriumok és intézetek 

rutinszerűen hoznak létre nagy mennyiségű FFPE mintát, mely óriási kihasználatlan 

forrást jelent a hosszú távú követés szempontjából, továbbá a transzlációs klinikai 

kutatásnak, különösen a modern omikák eszközeivel. A genetika és a proteomika mellett 

a glikomikának, a lipidomikának és a metabolomikának is fontos mintaforrást jelentenek 

a kórházakban tárolt FFPE metszetek. 
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2.2.2 Formalinnal fixált, paraffinba ágyazott minták analízise 

 

2.2.2.1 Genomika 

A genetikai vizsgálatok szempontjából a formalin fixálás paraméterei, időtartama és 

hőmérséklete, kritikusak lehetnek a DNS és RNS integritásának meghatározásakor [89]. 

Az FFPE blokkokból izolált DNS fragmentumok, még ha igen kisméretűek is (~250 bp), 

jól használhatóak PCR amplifikációra [90]. Továbbá a DNS fragmentumok 

alkalmazhatók szekvencia specifikus oligonukleotid (SSO) próbákkal való analízishez 

PCR módszerrel kombinálva. A DNS nagyon stabil makromolekulának számít, mégis 

gyakran veszít a minőségéből, ami az olyan nagy áteresztőképességű analitikai 

módszereknél, mint a mikroarray vagy a szekvenálás hátrányt jelenthet. A szövetekből 

való kinyerés javításának érdekében számos módszert fejlesztettek ki például rázatták 

etanolos mosás közben, Proteináz K emésztést végeztek, valamint fenol, kloroform és 

izoamil alkohol elegyével tisztították ún. Phase Lock Gel segítségével [91]. 

Az FFPE mintákban lévő RNS vélhetően az idő múlásával kisebb 

fragmentumokra esik szét a friss/fagyasztott szövetmintákkal ellentétben, viszont így is 

sikeresen alkalmazható génexpressziós analízisekhez [92], mivel egy gén expressziós 

profiljának feltérképezéséhez csak kis mRNS fragmentumokra van szükség, [93]. Az 

RNS jelentős mértékben degradálódhat vagy keresztköthet a fehérjékkel a formalinos 

fixálás során. Ezen kívül az RNS gyakran kovalensen is módosul a formaldehid hatására 

monometilol-csoportokon keresztül. Ez nehézséget jelent az izolálásnál, amplifikációnál 

és a mennyiségi meghatározásnál is. Ennek kiküszöbölésére Specht és munkatársai olyan 

technikát mutattak be, melyben kombinálták az LCM (lézeres mikrokimetszés) és a QRT-

PCR (mennyiségi valós idejű polimeráz láncreakció) módszereket valamint proteináz K 

enzimet használtak az RNS emésztéséhez. Ezzel lehetővé tették a kvantitatív 

génexpressziós analízist fixált szövetekből [94]. 

2.2.2.2 Proteomika 

Az FFPE minták proteomikai vizsgálatával potenciális biomarkerek találhatók, melyek 

felhasználhatóak terápiás eljárások nyomon követésénél [95-99]. Azonban ezt a 

lehetőséget még nem tudták kiaknázni az FFPE kémia ismeretlen területei, az antigén 

visszanyerés hiányosságai, valamint a korlátozott mintavételi eljárások miatt, különösen 

azért, mert a formaldehiddel történő fixálás a fehérjék szerkezetét több szinten is 

módosítja. Aminosav módosulásokat okoz beleértve a lizint, arginint, szerint tirozint, 
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aszparagint, hisztidint és a glutamint melyeknél a keresztkötés valósul meg metilén hidak 

formájában. Azonban a keresztkötés létrejöhet az aminometilol csoportok és fenol vagy 

indol imidazol oldalláncok között is Mannich-reakció által (a lazított hidrogént tartalmazó 

vegyületek aldehidek vagy aminok jelenlétében aminoalkilezési reakcióban ún. Mannich-

bázissá alakulnak) [100].  A másodlagos szerkezetben a keresztkötés módosítja az alfa-

hélix és béta-redő formákat, amivel változásokat okozhat a harmadlagos szerkezetben is 

azzal, hogy több fehérjét összekapcsol. A fizikai-kémiai változások megnehezíthetik 

vagy gátolhatják a fehérjék azonosítását például MS analízis során [77]. 

Néhány, a közelmúltban közölt kutatás arra irányult, hogy mekkora 

hatékonysággal lehet fehérjéket azonosítani hosszú ideig tárolt FFPE szövetmintákból. 

Azt találták, hogy a kisebb gyakoriságú fehérjéket nehezebb volt kinyerni a 10 évnél 

régebbi szövetmintákból [101]. Magdeldin és munkatársai az archiválás időtartamát 

vizsgálták a proteomra nézve 9-21 éves FFPE mintákon. Azt tapasztalták, hogy a 21 éves 

mintákból nehezebb volt a fehérjéket azonosítani, mint a 9 évesekből [77]. 

Az FFPE blokkokból izolált fehérjék sikeresen alkalmazhatók Western-blotting 

analízisre, fordított fázisú fehérje array-re és SELDI (felület erősített lézer 

deszorpció/ionizáció - surface-enhanced laser desorption/ionization) 

tömegspektrometriára [102]. A fordított fázisú fehérje array specifikus elsődleges 

antitesteket vagy fluoreszcensen jelölt másodlagos antitesteket használ az analízishez, a 

Western-blottinghoz hasonlóan, valamint a különböző fehérjék szimultán vizsgálhatók a 

relatív fluoreszcens értékük összehasonlításával [103]. A teljes proteomikai analízis során 

gyakran kétértelmű eredményeket kapni, mivel az FFPE mintákból azonosított fehérjék 

nem egyeznek meg a meglévő adatbázisokban (pl.: EBI – European Bioinformatics 

Institute, Proteome Analysis, InterPro és CluStr) szereplőkkel [104]. A módosítások és a 

térhálósodás mértékétől függően a peptidek azonosításának lehetősége magas, közepes 

vagy alacsony kategóriába sorolható. Az első kategóriába elsősorban azok a nem 

módosított molekulák tartoznak, melyek nagy valószínűséggel sikeresen azonosíthatók 

és jellemzően megfelelnek az adott fehérje adatbázisban szereplőknek. A második 

kategóriába tartozók nagy valószínűséggel azonosíthatók és olyan módosított, de nem 

keresztkötött fehérjék, melyek ismert modifikációkkal rendelkeznek. E csoport 

azonosítása azon múlik, hogy az adatbázisban mennyi módosításról található adat. Ez 

viszont megköveteli a fehérje modifikáció pontos ismeretét a formalin fixálás során. Az 

utolsó csoportba azok a peptidek tartoznak, melyek kiterjedt keresztkötéseket 
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tartalmaznak, így fizikai-kémiai tulajdonságaik olyan mértékben eltérnek a natív 

formáktól, hogy nehéz őket azonosítani. A proteomikai analízis pontossága nagyban függ 

a kinyeréstől, a denaturálástól, az emésztéstől valamint a peptid modifikációk ismeretétől. 

Napjainkban rendkívül sokféle eszköz áll a kutatók rendelkezésére a mintavételre 

és –elemzésre. A MALDI MS képalkotással lehetőség van egy szövetmintából több száz 

alkotórész elkülönítésére, ez jól illusztrálja a klasszikus és a molekuláris szövettan 

kapcsolatát [105]. A MALDI képalkotó tömegspektrometria a MALDI-TOF és MALDI 

FTICR IMS nagy felbontású platformokkal együtt alkalmasak az FFPE minták 

fehérjéinek analízisére. Spraggins és munkatársai [106] MALDI-TOF technikát 

alkalmaztak egérből származó agyszövet és cisztás fibrózisos tüdőszövet fehérjéinek 

vizsgálatára 25 pixel/s adatgyűjtéssel. Ezzel megfigyelték a gazdasejt immunválaszában 

résztvevő fehérjéket a cisztás fibrózis esetében. Yin kutatócsoportja [107] különböző 

stádiumban lévő kolorektális karcinóma FFPE szövetmintákat vizsgált 

tömegspektrometriával. Vizsgálatuk eredményeképpen számszerűsítették az expresszált 

fehérjéket a rák kialakulása során a korai stádiumtól a IIIC stádiumig. A detektált fehérjék 

kétharmadát mennyiségileg is meghatározták különböző módszerek segítségével (pl.: 

iTRAQ - intact proteins using isobaric tag for relative and absolute quantitation) [108]. 

2.2.2.3 Glikomika 

A glikomika egy viszonylag új, de felívelőben lévő ága az omikáknak. Fontosságát az is 

aláhúzza, hogy a szénhidrátok létfontosságú feladatokat látnak el a biológiai 

folyamatokban. Szerepet játszanak pl. a sejtosztódásban, sejt-sejt és sejt-extracelluláris 

folyadék kölcsönhatásokban, a fehérjék lebontásában, a fertőzésben, valamint az 

immunfolyamatokban. A glikozilációs változások szerepet játszanak a daganatos, 

kardiovaszkuláris és az autoimmun neurodegeneratív betegségek kialakulásában, 

valamint az immunrendszer zavaraiban is [109].  

A glikán mikroarray-ekkel kapcsolatban már említettem, hogy az 

oligoszacharidok élettani szerepének vizsgálatakor gyakran alkalmaznak specifikus 

lektineket. Ennek a módszernek egy változatát használják hisztokémiai eljárások során, 

hogy láthatóvá tegyék az FFPE blokkokból származó különböző glikokonjugátumokat. 

A leggyakrabban alkalmazott lektinek a Concanavalin A (ConA) és az Aleuria Aurantia 

Lektin (AAL), előbbi az oligomannóz típusú, utóbbi a fukozilált glikánok kimutatására 

alkalmas [110]. Azonban annak ellenére, hogy a lektin affinitás vizsgálatokkal számos 
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betegségből származó mintát lehet analizálni, néhány korlátozó tényezőt is meg kell 

említeni. Az egyik ilyen tényező az, hogy lektinek révén csak minimális információt 

kaphatunk az epitópokról. Például a ConA kötődhet a belső, nem redukáló terminális α-

mannózhoz is [111], így különböző struktúrák is megjelenhetnek az eluátumban. Továbbá 

a lektinek nem különböztetik meg a glikoprotein alcsoportokat. Az AAL lektinek 

kötődhetnek mind az N- mind az O-glikoproteinek fukóz egységeihez.  

Az MSI (mass spectrometry imaging) előnye, hogy nagy érzékenységű és 

specifikus, de nem igényel előzetes ismereteket a glikánokról ellentétben az affinitás-

alapú detektálási módszerekkel. Valamint ezzel a módszerrel egyszerre akár több száz 

struktúrát is azonosítani lehet. Ha pedig kvantitatív vagy félkvantitatív spektrometriás 

módszerekkel kombináljuk, mennyiségi adatokat is nyerhetünk közvetlenül a 

szövetmintából [112]. Bár a tömegspektrometriás technikák és az adatok kiértékelésére 

szolgáló módszerek fejlődése jelentősen megnövelte a glikomikai vizsgálatok 

sikerességét, a natív glikánok proteinekhez vagy lipidekhez viszonyított kisebb mértékű 

ionizálhatósága miatt komplex mintákban való tanulmányozásuk meglehetősen bonyolult 

[113]. Ezért a glikánokat először izolálják a biológiai mintából és kémiailag módosítják, 

pl.: permetilációval a tömegspektrométeres analízis előtt [114]. Azonban ennél a 

módszernél a cukorstruktúrák térszerkezeti információi elvesznek a homogenizálás 

következtében. Yang és munkatársai [115] bemutatták, hogy a glikoproteinekből kinyert 

glikánok szilárd fázishoz rögzítve közvetlenül vizsgálhatók voltak 

tömegspektrometriával. A módszer előnye, hogy a glikánokat nem kellett további 

tisztításnak alávetni.  

A glikomika egyik fő kihívása egy olyan platform kifejlesztése, mellyel lehetőség 

nyílik a nagy biológiai komplexitással rendelkező minták (pl.: FFPE) cukorprofiljának 

vizsgálatára. Everest-Dass és Briggs [116] kifejlesztettek egy új MALDI-MSI módszert, 

mellyel FFPE mintákból szövetspecifikus cukormarkereket mutattak ki. Petefészekből 

származó daganatos szövetmintát vizsgáltak PGC-LC-ESI-MS/MS és MALDI-MSI 

technikákkal, hogy a glikánprofilból szerkezeti információhoz jussanak. Az enzimatikus 

emésztés után 40 N-glikán struktúrát tudtak elkülöníteni a mintából, melyek magas 

mannóztartalmú, hibrid és komplex (neutrális és szialilált), valamint core fukozilált 

típusba tartoztak. A glikán struktúrákat a PGC-LC (porous graphitized carbon liquid 

chromatography) mellett MALDI-MS módszerrel is vizsgálták. A különböző N-glikán 

szerkezetek előfordulása jellemző volt a petefészekrákos minta egyes régióira: a magas 
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mannóztartalmú szénhidrátok általában a tumoros területen fordultak elő, míg a komplex 

vagy a hibrid típusúak gyakoriak voltak a sztrómában. Ezek alapján a tumoros és nem 

tumoros minták világosan elkülöníthetők egymástól az N-glikán profiljuk alapján [116]. 

2.2.2.4 Metabolomika 

A metabolomika átfogó tudománya a sejtekben található kis molekulatömegű anyagokkal 

(metabolitokkal) foglalkozik [117]. A molekuláris útvonalak és kölcsönhatások általában 

a metabolitok analízisén keresztül tanulmányozhatók [118]. Ezen molekulák biokémiai 

folyamatok prekurzorai vagy közti- vagy végtermékei, így a teljes metabolikus profil 

információt adhat a sejt állapotáról egy adott időpillanatban. A metabolomika 

tulajdonképpen az omikák legalsó szintje, mivel kapcsolatban van a genomikával, 

transzkriptomikával, proteomikával, glikomikával és a lipidomikával is [119]. Azonban 

a metabolikus profil olyan további tényezőktől függ, mint a daganatos mikrokörnyezet a 

fixált mintában vagy a gyakran megfigyelt poliklonalitás. Mindazonáltal az intakt 

szövetminták metabolikus profilozása egyre népszerűbb a klinikai kutatásokban, mivel 

ezzel képesek potenciálisan új prognosztikai vagy prediktív metabolikus biomarkereket 

azonosítani, vagy felfedezni a kóros biokémiai aktivitást, melynek célja új terápiás 

megközelítések azonosítása [120]. 

Az N-glikánok szintézisekor fontos szerepük van a prekurzor metabolitoknak. A 

glikán prekurzor a dolichol-foszfát molekulán szintetizálódik, amely az endoplazmatikus 

retikulum citoplazmatikus felszínén helyezkedik el [6]. A mannoziltranszferázokkal és 

glükoziltranszferázokkal katalizált reakció eredményeként Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol 

jön létre. Ezzel szemben egyes egyszerűbb eukariótáknál (protocisztáknál) a glikán 

prekurzor hossza különböző lehet: például Glc3Man9GlcNAc2 (Acanthamoeba), 

Man9GlcNAc2 (Trypanosoma), Glc3Man5GlcNAc2 (Toxoplasma), Man5GlcNAc2 

(Entamoeba, Trichomonas, és Eimeria) vagy GlcNAc2 (Plasmodium and Giardia). 

Samuelson és kutatócsoportja arra a megállapításra jutott, hogy a prekurzorok különböző 

hossza az ún. ALG gének másodlagos elvesztése miatt jelenhet meg, melyek azon 

enzimeket kódolják, amelyek a glikán egységek prekurzorhoz való hozzáadásáért 

felelősek [121]. 

A többi "omics" területhez hasonlóan a metabolomika nagymértékben kihasználja 

a rutin orvosi ellátás során szerzett FFPE szövetmintákat, széleskörű elérhetőségük és 

hosszú távú stabilitásuk miatt a minták alkalmasak metabolomikai vizsgálatokra és 
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metabolit tartalmuk feltérképezése felgyorsíthatja a klinikailag hasznos metabolomikus 

biomarkerek felfedezésének sebességét. Kelly és munkatársai [117] voltak az elsők, akik 

leaírták metabolitok analízisét az FFPE mintákból LC/MS-sel, és különbséget tudtak 

tenni a rosszindulatú és nem rosszindulatú szövetminták között 106 kimutatott metabolit 

alapján. Richter kutatócsoportja [122] ugyanazt az analitikai megközelítést alkalmazta a 

szukcinát-fumarát arány meghatározására friss fagyasztott és FFPE mintákban. Azt 

tapasztalták, hogy a szukcinát-fumarát egyensúly megmutatja, hogy van-e szukcinát 

dehidrogenáz gén (SDHx) mutáció a mintában vagyis a mintaadó szervezetében. 

Kutatásaikból kideül, hogy a szukcinát szint nőtt, a fumaráté pedig csökkent tumoros 

állapotban az SDHx mutációval rendelkező egyéneknél. Wojakowska és csoportja [123] 

kifejlesztett és validált egy módszert az elsődleges metabolitok FFPE szövetmintákból 

való kivonására GC/MS technikával. Csaknem 70 vegyületet detektáltak a mintákból, 

beleértve a glükózt, galaktózt, eritrózt és xilózt. 

2.2.2.5 Lipidomika 

A lipidomika az élettudományok egyik gyorsan fejlődő ága, mely a lipidek és 

alkotórészeik leírására jött létre. Mivel a lipidek teszik ki a metabolom egy jelentős részét, 

a lipidomika tulajdonképpen a metabolomika egy területét képviseli és fő fogalmaiban, 

valamint módszereiben megegyezik vele [124]. A glikolipidek biomarkerként is 

funkcionálhatnak bizonyos rákos megbetegedések esetén [125]. Manapság a 

tömegspektrometria a domináns analitikai technika a glikolipidek vizsgálatának területén 

és a két leggyakrabban alkalmazott MS alapú megközelítés: 1) a kombinált elválasztási 

módszerek, mint a GC/MS vagy az LC/MS, melyeket komplex minták elemzésére 

használnak; 2) az ún. shotgun módszer, mellyel a mintát közvetlenül a 

tömegspektrométerbe juttatják. Az LC/MS ideális technikának mondható, mivel az 

izomerek nem választhatók el kizárólag tömegspektrométerrel. Li és kutatócsoportja úgy 

találta, hogy tüdőrák esetén a glikoziláció számos módon megváltozik, többek között a 

glikolipidek nagyobb mértékben szialiláltak, mint egészséges szervezetben. A minták 

glikolipid tartalmát relatív ioneloszlással határozták meg UP-HILIC oszlop segítségével. 

A betegeknél a vizsgált lipidek nagyobb mennyiségben fordultak elő a tumoros 

szövetben, mint az épben [125]. A legújabb biokémiai vizsgálatok során FFPE mintákat 

elemeztek deparaffinizáló és lizáló eljárásokat követően. Gaudin és munkatársai [126] azt 

mérték fel, mennyire megbízhatóan alkalmazhatóak az emberi agyminták lipidomikai 

analízishez. Vizsgálatuk során kimutatták, hogy teljes biomolekulák izolálása is 
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megoldható a fixált szövetmintákból. Számos koszorúér-betegség a lipid anyagcsere 

rendellenességeire vezethető vissza. Fujiwaki [127] kutatásaiból kiderül, hogy a 

szfingolipidek és a glikolipidek aránya eltér a Gaucher betegség (nagyon ritka 

lipidraktározási betegség, mely recesszíve öröklődik) és a Fabry betegség (alfa-

galaktozidáz hiánya vagy csökkent szintje, ami a ceramid felhalmozódását okozza, mely 

károsítja a szivet, a veséket és az agyat) között. Taketomi és kutatócsoportja [128] már 

korábban leírta, hogy MALDI-val megfelelően vizsgálhatók az emberi agyból származó 

glikoszfingolipidek. Arafah és munkatársai [129] pedig kifejlesztettek egy új módszert a 

lipidek közvetlen analízisére szövetekből MALDI képalkotással. Az egyes lipidek 

jelenléte utalhat bizonyos betegségekre, így azonosításuk hasznos lehet a biomarker 

kutatásban. 

Az első nagy kihívás az omikák számára az FFPE szövetmintákkal kapcsolatban 

az volt, hogy speciális protokollokat dolgozzanak ki a szövetminta archiválására és 

vizsgálatára. A következő kihívás az lesz, hogy feltárjuk az FFPE minták biológiai 

információit, és naponta használjuk őket a rutin klinikai gyakorlatban, mivel a fixált 

szövetminták felhasználhatók a tumoros betegségek korai felismerésében. 
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3. Anyagok és módszerek 

3.1 Reagensek 

 

A későbbiekben leírt glikoproteinek, a humán szérum valamint az egérből származó 

szövetminták fixálásához pufferelt formalint használtam, mely 3,7% formaldehidet 

tartalmazott 10 mM foszfát pufferben (pH 7,4), valamint paraffint (Sigma Aldrich, St. 

Louis, Missouri, Egyesült Államok) a beágyazáshoz. A fehérjekinyeréshez alkalmazott 

RIPA (Radioimmunoprecipitation assay) puffer, xilol és etanol, a standardként használt 

maltóz és maltooligoszacharid létra, valamint a nátrium-cianoborohidrid (1M THF-ben) 

és az acetonitril a Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, Egyesült Államok) cégtől került 

beszerzésre. Az enzimek: PNGase F (peptid N-glikozidáz F enzim), Arthrobacter 

ureafaciens szialidáz (ABS), borjú vese fukozidáz (BKF), kardbab galaktozidáz (JBG), 

kávébab α-galaktozidáz és kardbab hexózaminidáz (JBH) a ProZyme (Hayward, CA, 

Egyesült Államok) cégtől származtak. A flourescens jelöléshez alkalmazott 8-

aminopirén-1,3,6-triszulfonát (APTS) festéket és a bracketing standardkét használt APTS 

jelölt maltopentadekaózt a SCIEX (Brea, Kalifornia, Egyesült Államok) cégtől szereztük 

be. 

3.2 Minták 

 

A glikoprotein standardok: immunglobulin G (≥95% tisztaságú), fetuin (≥99% tisztaságú) 

és ribonukleáz B (≥80% tisztaságú), a humán szérum a Sigma Aldrich (St. Louis, 

Missouri, Egyesült Államok) cégtől származtak. Az SCID hím egereket az Országos 

Onkológiai Intézet (Budapest, Magyarország) bocsátotta rendelkezésemre. A módszerek 

megfeleltek az Országos Etikai Bizottság által elfogadott állatkísérletekre vonatkozó 

irányelveknek (engedélyszám: 22.1/722/3/2010). 

3.3 Módszerek 

3.3.1 Fixálás formalinnal és beágyazás paraffinba 

 

A fehérje standardok előkészítése során minden esetben 10 mg/ml-es törzsoldatból 

indultam ki a vizsgálatoknál. Ez 10 µl mintamennyiség esetén 100 µg fehérjét jelentett. 
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A humán szérumnál 10 µl folyadékot használtam. A mintákat tízszeres mennyiségű 

pufferelt formalinnal legalább 24 órán keresztül fixáltam szobahőmérsékleten. A 

víztelenítést beszárítással végeztem, majd olvasztott paraffint adtam hozzá és hagytam, 

hogy megszilárduljon. A kontroll mintákat nem vetettem alá formalinos kezelésnek. Az 

egérből származó szöveteket az operáció után 40 mg-os részekre aliquótolták, majd a 

víztelenítéshez először kétszer 96%-os etanollal mostam 20 percen át 

szobahőmérsékleten, majd centrifugáltam 5000 x g fordulaton 10 percig, ezután kétszeri 

mosás következett xilollal (20 perc, szobahőmérséklet) és centrifugálás 5000 x g 

fordulaton 10 percig. A víz eltávolítása után olvasztott paraffin hozzáadása következett 

az előzőekben leírt módon. 

3.3.2 Deparaffinizálás és mintaelőkészítés 

 

A paraffin eltávolításához az FFPE mintákat (5 mikronos szeletek, összesen 40 mg) 

kétszer mostam xilollal szobahőmérsékleten 20 percig és centrifugáltam 5000 × g 

fordulaton 10 percig. Ezt követte az etanolos mosás szintén kétszer 20 percig majd a 

centrifugálás 5000 × g fordulaton 10 percen át. A glikoproteinek kinyeréséhez minden 

mintát eldolgoztam egy 1 mL-es szövethomogenizátorral (VWR, Radnor, PA, Egyesült 

Államok) és 100 µL RIPA pufferben (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% 

nátrium-dezoxikolát, 0.1% SDS, pH 7.6) feloldottam majd 10 µL 50 mM DTT 

(ditiotreitol) oldatot adtam hozzá. A reakcióelegyet először 100°C-on 20 percig, majd 

65°C-on 60 percig inkubáltam a fehérjék kinyerése érdekében. A következő lépésben 10 

µL 50 mM jodoacetamidot adtam hozzá és a minta 37°C-on 30 percig sötétben 

inkubálódott, hogy a denaturálással kialakított szulfhidril csoportok alkilálódjanak. A 

puffercseréhez 10 kDa spinfiltereket (VWR, Radnor, PA, Egyesült Államok) használtam 

5000 × g fordulaton 10 percig. A mosást kétszer megismételtem vízzel mielőtt a glikánok 

kinyeréséhez használható 1 µL endoglikozidáz enzimet, PNGase F Ultra enzimet (2.5 

mU, Prozyme, Hayward, CA, Egyesült Államok) és a reakcióhoz szükséges 49 µL 20 

mM NaHCO3 puffert (pH 7.0) hozzáadtam a filteren és egy órán át inkubáltam 50°C-on. 

A fehérjéről lehasított N-glikánokat centrifugálással gyűjtöttem és vittem vizes oldatba 

5000 × g fordulatszámon 10 perc alatt majd beszárítottam. Fluorescens jelöléshez 6 µL 

20 mM APTS festéket alkalmaztam 2 µL 1 M NaCNBH3 (THF-ben) redukálószerrel, 

melyeket a száraz mintához adtam és inkubáltam egész éjszakán át (12-14 óra) 37°C-on. 

A jelölt mintákat mágneses gyönggyel tisztítottam (CleanSeq, Beckman Coulter, 
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Indianapolis, IN, Egyesült Államok) a felesleges festékmennyiség eltávolításához. A 

mintához acetonitrilt adtam, hogy elérjem az oldatban a 87,5%-os végkoncentrációt, ami 

a cukrok gyöngyhöz kötéséhez az ideális koncentráció. A mosások után vízzel eluáltam 

a glikánokat, amiket vagy azonnal felhasználtam a kapilláris elektroforetikus analízishez, 

vagy -20°C-on tároltam a későbbi méréshez. 

3.3.3 Glikánok szekvenálása 

 

Az oligoszacharidok pontos, strukturális meghatározásához szekvenálásra van szükség, 

ami csak a láncvégekről kiindulva lehetséges a struktúrák enzimatikus emésztése után, a 

felépítésre ezek alapján tudunk következtetni. A módszerhez a monoszacharidokra ill. a 

kötésekre specifikus exoglikozidáz enzimek szükségesek melyek a következők: 

Arthrobacter ureafaciens szialidáz (ABS) az α(2-3,6,8,9) kötött sziálsavak 

eltávolításához; borjú vese fukozidáz (BKF) az α(1-2,3,4,6) fukózok; kardbab (Canavalia 

ensiformis) galaktozidáz (JBG) a β(1-4,6) kötött galaktózok; kávébab (Coffea arabica) α-

galaktozidáz  az α(1-3,4,6) galaktóz egységek valamint kardbab hexózaminidáz (JBH) a 

β(1-2,3,4,6) kötéssel rendelkező N-acetilglükózamin lehasításához (mindegyik 0.5 U 

mennyiségben). A szekvenálást az enzimek együttes, mátrixszerű hozzáadásával 

végeztem. Ehhez a mintát egyenlő részekre osztottam, az elsőhöz csak szialidáz enzimet 

adtam, a másodikhoz szialidáz és fukozidáz enzimeket, a harmadikhoz szialidázt, 

fukozidázt és β-galaktozidázt, a negyedikhez szialidázt, fukozidázt, β-galaktozidázt és α-

galatozidázt és végül az ötödikhez szialidázt, fukozidázt, β- és α-galaktozidázt valamint 

hexózaminidázt adtam. Az APTS-jelölt minták szimultán emésztődtek az enzim 

elegyekkel 37°C-on egy éjszakán át 50 mM ammonium-acetát pufferben (pH 5.5). A 

reakcióelegyeket másnap beszárítottam (speedvac), majd vízben visszavéve kapilláris 

elektroforézis készülékkel analizáltam. 

3.3.4 Egérből származó szövetminták glikánprofil-változásának vizsgálata a halál 

beállta után az idő függvényében 

 

A kísérlet során egér agy ill. tüdő minták totál glikán profilját vizsgáltam 3-3 egérben. Az 

egerek halála után (cervicalis dislocatio) az agyat és a tüdőt eltávolítottuk.  Az első mintát 

3 egyenlő részre osztottam a párhuzamos vizsgálatok elvégzése miatt, majd elvégeztem 

a fehérjekinyerést és az N-glikánok mintaelőkészítését a 3.3.2 fejezetben leírtak szerint. 
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A második minta analízisét egy órával a halál beállta után kezdtem el, a harmadikét pedig 

két órával később. A mintákat a vizsgálat kezdetéig szobahőmérsékleten tároltam, a 

glikánok kinyerése pedig minden esetben azonos módon történt. 

3.4 Készülékek 

3.4.1 CE-LIF 

 

A elválasztásokhoz PA800 Plus (SCIEX, Brea, CA, Egyesült Államok) kapilláris 

elektroforézis rendszert használtam lézer indukált fluoreszcens detektálással. A 

gerjesztési hullámhosszt (488nm) egy félvezető alapú lézer adta, az emittáló 

hullámhossztartományt pedig egy 520nm-es sávszűrő biztosította a PMT detektor 

(fotoelektronsokszorozó) előtt. N-glikánok elválasztására szolgáló (NCHO) kapillárist 

használtam (effektív hossza: 50 cm, teljes hossza: 60 cm, belső átmérője: 50 µm) N-

glikán elválasztó gél rendszerrel (NCHO gel buffer system) töltve (mindkettő a SCIEX 

gyártótól). Az elválasztás fordított polaritással (a katód volt az injektálási oldalon) 30 kV-

on történt. A mintákat nyomással injektáltam: 1 psi, 5 s. 

 

3.5 Az adatok kiértékelése 

 

Minden mintával együtt injektáltam APTS-jelölt nyitó és záró standardokat (maltóz és 

maltopentadekaóz). A cukorstruktúrák hozzárendelhetők kapilláris elektroforetikus 

elválasztással kapott elektroferogramok csúcsaihoz a programba épített adatbázis 

segítségével. A maltooligoszacharid létrához viszonyított relatív migrációs időkből a 

csúcsokhoz tartozó GU (glükóz egység) értékeket GUcal szoftver (www.GUcal.hu) [130] 

segítségével számoltam ki (±0.05 – 0.1 GU pontossággal), az eredmények a szoftverbe 

épített valamint a https://glycobase.nibrt.ie/ adatbázisokkal lettek összevetve.   
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4. Eredmények 

4.1 A formalin fixálás cukorprofilra gyakorolt hatásának vizsgálata 

 

A formalin fixálás paraffinba ágyazással kombinálva mára a legelterjedtebb szövet 

tartósítási forma. Kutatásom végső célja, hogy ez a nagyszámú minta a glikomikai 

kutatások számára is hasznosíthatóvá váljon. Ehhez elsőként azt kellett bebizonyítanom, 

hogy a formalin fixálás nem változtatja meg a minta N-glikánok szerkezetét, valamint 

profilját. A kísérleteket standard glikoproteineken: immunglobulin G-n, fetuinon, 

Ribonukleáz B-n, továbbá humán szérumon majd egérből származó tumoros szöveten 

végeztem. 

4.1.1 Standard glikoproteinek 

 

A standard glikoproteinek azért képezhették a kutatásom alapját, mert N-glikán 

struktúráik ismertek és CE-LIF módszerrel történő elválasztásuk is megoldott. Az 

előzőekben felsorolt glikoproteinek az N-glikoziláció fontos alcsoportjait képviselik: 

főleg neutrális, szialilált ill. magas mannóztartalmú cukorstruktúrákat tartalmaznak.  

Az Immunglobulin G az immunglobulinok leggyakoribb altípusa. Két könnyű és 

két nehéz lánca vesz rész három régiójának kialakításában. Ezek közül a Fab 

fragmentumok antigénkötőhelyekkel rendelkeznek, az Fc régió pedig antitest effektor 

funkciókkal bír,. Az Fc régió dimer, mindkét doménjének 297-es pozícióban lévő 

aszparagin aminosavához (Asn297) kétantennás komplex típusú N-glikánok 

kapcsolódnak. Főleg neutrális cukorstruktúrákat tartalmaz.  [131]. 

A fetuin két N- valamint három O-glikozilációs hellyel rendelkezik. Az előbbiek 

magas sziálsavtartalmú oligoszacharidokat tartalmaznak [132]. 

A Ribonukleáz B glikoprotein magas mannóztartalmú N-glikánokat tartalmaz 

egyetlen glikozilációs helyén (Asn34). Két fő része a Ribonukleáz A és a Ribonukleáz B. 

A B-alegység az A glikozilált változata [133]. 

A három glikoproteint (Immunglobulin G, fetuin és Ribonukleáz B) nem fixált 

(kontroll), formalinnal fixált ill. formalinnal fixált paraffinba ágyazott formában 

vizsgáltam. A glikoproteineket 10 mg/ml koncentrációjú oldatban használtam, 
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mintánként 100 µg mennyiségben. A kísérleteket 3 párhuzamos mintával 3 ismétléssel 

végeztem. A mintaelválasztás során minden mintát kétszer injektáltam. A fixálás és a 

paraffinba való beágyazás az „Anyagok és módszerek” részben leírtaknak megfelelően 

történt (3.3.1 bekezdés). A következő három ábrán (5-7. ábra) ezen fontos glikoproteinek 

N-glikán profiljainak CE-LIF elválasztása látható. 

 

5. ábra: Immunglobulin G APTS-el jelölt N-glikánjainak CE-LIF elektroferogramja. A) 

kontroll, nem fixált; B) formalinnal fixált; C) formalinnal fixált paraffinba ágyazott minta 

(FFPE). Az Y tengelyen a relatív fluorescens egységet (RFU), a felső X tengelyen a 

migrációs időt ábrázoltam percekben, az alsó X tengelyen pedig a megfelelő GU (glükóz 

unit) egységeket. Az elválasztás körülményei: NCHO bevont falú kapilláris, 50 cm 

effektív (60 cm teljes) hosszúság, NCHO elválasztó puffer, E=500V/cm, elválasztási 

hőmérséklet: 25°C, injektálás: 1 psi, 5 sec. (Előzetes vizsgálataim alapján előbbiek ideális 

injektálási és elválasztási paramétert jelentettek a vizsgálataimhoz.) 
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6. ábra: Fetuin APTS-el jelölt N-glikánjainak CE-LIF elektroferogramja. A) kontroll, 

nem fixált; B) formalinnal fixált; C) FFPE. Az elválasztási körülmények az 5. ábrán 

leírtakkal megegyeznek. 
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7. ábra: Ribonukleáz B glikoprotein APTS-el jelölt N-glikánjainak CE-LIF 

elektroferogramja. A) kontroll, nem fixált; B) formalinnal fixált; C) FFPE. Az elválasztási 

körülmények az 5. ábrán leírtakkal megegyeznek. 

Az ábrákon az elektroferogramok sorrendje alulról felfelé: kontroll (A), 

formalinnal fixált (B) és formalinnal fixált paraffinba ágyazott (C) glikoproteinből 

származó N-glikánok APTS festékkel jelölve. Minden esetben APTS jelölt maltózt, 

valamint maltopentadekaózt használtam nyitó és záró standardként. A felső X tengelyen 

a migrációs időt ábrázoltam percekben, az alsó X tengelyen pedig a megfelelő GU 

(glükóz unit) egységeket, amelyek megfelelnek a standardként és rendszeralkalmassági 

oldatként használt maltooligoszacharid létrát alkotó egyes glükóz oligomerek migrációs 

idejének, ezért a létra nincs megjelenítve az ábrákon. Ezt a létrát minden vizsgálati 

csoport esetén injektáltam a méréssor elején és végén. 

Az 5. ábrán, az Immunglobulin G esetén nem látható sem a csúcsok számában, 

sem a csúcsarányban megjelenő eltérés a három mérés között. A jelölt csúcsok migrációs 

idejének valamint a maltooligoszacharid létra glükóz oligomerei migrációs idejének 

ismeretében kiszámítható az adott csúcsnak megfelelő glikánstruktúra GU értéke, mely 

alapján nyilvános adatbázisokból azonosítható az oligoszacharid. Ezek alapján 
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elmondható, hogy 1-3-ig és az 5-ös csúcs a sziálsavas struktúráknak felel meg, míg a 4, 

valamint 6-13-ig a különböző nagyságú neutrális IgG glikánokat jelöli.  

A 6. ábrán a fetuin APTS jelölt N-glikánjai láthatók. Hasonlóan az IgG-hez, a 

három elektroferogram között nincs detektálható különbség. Az ábra számai a különböző 

mértékben szialilált glikánstruktúrákat jelölik. 1-3-ig tetraszialo (4 sziálsavat tartalmazó), 

4-7-ig triszialo (3 sziálsavat tartalmazó) és a kapcsos zárójel alatt szereplő 8-as struktúra 

csoport di- és monoszialo (2 ill. 1 sziálsavat tartalmazó) struktúrákat reprezentáljak. 

A 7. ábrán szereplő Ribonukleáz B magas mannóztartalmú struktúrákat tartalmaz 

Man5-től Man9-ig. Ezen struktúrák flourescensen jelölt változatait reprezentálják az 

elektroferogramok számai 1-5-ig. A Man7 és Man8 izomerei a 3-as és 4-es csoport 

elemeiként jelennek meg az elektroferogramokon. A kontroll, a formalinnal fixált ill. a 

formalinnal fixált és paraffinba ágyazott Rnsae B-ből származó jelölt cukrok struktúrái 

között nem tapasztaltam eltérést. 

4.1.2 Humán szérum 

 

A formalin fixálás hatására esetlegesen létrejövő glikozilációs változásokat a 

továbbiakban humán szérumon teszteltem, mivel ez komplexitásában közelebb áll a 

klinikai mintákhoz, mint a glikoproteinek. A vérszérum fibrinogénmentes vérplazma, 

vagyis a vér azon része, melyből hiányoznak az alakos elemek (vörösvértest, fehérvérsejt 

ill. vérlemezke) valamint a véralvadási faktorok. Általában albumin depletált formában 

használják, mivel ez a fehérje a többihez képest aránytalanul nagy mennyiségben 

található meg benne, így bizonyos esetekben torzíthatja a méréseket, bár a mi esetünkben 

ennek nincs jelentősége, mert az albumin nem glikoprotein. 

A vizsgálatok a fentebb tárgyalt glikoproteinekéhez hasonlóan zajlottak, a nem 

fixált (A), a formalinnal fixált (B) és a formalinnal fixált paraffinba ágyazott (C) mintákat 

hasonlítottam össze. Az eredmények a 8. ábrán láthatóak. 
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8. ábra: Humán szérumból származó APTS-el jelölt N-glikánok CE-LIF 

elektroferogramja. A) kontroll, nem fixált; B) formalinnal fixált; C) FFPE. Az elválasztási 

körülmények az 5. ábránál leírtakkal megegyeznek. 

  A 8. ábra elektroferogramjain 13 fő csúcsot jelöltem, melyek esetleges eltéréseit 

vizsgáltam. GU 4-6 között több sziálsavat tartalmazó oligoszacharid struktúra található, 

GU 6-8-ig kevesebb sziálsavat tartalmazó (mono- és diszialo) valamint kis méretű 

neutrális struktúrák jelennek meg, GU 8-12 pedig a neutrális cukorstruktúrák régiója. 

Ennél a komplex mintánál némi eltérést tapasztaltam a három különbözően előkészített 

minta N-glikánjai között. A 6-os és 8-as csúcsok kis mértékben magasabbak viszont 9-

13-ig valamivel alacsonyabbak a fixált és a beágyazott minták elektroferogramjain. 

Azonban ennek az eltérésnek (12,68 RSD % relatív standard deviáció), ami az ICH (Az 

emberi felhasználásra szánt gyógyszerekkel kapcsolatos műszaki követelmények 

harmonizációját célzó nemzetközi tanács) előírásainak megfelelően 15% határérték alatti 

(http://www.ich.org/home.html), nem tulajdonítottam biológiai jelentőséget. 

 

http://www.ich.org/home.html
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4.1.3 Egérből származó tumoros szövetminta 

 

Az eddigi pozitív eredményekre alapozva a következő vizsgálatom tárgya egy egérből 

származó tumoros szövetminta teljes N-glikozilációs profiljának analízise volt. A 

kísérlethez az Országos Onkológiai Intézet SCID (súlyos kombinált immunhiányos) hím 

egereit használtam fel. Ezen egerek genetikai mutáció miatt nem képesek immunválaszra 

általában a hiányzó vagy atipikus T és B limfociták miatt. Az egerek bőre alá HT-1975 

tüdőrákos sejteket injekcióztak be (mindegyikbe 2 millió sejtet) laterálisan. A biopsziát 

akkor készítették, mikor a tumor átmérője elérte a 0,5-0,8 cm-t. A mintát elhalt állatból 

vették. A kontroll mintát azonnal folyékony nitrogénben tartósították, a másik két mintát 

(formalinnal fixált ill. FFPE) az „Anyagok és módszerek” részben leírtaknak megfelelően 

állítottam elő (3.3.1). A mintaelőkészítés megegyezett a glikoproteineknél és a humán 

szérumnál alkalmazottal. A 9. ábra mutatja az intakt (A), a formalinnal fixált (B), és a 

formalinnal fixált, paraffinba ágyazott (FFPE) (C) szövetből származó jelölt, tisztított 

kapilláris elektroforézissel elválasztott APTS-el jelölt N-glikánok elektroferogramjait. 

  A 9. ábrán GU 4-6-ig a magas sziálsavtartalmú, GU 6-8-ig az alacsony 

sziálsavtartalmú és kis méretű neutrális, míg GU 8 fölött a neutrális régióban 

elhelyezkedő struktúrák találhatók. A formalinnal történő fixálás hatására az A és B, 

valamint C elektroferogramok között csak a 6, 11 és 16-os számmal jelölt struktúrák 

esetén tapasztaltam változást, ezek aránya megnőtt (3x) a formalinnal fixált, valamint 

FFPE szövetből származó glikánprofilokban a kontrollhoz (A) képest. A kísérletet a 

többihez hasonlóan 3 párhuzamos mintával és 3 ismétléssel végeztem. A párhuzamos 

minták relatív standard deviációja a kérdéses három csúcs esetén 12,91-16,22 RSD % 

volt. 
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9. ábra: Egérből származó HT-1975 sejtekkel indukált tumoros szövetminta APTS-el 

jelölt N-glikánjainak CE-LIF elektroferogramja. A) kontroll, nem fixált; B) formalinnal 

fixált; C) FFPE. Az elválasztási körülmények az 5. ábránál leírtakkal megegyeznek. 

Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjak arról, hogy milyen struktúrák fordulnak elő 

az egérből származó tumoros szövetmintában, karbohidrát szekvenálást kellett végeznem. 

Ez szénhidrátok esetén nem egyszerű, amennyiben meg akarjuk állapítani, milyen elemek 

építenek fel egy komplex cukorstruktúrát, figyelmebe véve a kötési és a pozícionális 

izomereket is. A szerkezetmegállapításnál cukrok esetén top-down (fentről lefelé) 

emésztést és bottom up (lentről fölfelé) kalkulációs módszert alkalmaztam. Pontosabban, 

megfelelő cukor és kötés specifikus exoglikozidáz enzimekkel az alkotóelemeket a 

struktúra kapcsolódási helyétől (aszparaginhoz vagy a fluorofór- csoporthoz) 

legtávolabbi ponton kezdtem lehasítani addig, míg el nem jutottam az N-glikánokra 

jellemző core-pentaszacharidhoz. Ezután az enzimatikus emésztések utáni CE-LIF 

analízissel megállapított struktúrákból tudtam következtetni az eredeti mintában 

megjelenő glikánok pontos szerkezetére. Az enzimeket az „Anyagok és módszerek” 

részben leírtaknak megfelelően (3.3.3) adtam hozzá a jelölt glikánok vizes oldatához. Az 
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enzimek kombinációi a 4. táblázatban láthatóak. A-E a reakcióelegyeket jelöli a 10. 

ábrával azonos betűjelzéssel. Az eredmények a 10. ábrán láthatók. 

Exoglikozidáz enzimek nevei  specifitása  A B C D E 

Szialidáz A  α(2-3,6,8,9) sziálsav - + + + + 

Fukozidáz  α(1-2,3,4,6) fukóz - - + + + 

Béta-galaktozidáz  β(1-4,6) galaktóz - - - + + 

Hexózaminidáz  β(1-2,3,4,6) N-acetilglükózamin - - - - + 

4.táblázat: Exoglikozidáz enzimek nevei, specifitásai és jelenlete a szekvenáló 

reakcióelegyekben. 

 

10. ábra: Egérből származó HT-1975 sejtekkel indukált tumoros szövetminta APTS-el 

jelölt N-glikánjainak szekvenálása exoglikozidáz enzim mátrixxal. Elektroferogramok: 

A) kontroll, enzimekkel nem kezelt; B) szialidáz enzimmel kezelt; C) szialidáz és 

fukozidáz enzimekkel kezelt; D) szialidáz, fukozidáz és béta-galaktozidáz enzimekkel 

kezelt; E) szialidáz, fukozidáz, béta-galaktozidáz és hexózaminidáz enzimekkel kezelt. 

Az elválasztási körülmények az 5. ábránál leírtakkal megegyeznek. 
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Az A elektroferogramon az intakt egér tumor szövetből származó, fluorescensen 

jelölt N-glikánok láthatók. A következő (B) a szialidáz enzimes kezelés utáni állapotot 

mutatja. A C esetén szialidáz és fukozidáz enzimes kezelés történt. A D-nél szialidáz, 

fukozidáz és galaktozidáz emésztés történt. Az E esetében pedig szialidázt, fukozidázt, 

galaktozidázt és hexózaminidázt is tartalmazott a reakcióelegy. Az A és a B 

elektroferogram összehasonlításából megállapítható, hogy α(2-3,6,8) szialidáz enzimes 

kezelés hatására 2-12, valamint 14 és 16-os csúcsok a magas ill. alacsony sziálsavtartalmú 

régiókból  a GU 6-8 (kis méretű neutrális struktúrák) valamint a GU 8-12 (neutrális 

struktúrák) régiójába csúsztak. Ez azért történt, mert a sziálsavak által képviselt extra 

töltés elvesztése miatt az oligoszacharidoknak kisebb lett az elektroforetikus mobilitásuk, 

így migrációs idejük megnőtt. A sziálsavak levágásával a 17, 19, 20, valamint a 22-25 

csúcsok megjelenése ill. méretének növekedése volt tapasztalható. Az α(1-2,3,4,6) 

fukozidáz enzimes kezelést követően, a fukóz eltávolítása miatt minden eredetileg core 

fukózt tartalmazó struktúra migrációs ideje egy GU egységgel csökkent. Mivel ezek 

mindegyikének azonos töltést adott a flourofór csoport, így vándorlásukat már csak 

hidrodinamikus térfogatuk határozta meg. A 19, 22 és 24-es csúcsok, a fukóz levágása 

után a 26, 23 és 17-es csúcsokat növelték meg a C jelű elektroferogramon, az 1-es jelű 

csúcs pedig eltűnt. β(1-4,6) galaktozidáz enzim hatására a 26-os csúcs a 28-asba, a 17, 

18, 20 és 23-as csúcsok a 13-asba, a 25-ös csúcs pedig a 29-esbe mozdult el. Végül a β(1-

2,4,6) hexózaminidáz enzimmel történő emésztés eredményeképp a legtöbb csúcs a 27-

es számmal jelölt, az „Irodalmi áttekintésben” részletesen leírt (2.1.1), core 

pentaszacharidként jelent meg. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a galaktozidáz 

enzimnek vélhetően volt hexózaminidáz aktivitása is, mivel a 27-es csúcs már a 

galaktozidáz enzimes kezelést követően megjelent. A 15-ös és a 21-es csúcsok 

valószínűleg olyan magas mannóztartalmú glikánstruktúrák, melyekre nem voltak 

hatással a kísérletben felhasznált exoglikozidáz enzimek. 
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4.2 Egérből származó FFPE minták glikánjainak analízise 

 

Mivel sem a formalinos fixálás sem a formalinos fixálás paraffinba ágyazással 

kombinálva nem okozott a glikánprofilban számottevő változásokat a vizsgált mintákban, 

kutatásomat SCID hím egerekből származó FFPE szövetminták analízisével folytattam. 

Tüdő, agy, szív, lép, máj, vese és bél mintákból kinyert N-kötött cukrokat vizsgáltam 

kapilláris elektroforézissel. A paraffin eltávolítás és az oldatba vitel után a szövetekből 

származó glikoproteineket enzimatikusan hasítottam az N-glikánok kinyerése céljából, 

majd ezeket fluorofór jelöléssel láttam el az „Anyagok és módszerek” részben leírtaknak 

megfelelően (3.3.2). Exoglikozidáz mátrix emésztéssel oligoszacharid szekvenálást 

végeztem a szövetminták N-glikán struktúráinak meghatározásához.  Célom az volt, hogy 

feltérképezzem a különböző egér szövetek totál N-glikán profilját, majd az ezekben 

megjelenő cukorstruktúrákat azonosítsam.  

4.2.1 Egér szervek glikánprofiljának vizsgálata 

 

A 11. ábrán látható az egérből származó különböző szövetminták teljes N-glikán profilja. 

Ez alapján össze tudtam hasonlítani a tüdőből (A), agyból (B), szívből (C), lépből (D), 

májból (E), veséből (F) ill. bélből (G) származó, jelölt, tisztított N-glikánokat. A minták 

ép szövetekből származtak. APTS jelölt maltózt és maltopentadekaózt használtam nyitó 

és záró standardként, melyeket minden mintával együtt injektáltam. Ezek, valamint a 

maltooligoszacharid létra, melyet a mérés sorozat elején és végén injektáltam, tették 

lehetővé a GU értékek pontos kiszámítását, ami a struktúrák adatbázisból történő 

azonosításához volt szükséges. A méréseket 3 párhuzamos mintával és két injektálással 

végeztem. A glikánprofilok relatív standard deviációja 8,72 RSD % volt az azonos napon 

mért minták esetén.  
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11. ábra: Egérből származó FFPE szervek APTS-el jelölt N-glikánjainak CE-LIF profilja. 

A) tüdő; B) agy; C) szív; D) lép; E) máj; F) vese; G) bél. Az elválasztás körülményei az 

5. ábránál leírtakkal megegyeztek. 

A 11. ábra A elektroferogramjából, amely a tüdő szövetre specifikus N-

oligoszacharidokat reprezentálja, kiderül, hogy ebben a szövettípusban főleg di- és 

monoszialo struktúrák fordulnak elő (GU 4-9) néhány neutrális oligoszachariddal (GU 9-

13). A B elektroferogramon ábrázolt egér agy N-glikomjában kevésbé jellemzőek a 

diszialo struktúrák, viszont több a monoszialo (GU 7-9) ill. a neutrális (GU 9-12) glikán. 

A C elektroferogramon a szívből származó szövetminta N-glikánjai láthatók. Itt mind a 

di- és monoszialo, mind a neutrális glikánstruktúrák megtalálhatók, megközelítőleg 

azonos arányban (GU 4-13). A D elektroferogramon megjelenített lép glikánprofil a 

szívhez hasonló eloszlást mutat a sziálsavas és a neutrális struktúrák egymáshoz 

viszonyított arányára nézve (GU 4-13). A májból származó oligoszacharidokat az E 

elektroferogram szemlélteti. Ennél a szövettípusnál a diszialo struktúrák egyértelmű 

túlsúlya jellemző (GU 4-6) néhány monoszialo (GU 7-9) oligoszachariddal és nagyobb 

mennyiségben neutrális struktúrával (GU 10-11) együtt. Az F elektroferogramon a 

veséből származó N-glikánok láhatók. Ebben a fixált szövetben a di- és monoszialo 
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struktúrák mellett jelentős arányban képviseltetik magukat neutrális oligoszacharidok is 

(GU 4-13). Végül a G elektroferogram mutatja a bél minta N-glikozilációs profilját, 

melyen az látszik, hogy főleg monoszialo (GU 7-8) ill. neutrális struktúrák (GU 9-13) 

alkotják a glikánprofilt.  

4.2.2 Oligoszacharid szekvenálás exoglikozidáz enzimes kezeléssel 

 

Elsőként az egérből származó tüdő szövetminta APTS-el jelölt, tisztított N-glikánjainak 

szekvenálását végeztem el. Az exoglikozidáz enzimeket mátrixszerűen adtam hozzá a 

glikánok vizes oldatához az „Anyagok és módszerek” fejezetben leírtak szerint (3.3.3).   

 

12. ábra: Egér tüdő N-glikánjainak szekvenálása exoglikozidáz mátrixxal. 

Elektroferogramok: A) kontroll, enzimekkel nem kezelt; B) szialidáz enzimmel kezelt; 

C) szialidáz és fukozidáz enzimekkel kezelt; D) szialidáz, fukozidáz és béta-galaktozidáz 

enzimekkel kezelt; E) szialidáz, fukozidáz, béta-galaktozidáz és alfa-galaktozidáz 

enzimekkel kezelt; F) szialidáz, fukozidáz, béta-galaktozidáz, alfa-galaktozidáz és 

hexózaminidáz enzimekkel kezelt. Az elválasztás körülményei az 5. ábránál leírtakkal 

megegyeztek. 
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A 12. ábrán az oligoszacharid szekvenálás eredménye látható a 4. táblázatban 

specifikált enzimatikus emésztések után. A 4. táblázatban leírtakhoz képes módosítottam 

a szekvenáláshoz használt exoglikozidáz enzimek kombinációin E és F esetben (11. ábra). 

Az E reakcióelegy alfa-galaktozidáz enzimet is tartalmazott, az α(1-3,4,6) galaktóz 

egységek levágására. Az F elegy pedig a szialidáz, fukozidáz és béta-galaktozidáz 

enzimek mellett alfa-galaktozidáz és hexózaminidáz enzimeket foglalt magában. Az A 

elektroferogram mutatja a kontroll, exoglikozidáz enzimes kezelés nélküli FFPE egér 

tüdőszövet N-glikán profilját. B-F-ig az emésztések eredményei láthatók: szialidáz 

enzimes kezelés után (B), szialidáz és fukozidáz enzimek után (C), szialidáz, fukozidáz 

és béta-galaktozidáz enzimek után (D), szialidáz, fukozidáz, béta-galaktozidáz és alfa-

galaktozidáz enzimek után (E) valamint szialidáz, fukozidáz, béta-galaktozidáz, alfa-

galaktozidáz és hexózaminidáz enzimes emésztés után (F). 

Szialidáz emésztés után, mely enzim levágta az α(2-3,6,8,9) sziálsavakat, látható, 

hogy az 1-7, 9, 10 és 12-es csúcsok a sziálsavas régióból a neutrális tartományba 

mozdultak el (13, 15, 17 és 18-as csúcsok megjelenése). A C reakcióelegyben, a szialidáz 

és fukozidáz enzimek együttes hozzáadásával, az α(2-3,6,8,9) sziálsavak ill. a α(1-

2,3,4,6) fukózok levágásával a 15, 18 és 16-os csúcsokból a 13, 19 és 20-as csúcsok 

keletkeztek egy fukóz egység elvesztésével. A 8, 11, 13 és 14-es csúcsokat nem érintette 

ez az emésztés ezért valószínűsíthető, hogy nem tartalmaztak fukóz egységet. A D 

reakcióelegy szialidáz, fukozidáz és béta-galaktozidáz enzimet is tartalmazott, így a D 

elektroferogramon már csak azok a struktúrák láthatóak, melyek nem tartalmaznak sem 

α(2-3,6,8,9) sziálsavat, sem α(1-2,3,4,6) fukózt, sem β(1-4,6) galaktózt. Ez után az 

emésztés után a 13 és 19-es csúcs a 22 és 23-as csúcsokba mozdult el két ill. egy béta-

galaktóz egységet elvesztve. A 8, 11 és 14-es csúcsok intaktak maradtak galaktozidáz 

kezelés hatására. Az E reakcióelegyben alfa galaktozidázt is alkalmaztam, mivel az egér 

szervezet glikoproteinjei alfa-galaktoziláltak is lehetnek. Ebben az esetben az 

enzimkeverék eltávolította nemcsak a β(1-4,6), hanem az α(1-3,4,6) galaktóz egységeket 

is. Így a 23-as csúcs a 22-es be mozdult el miközben egy alfa és agy béta galaktóz 

egységet vesztett el, a 20-as csúcsból pedig szintén 22-es lett két béta és két alfa galaktóz 

eltávolításával. Végül az F elektroferogramon azon cukrokat láthatjuk, melyek átestek a 

hexózaminidázos kezelésen is (3. táblázat F oszlopa). Ezek nem tartalmaznak α(2-3,6,8,9) 

sziálsavat, α(1-2,3,4,6) fukózt, β(1-4,6) és α(1-3,4,6) galaktózt valamint β(1-2,3,4,6) N-

acetilglükózamin egységeket sem. Az F elektroferogramon szereplő 24-es csúcs a 22-es 
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csúcsból keletkezett két N-acetilglükózamin levágásával. A korábbi reakcióhoz 

hasonlóan a 8, 11 és 14-es csúcsok nem mozdultak, ebből arra következtettem, hogy ezek 

nem tartalmaztak olyan egységeket, melyekre az általam használt enzimek specifikusak 

voltak. A 17-es struktúra valószínűleg két béta-galaktóz egység elvesztése után vált a 21-

es csúccsá, amiből a hexózaminidáz emésztés után keletkezett a már említett 24-es csúcs. 

A „Megbeszélés” 6. táblázata összefoglalja a tüdő szövetminta N-glikánjainak 

szekvenálása során kapott struktúrákat. 

Az egér tüdő N-glikán struktúráinak meghatározása után a többi rendelkezésemre 

álló FFPE egér szervet vizsgáltam meg. Az oligoszacharidok azonosítására a 4. 

táblázatban bemutatott exoglikozidáz mátrix emésztést alkalmaztam a tüdő szövetminta 

esetén már leírt módosítással. A totál glikánprofilt alkotó struktúrákat táblázatos 

formában foglaltam össze (Megbeszélés 7. táblázat). 

4.3 A cukorprofil változása a halál beálltától a fixálásig 

 

Azután, hogy megvizsgáltam, vajon a formalin fixálás és a paraffinba ágyazás lehet-e 

hatással a glikánstruktúrákra, azt is lényegesnek véltem megtudni, van-e jelentősége 

annak, hogy a halál beálltától számítva mennyi idő alatt kerül a minta a fixáló oldatba. Ez 

a kísérlet arra is választ adhat, hogy a néhány eltérést, mely a kontroll (nem fixált), 

formalinnal fixált ill. formalinnal fixált és paraffinba ágyazott szövetminták között 

fennállhat, eredményezheti-e a mintavételtől a fixálásig eltelt idő alatti szöveti változás, 

pl. degradálódás. A vizsgálathoz 3 db SCID egér agyát és tüdejét használtam fel. A 

mintavétel az „Anyagok és módszerek” 3.3.4 fejezete alapján, a mintaelőkészítés, pedig 

a 3.3.2 fejezet alapján készült. A 13. ábra mutatja a mérések eredményeit. 

 



52 

 

 

13/1. ábra: Egérből származó agy szövetminta glikánprofiljának változása a halál 

beálltától a fixálásig. A) FFPE agy szövetminta (Országos Onkológiai Intézet); B) 

azonnal előkészített; C) egy óra múlva előkészített; D) két óra múlva előkészített. Az 

elválasztás körülményei az 5. ábránál leírtakkal megegyeztek. 

 

13/2. ábra: Egérből származó tüdő szövetminta glikánprofiljának változása a halál 

beálltától a fixálásig. A) FFPE agy szövetminta (Országos Onkológiai Intézet); B) 

azonnal előkészített; C) egy óra múlva előkészített; D) két óra múlva előkészített. Az 

elválasztás körülményei az 5. ábránál leírtakkal megegyeztek. 
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A 13/1 és 13/2 ábrákon jelentős különbségek tapasztalhatók mind a tüdő és az agy 

szövetmintái, mind az agy esetén a különböző időben fixált minták N-glikozilációs 

mintázatai között. Az ábrák A elektrogramjai a korábban már bemutatott, Országos 

Onkológiai Intézet által rendelkezésemre bocsátott FFPE szövetminták APTS jelölt, 

tisztított N-glikánjainak CE-LIF profiljait ábrázolják. A B-D minták 3-3 egérből 

származnak. A B esetén az eltávolított agyból és tüdőből azonnal elvégeztem a 

fehérjekinyerést és az N-glikánok mintaelőkészítését. A C mintát egy órás, a D-t pedig 

kétórás szobahőmérsékleten történő tárolás után vizsgáltam.  

Az agyból származó szövetminták esetén különbséget figyelhetünk meg az A 

valamint B-D elektroferogramok között. Az A elektroferogramon sokkal kevesebb 

sziálsavas, különösen magas sziálsavtartalmú (GU 4-6) struktúra látható, mint a felette 

lévőkön. Legnagyobb arányban ezen oligoszacharidok a B elektroferogramon 

megfigyelhetők. C, D-n arányuk kisebb, közelít az FFPE mintában megfigyelthez. Az 

alacsony sziálsavtartalmú (GU 7-9) és a neutrális (GU 9<) régióban a csúcsok száma és 

területe között nem látható jelentős különbség. 

A tüdőből származó mintáknál nem figyelhető meg az előbbiekben leírt tendencia. 

A-D elektroferogramokon GU 4-12-ig nincs jelentős változás a különböző időben 

előkészített minták N-glikán profiljában. 
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5. Megbeszélés 

5.1 Intakt, formalinnal fixált valamint formalinnal fixált, paraffinba 

ágyazott minták N-glikán profilbeli különbségei 

 

Kísérleteim első szakaszában arra a kérdésre kerestem a választ, hogy okoz-e a 

fehérjékéhez hasonló változást a formalinos fixálás a szénhidrátszerkezetekben. 

Kísérleteimet standard glikoproteinek vizsgálatával kezdtem: a nagyrészt neutrális N-

glikánokat tartalmazó Immunglobulin G-vel, a nagy sziálsav tartalmú fetuinnal és a 

magas mannóztartalmú Ribonukleáz B-vel. Ahogyan az az „Eredmények” rész 5-7. 

ábráin is látható (4.1.1) semmilyen változást nem tapasztaltam sem a formalinnal történő 

fixálás, sem a paraffinba történő ágyazás hatására a totál N-glikán profilon. Mivel ezeken 

a modell glikoproteineken, melyek a három leggyakoribb N-glikozilációs alcsoportot 

képviselik, nem okozott sem a fixálás sem a beágyazás olyan változást, ami érintette volna 

az oligoszacharidokat. Megállapítottam, hogy a glikoproteinek szénhidrát részére nincs 

hatással a formaldehides kezelés. 

A humán szérumon végzett munkám során is kontroll (nem fixált), formalinnal 

fixált, valamint formalinnal fixált és paraffinba ágyazott mintákat vizsgáltam. A humán 

szérum komplexebb mivolta miatt ez a kísérlet a következő lépést jelentette a szöveti 

szintű vizsgálatok előtt. A kísérletek eredményeképp a kapilláris elektroforetikus 

elválasztással kapott elektroferogramokon tapasztaltam ugyan némi csúcsarányváltozást 

(4.1.2), de ezek relatív standard deviációja nem haladta meg az ICH által meghatározott 

nemzetközi határértéket. A humán szérumra jellemző glikánprofil felismerhető volt és a 

szérumban előforduló N-glikán struktúrák hiánytalanul megtalálhatók voltak a formalin 

fixált és az FFPE mintában is.  

Az egérből származó tumoros szövetminta vizsgálatánál (4.1.3) három 

glikánstruktúra esetén tapasztaltam változást a kontroll és a formalinnal fixált állapot 

között: a 9. ábra 6, 11 ill. 16-os számmal jelölt csúcsai megnőttek a B elektroferogramon 

(FF). Wuhrer és munkatársainak 2017-ben közölt eredményeiből kiderül, hogy az α(2,3) 

kötésű sziálsav egységek érzékenyebben reagálhatnak a mintaelőkészítés körülményeire, 

mint az α(2,6) kötéssel kapcsolódók [134]. Az α(2,3) kötés térállása miatt 

(https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/Chem%20and%20Society/Influenza/

Influenze_overview.htm) könnyebben hasad. Az előbbiekben említett három struktúra 

https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/Chem%20and%20Society/Influenza/Influenze_overview.htm
https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/Chem%20and%20Society/Influenza/Influenze_overview.htm
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valószínűleg olyan monoszialo oligoszacharid, melyben a sziálsav egységek α(2,6) 

kötéssel kapcsolódnak, és három olyan diszialo struktúrából származnak, melyek a fixálás 

során elveszítették az α(2,3) kötött sziálsav egységeiket. Az oligoszacharidok 

azonosításához karbohidrát szekvenálást végeztem. 

Ezen egér minta szekvenálásakor az exoglikozidáz enzimeket mátrixszerűen 

hozzáadva (Am. 3.3.3) az intakt tumorszövet vízben oldott jelölt glikánjaihoz, olyan 

reakcióelegyeket kaptam, melyekben már csak olyan struktúrák jelentek meg, melyek 

nem rendelkeztek az enzim specifitásának megfelelő alkotórésszel. Pl.: a szialidázt 

tartalmazó reakcióelegyben csak olyan struktúrák vannak, melyeken nincs sziálsav vagy 

a szialidázt, fukozidázt, galaktozidázt és hexózaminidázt is tartalmazó reakcióelegyben 

csak olyan struktúrák lehetnek, melyeken sem sziálsav, sem fukóz, sem galaktóz, sem N-

acetilglükózamin nincs, ez a struktúra általában a trimannozil core pentaszacharid vagy 

más mannóztartalmú struktúra. A szekvenálás eredményeképpen azonosított N-

glikánokat az 5. táblázatban foglaltam össze. 
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Csúcs Struktúra GU 

1 F(6)M2 4.68 

2 A2G(4)2S(3,6)2 4.68 

3 A2BG(4)2S(3,6)2 4.87 

4 F(6)A2G(4)2S(3,6)2 5.06 

5 F(6)A1[3]G(4)1S(6)1 5.17 

6 A2[6]G(4)1S(6)1 5.32 

7 A2[3]BG(4)1S(6)1 5.58 

8 F(6)A2[6]G(4)1S(6)1 5.73 

9 F(6)A2[3]G(4)1S(6)1 5.95 

10 A2G(4)2S(6)1 6.20 

11 A2BG(4)2S(6)1 6.41 

12 A2G(4)2S(3)1 6.50 

13 A2 6.80 

14 F(6)A2[6]G(4)2S(6)1 6.90 

15 M5 6.90 

16 F(6)A2[3]G(4)2S(6)1 7.31 

17 A2[6]G(4)1 7.83 

18 A2[3]G(4)1 8.07 

19 F(6)A1[3]G(4)1 8.13 

20 A2[3]BG(4)1 8.60 

21 M8 9.78 

22 F(6)A2G(4)2 10.10 

23 A2G(4)2 9.10 

24 F(6)A2G(4)1 9.20 

25 A2BG(4)2 9.90 

26 A1[3]G(4)1 7.32 

27 Core M3 4.90 

28 A1[3] 6.10 

29 A2B 7.20 

5. táblázat: Egérből származó HT-1975 sejtekkel indukált tumoros szövetminta N-

glikánjai 
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A 14. ábra az egérből származó HT-1975 sejtekkel indukált tumoros szövetminta 

N-glikánjainak exoglikozidáz emésztéses reakció útvonalát foglalja össze. Az szialidáz 

enzimes emésztés után megállapítható, hogy a 2, 10 és 12-es számmal jelölt diszialo, 

afukozilált struktúrákból a 23-as jelű A2G(4)2 struktúra lesz. A 3 és 11-es biszekting 

struktúrák a sziálsav egységek levágása után a 25-ös csúccsá válnak. A 4, 14 és 16-os 

core fukozilált glikánok az F(6)A2G(4)2 oligoszacharidnak megfelelő 22-es csúcsban 

olvadnak össze, míg az 5-ös csúcsból a 19-es, a 6-osból a 17-es, a 7-esből pedig a 20-as 

csúcsba vándorolnak a glikánok. A 8 és 9-es számú core fukozilált, egykarú 

oligoszacharidokból a szialidáz emésztéssel a 24-es F(6)A2G(4)1 struktúra jön létre. 

Fukozidázos emésztés után az 1-essel jelölt F(6)M2 glikánból maltóz (M2) lesz, ami nem 

látszik az ábrán, mivel GU 2-nél helyezkedik el. A 19-es struktúrából 26-os keletkezik, 

A 22-es F(6)A2G(4)2-ből A2G(4)2 lesz (23), míg a 24-es számú a 18-as csúcsba csúszik 

el. A C elektroferogram csúcsai a β-galaktozidáz hatására a következő módon mozdulnak 

el: a 26-os (A1[3]G(4)1) a 28-asba (A1[3]) egy galaktóz egység levágásával, a 17, 18 és 

23-as csúcsok a 13-asba (A2) egy ill. két galaktóz egység levágásával, a 20 (A2BG(4)1) 

és 25-ös (A2BG(4)2) pedig a 29-esbe (A2B) egy ill. két galaktóz egység levágásával. 

Hexózaminidáz enzim hozzáadásával a D elektroferogram 28, 13 ill 29-es csúcsa az N-

acetilglükózamin egységek eltávolításával a 27-es csúcs növekedését hozza létre. (Az 

„Eredmények” részben említettem, hogy a galaktozidáz enzim hexózaaminidáz aktivitása 

miatt jelenhetett meg ez a csúcs a galaktozidáz emésztés után a D elektroferogramon.) A 

15-ös M5 és a 21-es M8 struktúrák magas mannóztartalmúak, csak mannóz egységeket 

tartalmaznak a core-struktúrához kapcsoltan, így az általam használt enzimek nem voltak 

hatással rájuk. A korábban említett 6, 11 és 16-os monoszialo struktúrákat jelentő csúcsok 

mérete a 9. ábra B elektroferogramján azért nőhetett meg, mert a 2, 3 és 4-es jelű diszialo 

struktúrák elvesztették α(2,3) kötésű sziálsav egységeiket. 
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14. ábra: Egérből származó HT-1975 sejtekkel indukált tumoros szövetmintából származó N-glikán struktúrák exoglikozidáz útvonala. Harvey és 

munkatársai [135] jelöléseit használtam.
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Eredményeim azt mutatták, hogy az N-glikán mintázatok gyakorlatilag azonosak a 

formalinos kezelés, valamint a paraffinba ágyazás előtt és után az általam vizsgált minta 

típusokban. Ezek alapján javasolható, hogy a kórházakban több évtizede felhalmozott 

FFPE mintákat fel lehet használni a közismeretben lévő betegségekhez kapcsolódó N-

glikozilációs változások (gliko-biomarkerek) felderítésére. 

5.2 Glikánstruktúrák azonosítása különböző egér szervekből 

 

Mivel előző vizsgálataim eredményei azt sugallták, hogy a formalin fixálás és a 

paraffinba ágyazás nincs hatással a glikoproteinek karbohidrát részére, a következőkben 

kiterjesztettem a teljes N-glikán profil meghatározását az FFPE szövetmintákra és az 

azokban talált struktúrák pontos azonosítására. Ezen kísérleteimhez különböző formalin 

fixált és praffinba ágyazott egér szerveket használtam, nevezetesen tüdőt, agyat, szívet, 

lépet, májat, vesét ill. belet. A 10. ábrán jól megfigyelhető, hogy a különböző típusú 

szövetminták eltérő N-glikán profilt mutatnak, ami ennek megfelelően specifikusnak 

tekinthető az adott szövetre nézve. Jól látható, hogy az egyes szervek szövetei különböző 

arányban tartalmaznak magas, valamint alacsony sziálsav tartalmú, ill. különböző 

mérettartományba eső neutrális struktúrákat. 

Ahhoz, hogy teljes biztonsággal meggyőződjünk arról, mely struktúrák adják az 

egyes szövetek N-glikán profilját oligoszacharid szekvenálás volt szükséges a glikánok 

cukor építőelemeinek és azok kötés típusának meghatározásához. A vizsgálatot 

exoglikozidáz mátrix emésztéssel végeztem el az „Anyagok és módszerek” megfelelő 

fejezetében leírtak szerint (3.3.3).  

A 12. ábrán látható a karbohidrát szekvenálás eredménye és a meghatározott 

csúcsok 1-24-ig. A 24-es csúcsot az N-glikánok core pentaszacharidjaként azonosítottam 

GU értéke alapján (4,829), valamint azért mert nem tartalmaz már sziálsav, fukóz, alfa- 

vagy béta-galaktóz, sem antennáris N-acetilglükózamin egységeket. Látható volt, hogy a 

8, 11 és 14-es struktúrák nem változtak meg az alkalmazott enzimek hatására. Ebből arra 

következtettem, hogy ezen oligoszacharidok valoszínűleg olyan magas mannóztartalmú 

struktúrák, melyek 5, 6 ill. 8 mannóz egységet tartalmaznak. Ezt a feltételezést 

megerősítette GU értékük, melyet online elérhető szoftver és adatbázis segítségével 

határoztam meg (www.gucal.hu). A reakciók lépéseit és a javasolt struktúrákat a 15. és 

16. ábra szemlélteti.  

http://www.gucal.hu/
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15. ábra: Béta-galaktóz tartalmú egér tüdő eredetű N-glikán struktúrák exoglikozidáz 

reakció útvonala. Harvey és munkatársai [135] jelöléseit használtam.  
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16. ábra: Alfa- és béta-galaktózt is tartalmazó egér tüdő eredetű N-glikán struktúrák 

exoglikozidáz reakció útvonala. Harvey és munkatársai [135] jelöléseit használtam (Ga: 

alfa-galaktóz). 

A 15. ábra a béta-galaktóz tartalmú oligoszacharid struktúrák exoglikozidáz 

reakció útvonalát foglalja össze (ezekben nincs alfa-galaktóz egység). Szialidáz 

hozzáadása után az afukozilált (1, 2, 6) és a core fukozilált (4, 7, 10, 12) struktúrák a 13 

és 15-ös csúcsokba csúsztak át. Fukozidáz enzim hatására a 15-ös csúcs a 13-asba 

mozdult el. Béta-galaktozidáz enzim hatására jött létre az előbbiből (13) a 22-es struktúra, 

mely a két antennás A2 oligoszacharidot jelöl. A hexózaminidázzal történő emésztés az 

N-acetilglükózamin egységek levágásával hozta létre a trimannozil core (24) struktúrát. 

Ezen az ábrán látható még az 5-ös számmal jelzett szialilált, fukóz egységet nem 

tartalmazó, egyantennás struktúra, melyből szialidáz kezelés hatására a korábban Hoja-

Lukovicz által leírt [136] egyantennás komplex oligoszacharid keletkezett, mely két 

galaktóz egységet tartalmazott β14 kötéssel. Ebből a béta-galaktozidáz tartalmú 
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reakcióelegy az A1[3] struktúrát hozta létre, mely hexózaminidáz emésztés után a 24-es 

csúcsot eredményezte.  

A 16. ábra az alfa-galaktozilált N-oligoszacharidok reakcióútvonalát mutatja. Itt a 

core fukozilált 3 és 9-es struktúrák szialidáz hatására a 18-as csúcsba csúsznak át, majd 

fukozidáz hatására a 19-es csúcsot növelték meg. Amikor ezt a glikánt béta-

galaktozidázzal kezeltem, egy béta-galaktóz egység elvesztésével a 23-as jelent meg. Az 

E reakcióelegy, mely alfa- és béta-galaktozidázt is tartalmazott, ebből a csúcsból hozta 

létre a 22-essel jelölt kétantennás A2 struktúrát egy alfa- és egy béta-galaktóz egység 

levágásával. A2 -ből hexózaminidáz enzim emésztés eredményezte a core 

pentaszacharidot. A 16-os struktúra fukozidáz emésztés hatására a 20-as csúcsot adta, 

majd két alfa- és két béta-galaktóz egységet vesztett az alfa- és béta-galaktozidáz enzimek 

együttes hozzáadásával. Az így létrejött A2 oligoszacharid a már említett hexózaminidáz 

kezelés után a 24-es, core struktúrát eredményezte. Az azonosított struktúrákat a 6. 

táblázatban foglaltam össze [137].  
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Csúcs MT [min] GU Struktúra 

1 11.429 4.549 A2G(4)2S(6,6)2 

2 11.588 4.721 A2G(4)2S(3,6)2 

3 11.679 4.819 F(6)A2G(4)2S(6,6)2 

4 11.842 4.996 F(6)A2G(4)2S(3,6)2 

5 12.05 5.240 A1[3]G(4)2S(3)1 

6 12.771 6.096 A2G(4)2S(6)1 

7 13.171 6.607 F(6)A2[6]G(4)2S(6)1 

8 13.254 6.713 M5 

9 13.429 6.936 F(6)A2G1Ga1S1 

10 13.727 7.326 F(6)A2[3]G(4)2S(6)1 

11 13.913 7.595 M6 

12 13.983 7.691 F(6)A2[3]G(4)2S(3)1 

13 14.967 9.039 A2G(4)2 

14 15.333 9.530 M8 

15 15.762 10.106 F(6)A2G(4)2 

16 17.433 12.366 FA2G2Ga2 

17 14.967 9.039 A1[3]G(4)2 

18 16.496 11.096 F(6)A2G2Ga1 

19 15.762 10.106 A2G2Ga1 

20 16.817 11.531 A2G2Ga2 

21 12.508 5.779 A1[3] 

22 13.183 6.622 A2 

23 14.762 8.759 A2G1Ga1 

24 11.688 4.829 Core M3 

6. táblázat: Egér tüdőből származó N-glikánok összefoglaló táblázata publikus 

adatbázisból származó adatokkal. 

A fentiekhez hasonlóan elvégzett kísérletek alapján a 11. ábrán bemutatott FFPE 

egér szervekből származó APTS-el jelölt, tisztított N-glikán profilok egyes 

oligoszacharidjainak azonosítását exoglikozidáz enzimes szekvenálással és online 

adatbázis igénybevételével végeztem el. Az eredményeket a 7. táblázatban foglaltam 

össze. 
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Csúcs Struktúra GU Tüdő Agy Szív Lép Máj Vese Bél 

1 A2G(4)2S(6,6)2 4.549 x  x x x x x 

2 A2G(4)2S(3,6)2 4.721 x  x  x x  

3 F(6)A2G(4)2S(6,6)2 4.819 x  x x x x x 

4 F(6)A2G(4)2S(3,6)2 4.996 x  x x    

5 A1[3]G(4)2S(3)1 5.24 x  x x  x  

 A2[6]BG(4)S(6)1 5.612   x x  x  

 A2[3]BG(4)S(6)1 5.995   x x  x  

6 A2G(4)2S(6)1 6.096 x  x x x x  

7 F(6)A2[6]G(4)2S(6)1  6.607 x x x x x x x 

8 M5 6.713 x  x x x x  

9 F(6)A2G1Ga1S1 6.936 x  x x x x x 

 F(6)A2 7.639  x      

10 F(6)A2[3]G(4)2S(6)1 7.326 x x x x x x x 

11 M6 7.595 x  x x x x x 

12 F(6)A2[3]G(4)2S(3)1 7.691 x       

 A2[6]BG(4)1 8.381  x      

13 A2G(4)2 9.039 x x x   x x 

14 M8 9.53 x x x x x x x 

 A2BG(4)2 9.77       x 

 F(6)A2BG(4)1 9.95  x    x x 

15 F(6)A2G(4)2 10.106 x x x x x x x 

 F(6)A2BG(4)2 10.713       x 

16 FA2G2Ga2 12.366 x x    x  

7. táblázat: Egérből származó FFPE szövetek totál N-glikán profiljait alkotó 

oligoszacharidok összefoglaló táblázata. (A számok a tüdő szövetminta már megismert 

csúcsait jelölik. Kékkel a kizárólag a többi szövettípusban megtalált struktúrákat 

jelöltem) 
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Eredményeim alapján megállapítottam, hogy az FFPE szövetminták alkalmasak 

CE-LIF módszerrel történő N-glikánok azonosításra. A GU értékek és a csúcs 

elmozdulások alapján kiszámítható, hogy az exoglikozidáz enzimatikus emésztés milyen 

oligoszacharidokat eredményezett és ezek alapján lépésről lépésre felépíthető volt az 

eredeti N-glikánstruktúra. 

5.3 Időfüggés vizsgálata fixáláskor 

 

Munkám harmadik részében arra kerestem a választ, hogy van-e összefüggés a cukor 

struktúrák totál N-glikán profilban való előfordulásának aránya és a mintavételtől a 

fixálásig eltelt időtartam között. A kísérletekbe egérből származó agy és tüdő 

szövetmintát alkalmaztam. A 13/1. ábrán egyértelműen megfigyelhető egy olyan 

tendencia, miszerint a sziálsavas struktúrák érzékenyen reagálnak arra, ha sokáig 

szobahőmérsékleten állnak a fixálás előtt. A sziálsav egységek minden esetben az 

oligoszacharidok fehérjéhez való kapcsolódásától (vagy a fluorofór csoporttól) 

legtávolabb helyezkednek el és gyakran a hőmérséklet növelésekor enzimatikus emésztés 

nélkül is lehasadnak. Ezzel magyarázható lenne az, hogy a halál beálltakor közvetlenül 

feldolgozott szövetminta őrizte meg ezen struktúrákat a legnagyobb arányban. 

Az is megfigyelhető, hogy a tüdő szövetmintánál (13/2. ábra) nem tudjuk ezt a 

szabályosságot egyértelműen bizonyítani. Magyarázható ez azzal a ténnyel, hogy nem 

azonos struktúrák alkotják a két szövet N-glikánprofilját. Az mindenesetre kijelenthető, 

hogy általában a mintavétel után 0.5-1 órával a szövetek fixáló oldatba kerülnek. Ezzel a 

lehetőségek szerint nagyon sok N-oligoszacharidot őriznek meg a kórházakban és 

kutatóintézetekben tárolt minták, melyek fontos információt rejthetnek a 

glikobiomarkerek felfedezése szempontjából. 
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6. Összefoglalás/Summary 

 

Az élő sejtek felületét gazdagon borítják különféle szénhidrátláncok, melyek a 

glikokonjugátumok részeként fontos funkciókat látnak el a szervezet és a sejt életében. A 

glikoproteinek szénhidrát láncai befolyásolják a hozzájuk kapcsolódó fehérje 

konformációját, élettartamát, közreműködhetnek a sejt-sejt kölcsönhatásokban továbbá 

receptorai lehetnek különböző lektineknek vagy antitesteknek. A glikomika tudománya a 

szénhidrátok felépítését és funkcióit vizsgálja. Mivel az oligoszacharidok 

megváltozhatnak betegségek hatására, alkalmazhatóak biomarkerként. Az FFPE minták 

jó alternatívát jelenthetnek a friss/fagyasztott mintákkal szemben, könnyebb és hosszabb 

ideig való eltarthatóságuk miatt. Az FFPE mintákat több kevesebb sikerrel alkalmazták a 

genomika területén nukleinsavak izolálására, melyeket azután génexpressziós analízisre 

használták, valamint a proteomika területén Western blotting analízisre, fordított fázisú 

fehérje array-re és tömegspektrometriai kutatásokra is. Vizsgálataim során 

megállapítottam, hogy a fehérjékhez kötött szénhidrátok nem változnak formalin fixálás 

hatására, így glikomikai kutatásokban is felhasználhatók. Eddig főleg MSI (mass 

spectrometry imaging) technikát használtak az FFPE minták glikozilációjának 

vizsgálatára. Azonban ez a technika annak ellenére, hogy egyszerre nagy számú 

különböző anyag detektálására és meghatározására alkalmas, nem tud különbséget tenni 

az egyes kötési és pozícionális izomerek között, melyeknek fontos élettani szerepük, és 

ennek megfelelően biomarker jelentőségük lehet, ezenfelül nagy mennyiségű mintát 

igényel, mivel viszonylag kis érzékenységgel bír. A kapilláris elektroforézis módszer 

ellenben olyan nagy felbontású technika, mellyel lehetővé válik az előbbiekben említett 

izomerek és anomerek elválasztása is. Lézer indukált fluorescenciával alkalmazva 

nagyfokú érzékenységet érhetünk el.  

Dolgozatomban azon kérdésekre kerestem a választ, hogy 1) megváltozik-e a 

glikoproteinek oligoszacharid szerkezete formalinnal való fixálás és formalinos fixálást 

paraffinba ágyazással kombináló módszer hatására, valamint, hogy 2) lehetséges-e az 

FFPE szövetmintákból teljes glikánprofil meghatározása ill. az egyes cukorstruktúrák 

azonosítása. Munkám során standard glikoproteineken, humán szérumon ill. egérből 

származó tumoros szövetmintán végzett kísérleteimmel sikerült bizonyítanom, hogy a 

fixálás és a fixálás paraffinba ágyazással, speciális sziálsavas szerkezettől eltekintve, nem 

változtatja meg a cukorprofilt. Az FFPE egér szövetminták glikomikai analízise során a 
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különböző szövetekből kinyert N-kötött glikánok a szövettípusokra jellemző 

glikozilációs profilt adtak. Az egyes szövetmintákban található glikánok pontos 

szerkezetmeghatározását exoglikozidáz mátrix emésztéssel oldottam meg. 

Megállapítottam, hogy az FFPE minták alkalmasak az N-glikánok kapilláris 

elektroforetikus analízisére lézer indukált fluorescens detektálással. A jövőben a 

mintaelőkészítési módszerek fejlesztésével kisebb anyagmennyiségekből is lehetővé 

válna a cukorstruktúrák azonosítása, valamint nagyobb mintaszámmal el lehet végezni a 

módszer analitikai validálását. 
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The surface of the living cells is richly decorated with various carbohydrate chains that 

play important roles in the body and cell life as part of the glycoconjugates. Glycan 

structures of glycoproteins influence the conformation, determine lifetime of the 

associated protein, participate in cell-cell interactions, and could be receptors for different 

lectins or antibodies. The growing field of glycomics explores the structure to function 

relationship of carbohydrates. As oligosaccharides can change due to diseases, they can 

be used as biomarkers. FFPE samples represent a good alternative to fresh/frozen samples 

because of their easier storage and longer shelf-life. So far, FFPE samples have been used 

to isolate nucleic acids for gene expression analysis in genomics, for reverse phase array 

Western blotting and mass spectrometry experiments in the proteomics field. In the 

glycomics field, MSI (mass spectrometry imaging) techniques have only been used to 

investigate the glycosylation of proteins from FFPE samples. However, despite the fact 

that it is capable of detecting and determining a large number of different materials at the 

same time, this technique cannot distinguish between the individual binding and 

positioning isomers that have an important physiological role and, consequently, 

biomarker significance. In addition, it requires large amount of sample, as it has relatively 

low sensitivity. Based on my studies, I have found that carbohydrates are not effected by 

formalin fixation, so they can be used in glycomic research. Capillary electrophoresis is 

a high-resolution technique, which enables the separation of isomers and anomers. Using 

laser-induced fluorescence, high sensitivity can be achieved. 

In my thesis, I wanted to answer the following questions: 1) whether the 

oligosaccharide chain of glycoproteins was altered by formalin fixation and paraffin 

embedding, and 2) would it be possible to determine the complete N-glycan profile of 

FFPE tissue samples and identify each oligosaccharide structure. During my research, 

using standard glycoproteins, human sera and mouse tumor tissue samples I confirmed 

that formalin fixation and paraffin embedding did not change the number of N-glycan 

peaks detected and only slightly changed their distribution. In the glycomic analysis of 

FFPE mouse tissue samples, N-linked glycans extracted from different tissues produced 

distinct glycosylation profile of the tissue types. The exact structure of the 

oligosaccharides from the individual tissue samples was released by exoglycosidase 

matrix digestion. In summary, I have determined that FFPE samples are suitable for 

comprehensive N-glycan analysis. In the future, it would be possible to identify the sugar 
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structures from smaller amounts of materials with the development of sample preparation 

methods, and to carry out an analytical validation of the method with larger sample 

number. 
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