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1. Bevezetés és célkitiizés

Napjainkban egyre nagyobb az igény a kiilonbozé daganatos megbetegedések
korai felismerésére és diagnozisara. Ehhez olyan biomarkerekre van sziikség, melyekkel
pontosan meghatarozhatok a kiilonboz6 betegségek ¢és azok stadiumai. Doktori
tanulmanyaim soran a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Molekularis
Medicina Kutatékdzpontjdhoz tartoz6 Horvath Csaba  Elvalasztdstudomanyi
Laboratoriumban az €16 szervezetben fontos szerepet jatszd szénhidratok kapillaris
elektroforetikus analizisével foglalkoztam. A biomarkerkutatashoz felhasznalhaté mintak
gyljtése sok esetben hosszadalmas, akar éveket is igénybe vehet. Erre a problémara
jelenthetnek megoldast a koérhazakban/klinikdkon készitett és hosszi ideig tarolt
formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) szovetmintdk, melyek nagy szamban
allnak a kutatok rendelkezésére. A novekvd igény az archiv mintak felhaszndldséara az
analizis modszerek fejlodését indukalta. Eddig leginkabb az LC/MS és MALDI
technikakat alkalmaztdk a vizsgalatokhoz. Legjobb tudomédsom szerint a mi
kutatocsoportunk volt az els6, aki CE-LIF (kapillaris elektroforézis 1ézer indukalt
fluorescencidval) modszert hasznalt FFPE minték glikanprofiljanak analizisé¢hez. E18szor
azt kivantam tesztelni, hogy a fixalas okoz-e szerkezeti valtozast a szénhidratokban.
Ehhez a formalinnal fixalt paraffinba agyazott glikoproteineket, human szérumot majd
egérbdl szarmazd tumoros szovetmintdkat PNGase F emésztésnek vetettem ald, majd a
kinyert cukrokat fluoreszcensen jeloltem (aminopiréntriszulfonat, APTS festékkel), majd

CE-LIF moédszerrel vizsgaltam.

Dolgozatom célja bemutatni, hogy 1) a glikoproteinek aszparaginhoz kotott (N-
linked) oligoszacharid része nem valtozik meg formalinnal val6 fixalas és paraffinba
agyazas soran, valamint, hogy 2) FFPE szovetmintakbol meghatarozhatd a szovetre

jellemzd teljes glikanprofil ill. azonosithatok az egyes cukorstrukturak.



2. Irodalmi attekintés

2.1  Oligoszacharidok a bioldégiai rendszerekben

2.1.1 A glikozilacio tipusai

A szénhidratokrol alkotott elképzeléseink az elmult néhany évtizedben jelentdsen
atértékelddtek: sokaig csak vazanyagként (celluloz és kitin), energiaforrasként
(keményito és glikogén) vagy a nukleinsavak alkotoiként tartottak szamon oket. Méra a
glikomika tudomanyéanak koszonhetden, fény deriilt a szénhidrat-szénhidrat, szénhidrat-
fehérje valamint a szénhidrat-nukleinsav kdlcsonhatasok jelentds részére és azok fontos
¢lettani jelentoségére. A kiilonb6z6 glikoformak fontos szerepet jatszanak a biologiai
folyamatokban. Ilyenek példaul a virusfertézés folyamata, a szignaltranszdukcio, a
gyulladasos folyamatok, sejt-sejt, valamint baktérium-gazdasejt kolcsonhatasok, a
fertilitas és fejlédés. A komplex cukormolekulak makro-és mikroheterogenitasa azonban
Iényegesen nagyobb kihivast jelent a kutatok szdmara, mint a fehérjék és a nukleinsavak
esetén. A cukorszerkezetek gyakori elagazasi és kapcsolodasi  diverzitasanak
kovetkezményeként a szénhidratoknak a legnagyobb a strukturalis komplexitasuk a

biopolimerek kozott.

A szénhidratok polihidroxi-aldehidek és —ketonok ill. ezek szarmazékai. Kémiai
tulajdonsagaik ¢és felépitésiik alapjan harom csoportjuk kiillonboztethetd meg. A
monoszacharidok altalaban 3-6, ritkin 7 vagy 8 szénatomot tartalmazé cukrok. Az
oligoszacharidok 2-10 monoszacharid egységb6l allo, glikozidos kotéssel
Osszekapcsolodo 0Osszetett szénhidratok. A poliszacharidok tobb szaz vagy ezer,
monoszacharid egységbdl felépiild linearis vagy elagazo lanct makromolekulak, melyek
egyforma vagy kiillonb6z6 monoszacharidokbdl is allhatnak. Az oligoszacharidok
szamtalan élettani szerepet toltenek be a glikokonjugatumok hidrofil részeként.

A glikokonjugatum kifejezés olyan makromolekuldk leirasara hasznalhato,
melyek fehérjékkel vagy lipidekkel kovalensen kapcsolt mono- vagy oligoszacharidokat
tartalmaznak. A gliko- elétag valamint a -Szacharid és -glikan utdtag szénhidrat
alkotorészek jelentlétére utal az adott glikokonjugatum nevében (példaul glikoproteinek,
glikolipidek és proteoglikanok). Ezen biomolekulék szénhidrat komponenseinek tobbek

kozott hatasa van a konformacios és proteolitikus stabilitasra, vizkotd képességre. A



sejtfelszini  felismerést a  kozelmultig protein-protein  és  protein-szénhidrat
kolesonhatasokkal magyaraztak. A legujabb kutatasok azonban ravilagitottak arra, hogy
a szénhidrat-szénhidrat interakcidknak rendkiviil fontos szerepiik van a felismerési
folyamatokban. Bizonyitast nyert, hogy a sejtfelszini szénhidratok meghatarozé szerepet
jatszanak a sejtek kiilvilaggal torténd kommunikacidjaban Kkitiintetett helyzetiiknek ¢és
szerkezeti valtozatossaguknak koszonhetden. Receptorként és markerként részt vesznek
a sejt-sejt, valamint a sejt-extracellularis biomolekula felismerésében és interakcioban. A
glikoproteinek receptorai lehetnek kiilonb6z6 hormonoknak, enzimeknek, proteineknek,
valamint kotéhelyet jelenthetnek virusoknak, baktériumoknak és toxinoknak, tovabba
nélkiilozhetetlenek a sejtek szovetekké szervezodésében. Ezen sejtfelszini strukturak
egyedekre ill. fajokra specifikusak [1], Kulcsszerepiik van a fehérje feltekeredésében
(folding-jaban) [2] ezaltal az immunologiai folyamatokban. Egyes oligoszacharid
struktirdk megvaltozdsa szamos betegség ill. koros elvaltozas esetén megfigyelhetd.
Példaul a rakos sejtekre nem érvényes a kontaktgatlas mechanizmusa, ami a sejtfelszini
szénhidratlancok megvaltozasaval magyarazhato [3]. A monoszacharidok, a szénhidratok
épitéelemei, polifunkcios vegyiiletek, melyek eltérd gytriitagszam, kotéstipus és anomer
konfiguracio kovetkeztében sokkal nagyobb mértékben képesek varidlédni, mint a

polipeptidek vagy polinukleinsavak [4].

A glikokonjugatumok egyik, mar emlitett alcsoportja, a glikoproteinek olyan, az
¢l szervezet szdmara alapvetd funkciokkal rendelkezd Osszetett fehérje molekuldk,
amelyek a polipeptid lanchoz kovalens kotéssel kapcsolodo cukor oldallancokat
tartalmaznak. A plazmamembranban talalhato glikoproteinek legalabb két doménbdl
allnak: 1) egy féleg hirdoféb aminosavakbdl allé peptid, mely a lipid kettds rétegbe
mélyed, valamint 2) egy hidrofil domén, amely a membran extracellularis felszinén
helyezkedik el. Szamos membranfehérjének van egy harmadik, citoplazmatikus doménje
is. A glikoproteinek oligoszacharid oldallancai az extracellularis polipeptid doménhez
kapcsolodnak [5]. A glikoproteineknek alapvetden két f6 tipusat kiilonboztetjiik meg a
szénhidrat és a polipeptid rész kozott 1étrejott kémiai kotés alapjan: N-glikozidos kotés
esetén N-, mig O-glikozidos kotés esetén O-glikoproteinekrdl beszéliink. Beszamoltak
még C-tipusu kotésrol is, de dolgozatomban részletesebben csak az elsé csoportba tartozo

proteinek oligoszacharid lancanak szerkezetével foglalkozom.

A glikoproteinekben, a fehérje részhez kapcsolodo N-oligoszacharidok mindegyike

tartalmaz egy kozds, un. core pentaszacharidot (1. abra), melynek dsszetétele: a-D-Man-
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(1-6)-[a-D-Man-(1—3)]B-D-Man-(1—4)-B-D-GlcpNAc-(1—4)-D-GlcpNAc, amely [3-
N-glikozidos kotéssel kapcsolodik a redukald végi N-acetilgliikozaminon (GICNAc-on)
keresztiil a peptidlanc olyan L-aszparaginjanak amin nitrogénjéhez, ami az Asn-X-
Ser/Thr konszenzus szekvenciaban talalhato, ahol X nem lehet szerin, threonin illetve
prolin. Az N-glikdnoknak harom f6 csoportjat kiilonboztetjik meg a core
pentaszacharidhoz kapcsolodd monoszacharid egységek alapjan: 1) oligomanndz tipus,
2) komplex tipus, 3) hibrid tipus, amely egyarant mutatja az oligomanndz tipus és az

komplex tipus jellegzetességeit [4, 6].

Man@1-6) _____ .. .
/;,Man(81-4)GIcNAc(Bl—4)GIcNAc(l31-N)E— Asn
Man@1-3)” ~~ """ TTTT T TT T

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

Az N-glikanok szintézise az endoplazmatikus retikulum egy lipidjén, a poliprenol
dolichol pirofoszfaton kezdddik. A kezdé N-glikan-szerkezet 14 cukor egységbdl all:
GlcaMangGIcNAC2, melyek co-transzlacios modon, egy blokkban szallitodnak és
kotédnek az N-acetilglitkozaminon (GICNAC) at az aszparaginhoz a szintetizal6do fehérje
specifikus N-glikozilacios konszenzus szekvenciajan beliil. Az endoplazmatikus
retikulumban, majd a Golgi-késziilékben az N-glikan szerkezet a monoszacharid
egységek glikozidazos eltavolitasaval modosul, majd ezt koveti a glikozilacios szerkezet
felépitése a glikoziltranszferazok altal az szénhidrat egységek hozzaadasaval, mint
példaul galaktoz, fukoz vagy szialsav a komplex N-glikoproteinekben, vagy mannoéz

monomerek hozzaadasaval a high mannoz strukturakban [7].

Sok kiilonboz6 elmélet alakult ki a glikokonjugatumok oligoszacharid egységeinek
bioldgiai szerepével kapcsolatban. Ezekkel kapcsolatban harom 4altalanos alapelvet
ismeriink: 1) Nehéz meghatarozni vizsgalatok nélkiil egy adott glikokonjugatum
oligoszacharid részének funkcidjat vagy a szervezetre gyakorolt hatasat; 2) Ugyanazon
oligoszacharid kiilonboz6 feladatokat lathat el a szervezetben kiilonbozé élettani
helyzetekben vagy fejlodési fazisokban; 3) A specifikus funkcidkat gyakran specifikus
oligoszacharidok vagy szokatlan modosulasaik hatdrozzak meg. Az ilyen szokatlan
oligoszacharid  szekvenciak kedvelt célpontjai a patogén toxinoknak és

mikroorganizmusoknak. A gazdasejt és a patogén mikroorganizmus kozott fennallo



interakciok kovetkeztében a sejtfelszini cukroknak sok fajon beliili és fajok kozotti

.....

felismer6 elemeik és a biologiai folyamatokra gyakorolt moduléaciés hatasuk [8].

A glikozilacié tipusai koziil az N-aszparagin kapcsolasi cukorldncok
enzimatikusan vagy kémiai uton tavolithatok el a glikozilaci6 természetes variansainak,
valamint a genetikai mutansok viselkedésének tanulmanyozasa céljabol [9]. A fehérjék
glikozilacidjanak megvaltozasa kiilonb6zo6 hatassal lehet a fehérjére: a kovetkezmények,
a részfunkcidk elvesztéséig vagy akar a fehérje teljes megvaltozésaig terjedhetnek.
Tovabba a hatasok kiilonbozhetnek az egyes fehérjéknél in vivo és in vitro allapotban
megfigyelt funkciokban. Példaul az eritropoietinnél a deszializacié és/vagy a kevéssé
elagazod oligoszacharidok megjelenése in vitro az aktivitas novekedéséhez, de in vivo épp
ellenkezdleg, az aktivitas csokkenéséhez vezethetnek [10]. Tovabba példaul a
granulocyta/makrofag kolonia stimulalé faktor (GM-CSF) esetében a kisebb mértékii
glikozilacid hatasara a receptor kotddés és az aktivitas fokozatos ndvekedése kovetkezik

be, viszont n az antigenicitas és a nem glikolizalt forma gyorsan kitiril [11].

2.1.2 N-glikanok biologiai funkcio6i

Célom az N-kotott oligoszacharidok azon funkcidinak 6sszefoglalasa, melyeket még csak
néhany évtizede ismer a tudomany. A sejthartyaba beékel6dd fehérjékhez sok esetben
szénhidrat lancok kapcsolodnak, melyek a sejtek kozotti tér felé esé oldalon

helyezkednek el, igy aszimmetrikussa teszik a sejthartyat.

2.1.2.1 Immunfunkcio
Az N-glikdnok fontossagat elsdként a vércsoportok felfedezése tanusitotta. Az ABO

vércsoport antigéneket Karl Landsteiner és munkatarsai irtdk le a 20. szézad elején.
Kutatasuk eredményeként az embereket kiilonb6z6 csoportokba osztottdk a
szérumfaktorok jelenlétének vagy hianyanak megfelelden, amelyek a mas emberektdl
izolalt vorosvérsejteket agglutinaltak (irreverzibilisen kicsaptdk). Ma mar tudjuk, hogy
ezek a szérumfaktorok antitestek, az antigének pedig glikan epitopok. Az ABO antigének
a vOrosvértestek membranjanak glikoproteinjein szintetizalddnak és polimorfizmusuknak
fontos orvosi kovetkezményei vannak. Az 1jsziilott immunrendszere IgM antitesteket
termel az ABO antigének ellen. A 0 vércsoportiak nem szintetizdlnak A vagy B

antigéneket, viszont a vérben IgM antitestek (izoagglutininek) keringenek az A és B



vércsoport antigének ellen. B vércsoport esetén IgM anti-A izoagglutininek vannak jelen
az A vércsoportot meghatarozo antigén ellen, de a szervezet nem termel izoagglutinint a
B antigén ellen. Ezzel szemben az A vércsoporti személytdl szarmazé szérumok anti-B
antitesteket tartalmaznak. Az AB vércsoporttal rendelkez6k viszont nem termelnek anti-
A vagy anti-B IgM izoagglutinint, mert a vorosvértestek feliiletén mind az A, mind a B

antigén megjelenik [6].

A glikoproteinek oligoszacharid része védelmet nyujthat a polipeptid lancnak
protedzok vagy antitestek altali felismerése ellen [12]. Ez a glikokonjugatum burok az

egész sejtet beboritja, tgynevezett glikokalixot hozva létre.

Néhany oligoszacharid a mikrobialis és immuntdmadasok elharitasaban vesz részt.
Példaul egy O-acetilészter kapcsolodasa a termindlis szidlsavhoz megakadalyozza a
patogén influenza A virus kot6dését az oligoszacharidhoz, mintegy alcazva azt [13].
Hasonloképpen, ha a Tn antigénhez galaktdéz vagy szidlsav egység kapcsolodik,
megsziinik  autoimmun  reaktivitaisa [14]. Az oligoszacharid szekvencidk
mikroorganizmusok és parazitak elleni védelemben is szerepet jatszhatnak. Példaul,
mikor a patogén mikroorganizmusok megkisérelnek athatolni a mucosa-membranon,
el6szor oligoszacharid ligandumaik az oldhaté mucinokhoz kapcsolodnak. Ebben az
esetben ugy lehet Oket eltavolitani, hogy a mukozalis sejtek érintetlenek maradnak [15].
Igy a gazdasejt szerencsésen a maga javara forditotta a patogén receptor specifitasat. Az
allati szervezetek ¢és mikroorganizmusok kozott létrejové szimbiotikus kapcesolat
kialakitdsaban és fenntartdsdban nagyon gyakran oligoszacharidok is szerpet jatszanak.
Néhany kommenzalista bélbaktérium az allatokban [16] és néhany gyokérgiimoképzo
baktérium a noévényekben [17], specifikus cukorstruktirakkal tudja szabalyozni
kapcsolodasat a gazdasejt sejthartydjahoz. A szimbiodzis soran az oligoszacharidok altal
megvalosuld egyiittmiikodés elényds mindkét résztvevo éldlénynek [18].
2.1.2.2 Strukturalis funkcid

Az oligoszacharid egységek tovabbi jol ismert funkcioja, hogy részt vesznek a fehérje

szintézisben a durva felszinli endoplazmatikus retikulumon (ER), tovabba a fehérje

crer

hibasan glikozildlodott, nem megfeleléen szintetizalodott és/vagy nem tavozott az

endoplazmatikus retikulumbol, degradalodik [19].
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Az extracellularis matrix glikokonjugatumai kiilonb6z6 hatassal vannak a sejt
¢letére [6]. Ezzel meghatarozzak a sejtfelszin és a fehérjék toltését, igy befolyasoljak a
sejt-sejt kolcsonhatasokat €s a kiilonb6zé szekrétumok viszkozitasat. Példaul a laminin
oligoszacharid polilaktozamin lancai €s béta-galaktdoz egységei egy béta galaktozt

specifikusan kot6é lektinhez kapcsolodva részt vesznek a matrix struktirajanak

kialakitasaban [20, 21].

2.1.2.3 Receptor funkcio
Az oligoszacharidok receptor funkciot lathatnak el virusokkal, baktériumokkal és mas

parazita agensekkel, tovabba sok novényi és bakterialis toxinnal szemben, valamint
antigénként funkcionalnak autoimmun ¢és alloimmun reakciok esetén. Ez utobbi
onvédelmi reakcio, mely azonban transzplantacio esetén szovédményt okozhat, mivel
vagy a gazda szervezet reagal idegenként a beiiltetett szervre, vagy a szerv kezd el
ellenanyagot termelni a gazdaszervezet ellen. Alloimmun eredetii vetélés johet 1étre, ha
az anya szervezete kiilonosen elutasitdan reagal a magzat sejtjeire vagy nem megfeleléen
miikodnek az ilyen valaszok gatldo mechanizmusai [22]. Altaliban a kapcsolodo agens
specifikus az oligoszacharid szekvencidjara. Példaul az influenza viralis hemagglutininja
felismeri a szidlsav egység modifikacioit és ,hogy milyen kotéssel kapcsolddik a tobbi
oligoszacharidhoz [13]; mig a kolera toxin nagy specifitassal kotédik a GMI
gangliozidhoz [23]. A részlegesen degradalodott vagy nem teljesen szintetizalodott
oligoszacharidok, mint a Tn antigén, idegen anyagként viselkedhetnek az emberi
szervezetben [14]. A specifikus oligoszacharidokat sikerrel alkalmazzak a cukorlancok

expresszidjanak vizsgalatakor.

A glikozilaci6 alapjaiban  befolyasolhatja a fehérjék kolcsonhatasait
ligandumaikkal és receptoraikkal. A novekedési faktorok néhany sejthartya-receptora
glikozilacid révén nyeri el funkcidjat. Ez azért sziikséges, hogy az ujonnan
szintetizalddott receptor, ne kotddjon a ndvekedési faktorhoz, mig el nem jut rendeltetési
helyére, a sejthartyaba. Ezzel a késleltetéssel a szervezet elkeriili az egyazon sejtben
termel6dé receptor €s novekedési faktor id6 elotti kotodését [24, 25]. A ligandum
glikozilacioja is szabalyozhatja a miikddést. Ennek egyik példaja a human B chorion

crer

alegység egyik glikozilacios helyét eliminaljak [26].
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2.1.2.4 Szabalyoz6 funkcio
A glikozilacio befolyasolhatja sok novekedési faktor vagy hormon bioldgiai aktivitasat.

Példaul a granulocyta/makrofag kolonia stimulald faktor (GM-CSF) aktivabb nem
glikozilalt formaban, ami rekombinans technologiaval allithato el6. Azonban a GM-CSF
természetben eléforduld glikozilalt valtozata alapvetd kiilonbségeket mutat a
rekombinanshoz képest a kotdédési affinitdsban és a szignaltranszdukcioban [11]. E
funkcié masik kitind példajat szolgaltatjak az immunglobulin szupercsaladba tartozo
neuralis sejtadhézios molekulak (N-CAM), melyek valdjaban olyan molekulacsoportok,
melyeket 6t immunglobulin domén alkot. Ezen domének egyike a membranbol
extracellularisan kinyulik, ennek segitségével az N-CAM molekuldk egyméshoz
tapadnak homofil kotédést létrehozva (ha mas szerkezetii sejtfelszini fehérjékhez
kotddnek, heterofil kotdédésrdl  beszéliink). Az N-CAM-ot alkotdo fehérjékre
poszttranszlacidsan poliszidlsav lancok (szénhidratlancok) keriilnek, melyek embrionalis
korban negativ toltésiik miatt csokkentik a homofil kot6dés erdsségét [27]. Az életkorral
a poliszialsav lancok hossza valtozik. Felntt korban sokkal révidebbek. Igy a felnStt N-
CAM képes hatékonyabb homofil kotddésre, feltételezhetden azért, mert nincs sziikség
olyan nagymértéki plaszticitasra, mint egy fejlodé idegrendszer esetében, valamint
felndtt korban a stabilabb szdveti szerkezetet biztosito erdsebb sejtek kdzotti kapesolat az

elonydsebb [28].

Bizonyos esetekben a receptor fehérjék funkciojat és a fehérje-ligandum
kolcsonhatasokat nem a fehérjék vagy ligandumok oligoszacharidjai allitjak be, hanem
mas szomszédos struktarak. Példaul egyes novekedési faktorok receporait gangliozidok
szabalyozzak. A gangliozidok a receptor fehérjéktdl elkiiloniilve helyezkednek el. Az
epidermalis novekedési faktor (EGF) receptor és az inzulin receptor tirozin foszforilacios
aktivitasat befolyasolja a gangliozid megjelenése a membranban [29, 30]. Fontos
megjegyezni, hogy gangliozidok esetén a specifikus oligoszacharid szekvencia
lényegesebb, mint a tdltés vagy a méret. Tovabbi példa egy fehérjéhez kotott
oligoszacharid szabalyozé funkciojara, a heparinmolekula esete. Ez a molekula irdnyitja
a természetes antikoagulans antitrombin III reakcidjat. A rendkiviil specifikus
heparinszekvencia kotédése az antitrombin I11-hoz erds antikoagulanssa alakitja azt [31].
A vérarammal  kapcsolatban 1évé  endothél sejtek  feliilletén  talalhato

heparinszekvenciaknak feltételezhet6en alapvetd antitrombogén szerepiik van [32].
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Az oligoszacharidok befolyasolhatjdk néhany ¢lettani szempontbdl jelentds
molekula sejtben torténd felhasznalasat. Példaul néhany novekedési faktor in vivo
specifikusan kotédik gliikozaminoglikdn lancokhoz. Ezen glilkézaminoglikan lancokat
immobilizalva, affinitas kromatografiaval tisztitani lehet az adott novekedési faktort. A
ehhez stimulalasra van sziikség. Tovabba a kotddés a gliikdozaminoglikanhoz megvédi a
novekedési faktort a nem specifikus proteolizistdl, igy meghosszabbitva annak aktiv
¢letét [33]. Hasonld feladatokat latnak el a szekrécidos szemcséken talalhatd
glikozaminoglikan-lancok is, a védelem mellett a kotddés szabalyozza alapvetd

funkcioikat is [34].

A glikoproteinek oligoszacharid része képes a hormonokéhoz hasonld hatast
kifejteni és ezzel befolyasolni kiilonb6z6 szervek mitkodését. A legjobban ismert példak
a paradicsomban ¢és burgonyaban [35] leirt oligoszacharidok, amelyek specifikus
membranfehérjék foszforilaciojat indukaljak. Tovabba in vitro a szabad magas
mannoztartalmu lancoknak immunszupressziv hatdsuk van az emldsok szervezetére.
Viszont a szabad heparin-fragmentek, melyek pl.: simaizom vagy endothél sejtekb6l
szabadulnak ki, a sejtek novekedését gatoljak. Ezen hatasukat valdsziniileg ma még nem

ismert receptorokhoz vald kotédés ttjan fejtik ki [36].

2.1.2.5 Sejtek kozott kapcsolatban jatszott szerep
Az oligoszacharidoknak fontos szerepiik van a sejten belili és a sejtek kozotti

transzportban is. A legjobban ismert példa a sejten beliili szallit6é funkcidra a mann6z-6-
foszfat egységet tartalmazod oligoszacharidok szerepe a lizoszomalis enzimek
eljuttatdsdban a végsd rendeltetési helylikre, a lizoszomaba. A hibas foszforilacio olyan
emberi megbetegedéseket okozhat, mint az I-sejt kor (6rokletes anyagceserezavar, mely
csontelvaltozasokaat és mentalis retardaciot okoz) [37] és a pszeudo-Hurler polidisztrofia
(lizoszomahoz kapcsolodod betegség, amely szorosan Osszefiigg az I-sejtes betegséggel)
[38]. Ezek megjelenését a lizoszomalis enzim sejtekbe torténd eljutasanak hianya jelzi.
Viszont néhany alacsonyabbrendii eukariotanal és az emlésok néhany sejttipusanal sem

feltétlen sziikséges a mannodz foszfat a lizoszomalis enzimek forgalmaban [39].

A szénhidrat-szénhidrat kolcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a sejt-sejt
interakcidkban és az adhézidban. Ezen kolcsonhatasok viszont kevés esetben figyelhetok

meg jol. A szelektin csaladba tartoz6 molekulak receptor-ligandum tipust kapcsolattal
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segitik eld kiilonbozd sejtek funkcionalis kolcsonhatasat. A felismeréshez szialilalt,
fukozilalt szénhidratlancok (szialil Lewis-x és a szialil Lewis-a) sziikségesek [40]. A
felismerésben szerepet jatszo oligoszacharidok meghatarozott pontokon helyezkednek el
a glikokonjugatumon beliil. Nemrégen fedezték fel, hogy az oligoszacharidok, melyek
nagyon kozel helyezkednek el egymashoz, a polipeptidlancon Klaszteres szacharid-foltot
képeznek a specifikus felismeréshez [41]. Ez specifikus felismeré markerként miikodhet.
Tovabba az oligoszacharidok modositasaval, mint a szulfatalas, egyedi kotéhelyek
hozhatok 1étre. Korabban mar bizonyitast nyert, hogy a spermium kapcsolodasa a
petesejthez egy, a zona pellucida glikoproteinjén taladlhatdo oligoszacharidon (ZP3)
keresztiil torténik, valosziniileg a hartya (-galaktoziltranszferazzal valé kolcsonhatasa
révén [42]. Tovabbi példak a sejt-sejt kotddésre az olyan specifikus szénhidratok, mint a

CD44, a makrofag szialoadhezin és a B-sejt lektin (CD2283) [43].

A glikokonjugatumok szénhidrat struktirainak expresszidja fligg attél, hogy milyen
szOovetben vagy a fejlddés mely iddszakaban jelenik meg. Ezen til még az azonos
struktirak is sok kiilonbozé funkcidt lathatnak el egy adott €l6lényben. Példaul a
lizoszomalis enzimek manndz-6-foszfattartalma oligoszacharidjai az  enzimek
lizoszOmaba juttatasaban jatszanak szerepet [44]. Azonban mas fehérjéken is talalhatok
mannoz-6-foszfattartalma oligoszacharidok, beleértve a proliferint [45], tiroglobulint
[46], az EGF receptort [47] és a transzformalo BB novekedési faktor (TGF-B) prekurzorat
[48]. Ezen megfigyelések alapjan lehetséges, hogy ezeknek az oligoszacharidoknak mas
biologiai szerepeik is legyenek. A szialilalt, fukozilalt laktozaminok pedig Kritikus
funkciot latnak el a szelektinek altali felismerésben [40], de sok olyan szdvettipusban is
megtalalhatok, ahol a szelektinek nem jelennek meg. A poliszialsav-lancok, melyek
fontos szerepet jatszanak az embrionalis N-CAM-ban (neutralis sejt adhézids molekula)
[28], tobb tipust fehérjén is megtalalhatok, a petesejt kocsonyas burkanak egyik

fehérjéjétol egy natrium-csatorna fehérjéig [49].

oligoszacharid csak bizonyos éldlényekben van jelen. Példaul kiilonb6z6 eml6s fajokban
a vorosvértestek glikolipidjei eltérhetnek mind a glikokonjugadtumok elsddleges
szekvenciajaban, mind pedig a szialsavak tipusaban [50]. A gamma-glutamil
transzpeptidaz N-glikozilacidja jelentdsen eltér kiilonbozé fajok esetén [26]. Nagy
valosziniiséggel a fehérjék glikozilacidjanak eltérése is szerepet jatszik a fajok kozott

megfigyelt morfologiai és funkcionalis szempontbol jelen 1évé kiilonbség 1étrejottében.
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Az ilyen eltérések miatt lehetséges, hogy kiilonb6z6 fajokra nézve a patogének eltérd
szelekcids nyomast eredményeznek, vagyis a kiilonbozé tulélési esélyek és szaporodasi
képesség miatt a genotipusok nem egyenlé mértékben jelennek meg az utédgeneracioban,
ennek eredményeképpen pedig megvaltozhat a populdciok genetikai Osszetétele az

egymast kovetdé nemzedékek soran.

A glikozilacionak azonban a fajok kozotti variacid mellett vannak fajon beliili
eltérései is. A glikozilacié genetikai polimorfizmusait, melyek vércsoportokként
ismertek, a vértranszfzio elterjedésekor fedezték fel [6]. A vordsvérsejtek és majsejtek
szialsavas struktirai kozott is megfigyeltek egyedek kozotti polimorfizmusokat egér- és
kutyatenyészetekben [51]. A megfigyelt polimorfizmusok fontosabbak vadon ¢é16
egyedeknél, ahol szelekcios elényt jelenthet a néhany mikroorganizmus vagy mas
mérgez0 agens elleni védelem a populacié azon részének, amelyik termeli a specifikus
oligoszacharid struktarat. Néhany esetben azok a patogének, melyek miatt 1étrejott az

adott polimorfizmus, mar eltiintek a kdrnyezetbél, de a polimorfizmus megmaradt.

Az oligoszacharidok termindlis szekvenciai, szokatlan strukturai és modifikécioi
valdszintileg specifikus bioldgiai szerepeket irdnyitanak. A magas manndztartalmu
oligoszacharid struktirakat nemcsak a lizoszomalis enzimeken azonositottak, hanem az
eml6sok immunoglobulin M-jétél (IgM) a novények lektin szojabab agglutininjaig [52]
szamtalan fehérjén. Ez alapjan feltételezhetnénk, hogy az ilyen altalanosan elterjedt
struktiira nem valoszinii, hogy specifikus biologiai funkciokat szabalyoz. Viszont a
mannoz egységek foszforilalasaval 1étrejovo foszfomannozil marker irdnyitja a glikozilalt
enzim bejutasat a lizoszomaba. Masik példa a heparin/heparan diszacharid, melynek
ismétlodé egységei specifikus ligandumokkd alakulnak at epimerizacioval és
szulfatacioval az antitrombin III molekuldn vagy a fibroblast ndvekedési faktoron (bFGF)
[53]. Hasonld funkcidt latnak el a korabban mar emlitett poliszialsav lancok vagy a

szialsavak O-acetilalasa i1s.

Legtobb esetben a terminalis vagy kiilsé cukroknak és modifikacioiknak van fontos
szerepe az ¢letfontossagti kolcsonhatdsokban. Ezen struktardk, amelyek specifikus
biologiai szerepekben vesznek részt, sok esetben a gazda-patogén kapcsolat hatasara
valtoznak. Azonban lehetséges, hogy ugyanazon modositas a szervezet kiilonb6zo részein

mas funkcidt tolt be. Példaul mig a szidlsavak O-acetilacidja a mukozalis felszineken
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védo szerepet jatszik a gazda-mikrobialis kolcsonhatasokban [54], az O-acetilacio az agy

fejlodési folyamataiban is fontos szerepet tolt be [28].

Az oligoszacharidok szamtalan funkciot betolthetnek az emberi szervezetben: ezen
funkciok kozos jellemzdje, hogy irdnyitjak és szabalyozzak a felismerési folyamatokat,
ezzel részt vesznek a funkciondlis diverzitas létrehozasdban, melynek szerepe van a
mintegy 600 gén hozza l1étre ezt a diverzitast. A viszonylag kis szambol adodik, hogy egy
adott gén altal kddolt oligoszacharid sokféle funkciot tolthet be kiillonbozo szovetekben
¢s a fejlodés kiilonbozo szakaszai soran. Az oligoszacharidok kutatdsanak nehézsége,
hogy még a teljes struktira és bioszintézis ismerete mellett is nehéz kdvetkeztetni az adott

szénhidrat specifikus funkcioira.
2.1.3 Az N-glikanok analizise
A glikoanalitikai modszer Kivalasztasa nagyban fligg a vizsgalando karbohidrat

mennyis€gétol, tisztasdgatol és a forrastdl (pl: szovetminta vagy sejtvonal), amelybol

izolaltak. A lehetséges elvalasztasi technikak osszefoglalasa az 1. tablazatban lathato.
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1. tablazat: Glikanok és glikokonjugatumok vizsgalatara szolgalé modszerek [6]
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Kapillaris elektroforézis (CE) soran a toltéssel rendelkez6 részecskék valamilyen
hattér  elektrolitban  (puffer/gél)  elektromos er6tér hatasara  vandorolnak
toltés/hidrodinamikus-térfogatuknak megfeleléen egy altalaban 25-100 um bels6
atmérdji kapillarisban. Az elektroforézis technikdjat Arne Tiselius, svéd biokémikus
alkalmazta elséként 1937-ben, melyért 1948-ban Kémiai Nobel-dijat kapott szérum
fehérjéken elektroforézissel végzett kutatasaiért. A kapillaris hasznalatat eldszor azért
vezették be, hogy a nagyobb atmérdjii csovekben végzett elektroforézis soran kialakuld
hdszabalyozasi problémat, valamint a csucsok szétvalasanak mértékét (felbontas)
javitsak. A modern elvalasztastechnikai modszer kialakulasa az 1970-es években gyorsult
fel Hjerten munkéjanak eredményeként, aki 3 mm atméréji kapillaris hasznalt
kisérleteihez. Mikkers és munkatarsai 1979-ben 200 um-re csokkentették a kapillaris
atmérdjét. Jorgenson és Lukacs 100 um-nél kisebb (75 um) iivegkapillarisai jelentették a
modern, nagy teljesitményii CE kezdetét. Az els6é CE késziilékek 1989-t61 vannak
kereskedelmi forgalomban. Napjainkban a kapillaris elektroforézis az egyik
legdinaminkusabban miikddé analitikai médszer, melynek legnagyobb eldnyei, hogy kis
mintamennyiséget igényel (nl) és viszonylag konnyen automatizalhato (Sciex, Agilent,
stb.). Alkalmazasainak kore rendkiviil széles: kiralis vegyliletek, peszticidek, szervetlen
ionok, szerves savak, vitaminok, aminosavak, fehérjék, szénhidratok, oligonukleotidok,
DNS s6t egész sejtek ill. virusok elvalaszthatok és azonosithatok vele. A kapillaris
elektroforézis 1ézer indukalt fluorescent detektalassal kiilonosen hatékony eszkdznek
bizonyult a fluorescensen jelolt glikanok elvalasztasara és azonositasara [66]. A fentebb
emlitett elonyok mellett a CE késziilék felépitése igen egyszerti (2. abra). A 0
komponensek: mintatartd edények, puffertartd edények, elvalaszté kapillaris, elektrodok,
nagyfesziiltségli tdpegység, detektor és a vezérlésre valamint az adatok taroldsara,
megjelenitésére szolgadld szamitogép. Végezhetiink toltet nélkiili vagy toltott
kapillarisban is szeparalast. A CE legfontosabb altipusai: a cukrok elvalasztasahoz
leggyakrabban hasznalt kapillaris zdnaelektroforézis (CZE), mely a minta
komponenseket hidrodinamikai térfogat/toltés aranyuk alapjan valasztja el; a kapillaris
gélelektroforézis (CGE), mely méret alapjan valasztja el az anyagokat; a micellaris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC), melynél az elvalasztas alapjat a micellakkal
torténd hidrofob vagy ionos kolcsonhatas adja; a kapillaris izoelektromos fokuszalas
(CIEF), mely az izoelektromos pont alapjan valaszt el; valamint a Kkapillaris

izotachoforézis (CITP), mely esetén az elvalasztds alapja, hogy a mintdt egy, a minta
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komponenseinél kisebb mozgékonysaghi ill. a minta komponenseinél nagyobb

mozgékonysagu elektrolit kdz¢ injektaljuk.

Kapillaris Detektor | ——

Szamitogép

Elektrod Elektrod

Puffertarto

Mintatarto - - - Puffertarto
—{ Nagyfesziiltségl tapegység l—

2. éabra: A kapillaris elektroforézis késziilék felépitése

A mérés soran az eldzdleg géllel/pufferrel feltoltott 30-100 cm-es kapilléris végei
az elvalaszto puffer oldatokba meriilnek. A mérésre szant minta bejuttatasa (injektalas) a
kapillarisba altaldban a detektortol tdvolabb esé kapillarisvégnél torténik mintatartoba
val6 athelyezéssel nyomas, elektromos tér vagy vakuum alkalmazaséaval. A puffertartd
edénybe valo visszahelyezés utan altalaban néhany szaz V/cm nagysagh elektromos
térerosséget  alkalmazva a  mintakomponensek  az  elektromos  térben
toltés/hidrodinamikus térfogatuk fiiggvényében vandorolni kezdenek. A kapillaris zéna
elektroforézis (CZE) esetében a hidrodinamikus térfogat/toltés aranyra szuperponalodik
az elektroozmotikus aramlas sebessége. Az elektroozmotikus aramlas (EOF,
electroosmotic flow) minden olyan esetben tapasztalhato, ahol toltott feliilettel talalkozo
folyadékot fesziiltség ala helyeziink és a kapillarisban nincs antikonvektiv toltet, pl. gél.
Az EOF nagysagat befolyasolja a kapillaris belsé atméroje és a benne 1évé oldat jellege
(pH, ionerdésség). Amennyiben jelen van, az EOF stabilitasa eszencialis a migracios idék
vagyis az elektroferogram csucsainak reprodukalhatosaga érdekében. Az altalam végzett
mérések soran az EOF mértéke és ennek megfeleléen hatasa is a pufferoldat pH-ja miatt,
valamint az antikonvektiv gél jelenléte miatt elhanyagolhato volt. A kis injektalasi- (1-10
nl) és detektortérfogat (1-5 nl) biztositotta az elvalasztas magas hatékonysagat. A minta
kapillarison valo gyors athaladasa miatt csokkent a kapillaris falanak adszorbealo hatasa.

CZE esetén az injektalt minta komponensei a kapillarisra kapcsolt elektromos
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potencialkiilonbség hatasara a toltésiikkel ellentétes toltésii elektrod felé vandorolnak.
Megfeleld pH megvalasztasaval elérhetd, hogy a minta dsszes komponense egy iranyba

vandoroljon to1tésétdl fliggetleniil az EOF hatasara.

A detektalas altalaban a kapillarisnak az injektalassal ellentétes végéhez kozelebb
torténik. Erre a célra a kapillarisrol néhany mm hosszon eltavolitjak a kiils6 poliimid
védoréteget, majd az igy kapott atlatszo ablak optikai detektorcellaként funkcional.
Leggyakrabban az UV vagy fluoreszcens detektalas hasznalatos, de mas tipusa
detektalasi modokra is van lehet6ség, agymint elektrokémiai vagy tomegspektrometrias
detektorok. A megfeleld detektor kivalasztasanal figyelembe kell venni a sziikséges
érzékenységet, a kimutatasi hatart, az alacsony zajszintet, az elegendéen nagy linearis
tartomanyt €s a kis valaszidét. A detektor altal eldallitott jel a szamitogép segitségével
feldolgozasra keriil, ahol egy elektroferogramot kapunk melynek cstcsaihoz az
elvalasztott molekulak hozzarendelhet6k [67].

A glikdn mikroarray modszer, melyben a glikanok egy aktivalt felszinhez kotve
kolcsonhatasba 1épnek a vizsgalt mintaval, legyen az sejtlizatum, fehérje, kiilonb6zo
patogének, stb, jol hasznosithatdo eszkéz a tudomanyteriilet szempontjabol [68]. A
DNS/RNS és a fehérje mikroarray technologiak fejlodése lehetdvé tette a fehérje-glikan
kolcsonhatasok olyan vizsgalatat, mely képes egyidejiileg mintak szazait vagy akar ezreit
analizalni. A mikroarray modszer hasznalhato a potencialis glikankoto fehérjék kotési
specifikacidinak tesztelésére is. A fehérjék és glikanok kozotti kdlesonhatas detektalasara
flourescens modszereket alkalmaznak lektinek, antitestek virusok és receptorok
hasznalataval [69]. A mikroarray technika lehet6vé teszi nagyszamu minta egyidében
torténd elemzését és a megfeleld képalkotdé modszer hasznalataval a jovében akar egyénre

szabott, a mindennapi rutinban hasznalatos diagnosztikai eljaras létrejottét is [70-72].

A glikan mikroarray-ek 0j generacidja oligoszacharid struktura-specifikus
lektineket haszndl a cukrok élettani szerepének vizsgalatara. A lektinek olyan
szénhidratfelismeré fehérjék, melyek specifikus cukorkoté helyekkel rendelkeznek.
Megkiilonboztetiink allati és nodvényi lektineket. Szamos ndvényi lektin glikédn
ligandumok felismerésére alkalmas [73]. Ez utobbiakat széles korben alkalmazzak
specialis cukorstrukturak azonositasara és jellemzésére. A 2. tablazat a leggyakrabban

alkalmazott lektinek specificitasat mutatja.
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Cukorstruktira Lektin

Fukoéz AAL, LTL, UEA |

Galaktoz ACL, ECL, EEL, GSL I, GSL 1-Bs, Jacalin,
MAL I, PNA, RCA I, RCA I, SBA

Glikoéz Con A, LCA, PSA

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

N- acetilgalakt6zamin BPL, DBA, GSL I, MPL, PTL, RCA I, RCA
I, SJA, SBA, VVA, WFA

N-acetilgliikzamin DSL, GSL Il, LEL, STL, WGA

Szialsav MAL I, SNA

Komplex struktarak PHA-E, PHA-L

2. tablazat: Lektinek specifitisa. AAL: Aleuria Aurantia Lectin; LTL: Lotus
Tetragonolobus Lectin; UEA 1. Ulex Europaeus Agglutinin I; ACL: Amaranthus
Caudatus Lectin; ECL: Erythrina Cristagalli Lectin; EEL: Euonymus Europaeus Lectin;
GSL I: Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin I; MAL |: Maackia Amurensis Lectin
I; PNA: Peanut Agglutinin; RCA I: Ricinus Communis Agglutinin I; RCA II: Ricinus
Communis Agglutinin 11; 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 1I; LEL: Lycopersicon
Esculentum (Tomato) Lectin; STL: Solanum Tuberosum (Potato) Lectin; WGA: Wheat
Germ Agglutinin; MAL Il: Maackia Amurensis Lectin 1I; SNA: Sambucus Nigra Lectin;
PHA-E: Phaseolus wvulgaris Erythroagglutinin; PHA-L: Phaseolus vulgaris
Leucoagglutinin https://vectorlabs.com/ [74].

Szamos lehetség létezik a glikanok elvalasztasara és azonositasara. A glikan
profil feltérképezéséhez altalaban el kell tavolitani a glikoproteinek polipeptid részét,
majd az igy szabadda tett cukorrészt valamilyen UV aktiv vagy fluorofor jeloléssel kell
ellatni. A legegyszerlibb modszer a spektrofotometrids vizsgalat, mely esetben
kolorimetrids méréssel meghatarozhat6 pl. a hex6zok teljes mennyisége a mintaban. A

cukrok kvantitativ mérésére gaz- és folyadékkromatografias (GLC) moddszereket is
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alkalmazhatunk gyakran tomegspektrometriaval (MS) kombinalva. Ezen technikakhoz a
cukrok kémiai moédositasa sziikséges hidroxil- vagy aldehid-csoportjukon.
Tomegspektrometrids vizsgalatok alkalmazhatok intakt glikokonjugatumokra ill. azok
fragmenseire is ionizalas utan. A gyors atom bombazasos ionizacios tomegspektrometria
(FAB-MS) fontos szerepet jatszott a glikanok strukturalis elemzésében, azonban ezt mara
felvaltotta az elektrospray ionizacidé (ESI) és a matrix asszisztalt 1ézer deszorpcié és
ionizacid6 (MALDI). A cukor egységek derivatizalaisa a magas nyomasu
folyadékkromatografia (HPLC) esetén is sziikséges, viszont a nagy teljesitményi
anioncserélé kromatografia pulzal6 amperometrias detektalassal (HPAEC-PAD) nem
igényel modositast. A fentebb emlitett MS modszerek nem minden esetben alkalmasak a
meghatarozasara magneses magrezonancia spektrometriat (NMR) hasznalnak. Teljes
strukturalis meghatarozast a kiilonb6z6 kétdimenzios NMR moédszerek, mint a
korrelacids spektroszkopia (COZY) és a teljes korrelacids spektroszkopia (TOCSY),

kombinaciojaval lehet elérni [6].

2.2 Formalinnal fixalt, paraffinba agyazott szovetmintak

2.2.1 Formalinnal fixalt, paraffinba agyazott szovetmintak készitése és
felhasznalasa

A formaldehidet elséként az orosz kémikus Alexander M. Butlerov irta le 1859-ben, de a
német Ferdinand Blum hasznalta el6szor szovetek preparalasara/tartositasara 1893-ban
¢s erre vonatkozo kutatasait 1910-ben foglalta 6ssze [75]. Az 6 megfigyelései alapjan mas
szovettannal foglalkozo kutatok is megerdsitették, hogy a formalin fixaloként hasznalva
megovja a szoveteket a zsugorodastol €s degradalodastol. Mivel a hagyomanyos és széles
korben hasznalt szovettani metszetek festésére alkalmazott vegyiiletek, mint a
hematoxilin és az eozin, kompatibilisek a formalin fixalassal, a technika a szovetfixalas
terén nagyon elterjedté valt a patologidban. Tovabbi elénye a modszernek, hogy a szoveti
struktirat és a sejtalakot is megfelelden stabilizalja. Erdekes azonban, hogy annak
ellenére, hogy a formalin fixalas a vilagon mindenhol elterjedt, a fixalasi idGtartam, az

inkubalas hémérséklete vagy az oldat pH-ja laboronként valtozik [76].
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A fixalasi folyamat sordn a formalin reakcidba 1ép a fehérjék lizin, arginin,
cisztein, glutamin, triptofan, hisztidin, aszparagin vagy tirozin aminosavaival és metilén

hidakat hoz 1étre a fehérjék vagy egységeik kozott [77] (3. abra).

OH
|
1) R—NH2+O=C<:|:>R—NH—C<: |:>R—N=C<: +H,0

~H

2) R=N=C{, +NH,—R'C=> R—NH— CH,—NH-R’

3. abra: A formaldehid és a fehérjék kozott lejatszodo reakcio [78]

A formaldehiddel lejatsz6do reakcid két 1épésbdl all (3. abra). Az elsd, amikor a
fehérjemolekulan beliil a primer amin-csoport (nukleofil-csoport; R) és az aldehid
létrehozza a hidroximetil format. Vizkilépés mellett Schiff bazis keletkezik a metilol-
csoport reverzibilis reakcidja altal. A masodik 1épésben, a stabilizacié soran mas fehérjék
is bekapcsolodnak a reakcioba és amid forman keresztiil metilén-diamin hidakat hoznak

létre.

A fixalé oldatok altalaban 37-40 m/m %-os formaldehid vizes oldatai. A
szOveteket 24-48 oran at fixaljak 10 V/V %-os formalin oldattal, mely 3,7-4 %
formaldehidet tartalmaz foszfat-pufferben (pH: 7.4). A fixalasnak ezen modja lehetévé
teszi, hogy klinikai mintakat valtozatlan mindségben akar évtizedekig is taroljanak.
Paraffinba agyazassal kombinalva (ahogy kesébb kifejtem) a keletkezé formalinnal fixalt,
paraffinba dgyazott (FFPE) mintdkat hasznaljak a szdvettani és patologiai laborok. A 4.
abra mutatja a szovetek fixaladsanak fobb lépéseit. Az elsd 1épés a mintavétel, mely
altalaban valamilyen sebészeti beavatkozassal torténik, ezutan vagy fagyasztjak vagy
azonnal fixaljak a mintat. A fixalas 10%-0s pufferelt formalin oldatban torténik 24-48
Oran at. A mintékat feldaraboljak, hogy a formalin minél jobban tudjon a szovet belsejébe
penetralni. A beagyazashoz elészor viztelenitik a mintat kétszeri etanolos, majd xilolos
mosassal. A viztelenitett mintahoz olvasztott paraffint adnak a minta inkubalasa kozben,
majd szobahdémérsékleten hagyjak megszilardulni. A kész blokkot ezutan kisebb részekre
vagjak a tovabbi vizsgalatokhoz. Az FFPE mintédk el6nye, hogy szobahdmérsékleten
hosszu ideig tarolhatok, ez sokkal egyszerlibb, mint a friss/fagyasztott mintak tarolasa,

melyekhez -80°C-os hiitékapacitas vagy folyékony nitrogén sziikséges. Az FFPE mintak
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klinikai-patologiai jelentdsége, hogy a beteg szdvetmintdk archivalasaval lehetséget
biztosit a kutatoknak, hogy kihasznalva a rendelkezésre all6 hatalmas mintakollekciot,

biomarker kutatast végezzenek a mar diagnosztizalt betegek mintaibol [77].

Formalin
Fixalas

Beagyazas

FlXé |éS - Viztelenités: kétszeri
mosas etanollal, majd
- Pufferelt formalin (4% xilollal
formaldehid 10 mM foszfat - Olvasztott parafﬂn
pufferben, pH 7.4) hozzaadasa

Mintavétel

- Sebészeti (biopszias)
mintavétel

- Fagyasztas -80°C-on

vagy azonnali fixalds ~24hRT - A blokk kisebb
(szobahémérsékleten) részekre térténd

feldarabolasa

4. abra: Formalin fixalas és paraffinba 4gyazas folyamata

Az FFPE metszeteket festési eljaras utan eddig kiilonbozo diagnosztikai
vizsgalatokhoz példaul az o0sztodo sejtek szdmanak meghatarozdsdhoz vagy a betegség
stadiumainak megallapitdsahoz hasznaltak, melyek az onkoldgiai szakvéleményhez és a
kezelési javaslathoz sziikségesek. A klinikai gyakorlatban a formalin fixalast a mitétek
soran eltavolitott és kotelez6en elraktarozott nativ mintak hossz tava tartositasara
alkalmazzak [79].

A formalin fixalast gyakran mads, kiegészitd eljarasokkal egyiitt alkalmazzak,
hogy elkertiiljék a formaldehid olyan nem kivant hatasat, mint példaul a nukleinsavak
degradalddésa. Kiegészitd eljaras lehet a mikrohullama (300 MHz és 300 GHz kozotti
frekvencian)besugarzas, az alkoholos (metanolos vagy etanolos) eldkezelés vagy a fixalo

anyagok keverékével torténd kezelés, példaul a HOPE és a Methacarn oldatok. Néhany
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esetben alternativ fixalokkal helyettesitik a formaldehidet. A leggyakrabban alkalmazott

fixalo anyagokat és eljarasokat a 3. tablazatban foglalom &ssze.

Lelrzjjnak Szerzo Fixalé A reakci6 tipusa | Cél extraktum | Referencia
1893 Blum Formalin Keresztkotd Fehérje, DNS [75]
1908 Golgi Etanol/Metanol Nem keresztk6td DNS, lipid [80]
1963 Sabatini Glutéraldehid Keresztkdté Nukleinsav/ | gy,
amino-csoport
1968 Puchtler Carnoy fixalo Nem keresztkoto RNS [82]
1970 Puchtler Methacarn Nem keresztk6to RNS [83]
Mikrohulldmu S, L
1970 Mayers besugarzis (MW) Stabilizalo Fehérje [84]
Y
1992 Sato AmeX Nem keresztkdt6 + | pNs DNS [85]
tartosito
. K tkoto +
1994 Boon Formalin + MW creszioto Fehérje [86]
stabilizalo
2000 Sung Genipin Keresztk6té Aminosav [87]
2001 Olert HOPE Nem keresztkotd DNS,RNS [88]
3. tablazat: A leggyakrabban alkalmazott szovetfixald anyagok és eljarasok
A patologiai intézetek, osztalyok, korhazi laboratoriumok és intézetek

rutinszerlien hoznak létre nagy mennyiségli FFPE mintat, mely oriasi kihasznalatlan

forrast jelent a hosszt tavil kovetés szempontjabol, tovabba a transzlacids klinikai

kutatasnak, kiilondsen a modern omikék eszkozeivel. A genetika €s a proteomika mellett

a glikomikanak, a lipidomikanak és a metabolomikanak is fontos mintaforrast jelentenek

a korhazakban tarolt FFPE metszetek.
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2.2.2 Formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintak analizise

2.2.2.1 Genomika
A genetikai vizsgalatok szempontjabdl a formalin fixalas paraméterei, idétartama €s

hémeérséklete, kritikusak lehetnek a DNS és RNS integritasanak meghatarozasakor [89].
Az FFPE blokkokbol izolalt DNS fragmentumok, még ha igen kisméretiick is (~250 bp),
jol hasznalhatébak PCR amplifikaciora [90]. Tovabba a DNS fragmentumok
alkalmazhatok szekvencia specifikus oligonukleotid (SSO) probédkkal valé analizishez
PCR modszerrel kombinalva. A DNS nagyon stabil makromolekuldnak szamit, mégis
gyakran veszit a mindségébdl, ami az olyan nagy ateresztOképességii analitikai
modszereknél, mint a mikroarray vagy a szekvenalas hatranyt jelenthet. A szovetekbol
valé kinyerés javitdsanak érdekében szamos moédszert fejlesztettek ki példaul razattak
etanolos mosas kozben, Proteinaz K emésztést végeztek, valamint fenol, kloroform és

izoamil alkohol elegyével tisztitottak un. Phase Lock Gel segitségével [91].

Az FFPE mintdkban 1év6 RNS vélhetden az id6 muldsaval kisebb
fragmentumokra esik szét a friss/fagyasztott szovetmintakkal ellentétben, viszont igy is
sikeresen alkalmazhatd génexpresszids analizisekhez [92], mivel egy gén expresszids
profiljanak feltérképezéséhez csak kis mRNS fragmentumokra van sziikség, [93]. Az
RNS jelentdés mértékben degradalodhat vagy keresztkothet a fehérjékkel a formalinos
fixalas soran. Ezen kiviil az RNS gyakran kovalensen is modosul a formaldehid hatasara
monometilol-csoportokon keresztiil. Ez nehézséget jelent az izolalasnal, amplifikacional
¢€s a mennyiségi meghatarozasnal is. Ennek kikiiszobolésére Specht €s munkatarsai olyan
technikat mutattak be, melyben kombinaltak az LCM (lézeres mikrokimetszés) és a QRT-
PCR (mennyiségi valos idejii polimeraz lancreakcié) modszereket valamint proteinaz K
enzimet hasznaltak az RNS emésztéséhez. Ezzel lehetdvé tették a kvantitativ

génexpresszios analizist fixalt szovetekbdl [94].

2.2.2.2 Proteomika
Az FFPE mintdk proteomikai vizsgalataval potencialis biomarkerek talalhatok, melyek

felhasznalhatoak terapias eljarasok nyomon kovetésénél [95-99]. Azonban ezt a
lehetdséget még nem tudtdk kiaknazni az FFPE kémia ismeretlen teriiletei, az antigén
visszanyerés hianyossagai, valamint a korlatozott mintavételi eljarasok miatt, kiillongsen
azért, mert a formaldehiddel torténd fixalas a fehérjék szerkezetét tobb szinten is

modositja. Aminosav modosulasokat okoz beleértve a lizint, arginint, szerint tirozint,
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aszparagint, hisztidint és a glutamint melyeknél a keresztko6tés valosul meg metilén hidak
formajaban. Azonban a keresztkotés 1étrejohet az aminometilol csoportok és fenol vagy
indol imidazol oldalldncok k6zott is Mannich-reakcid altal (a lazitott hidrogént tartalmazo
vegylletek aldehidek vagy aminok jelenlétében aminoalkilezési reakcidban in. Mannich-
bazissa alakulnak) [100]. A masodlagos szerkezetben a keresztkotés modositja az alfa-
hélix és béta-redo formakat, amivel valtozasokat okozhat a harmadlagos szerkezetben is
azzal, hogy tobb fehérjét 0sszekapcsol. A fizikai-kémiai valtozasok megnehezithetik

vagy gatolhatjak a fehérjék azonositasat példaul MS analizis soran [77].

Néhany, a kozelmultban ko6zolt kutatas arra iranyult, hogy mekkora
hatékonysaggal lehet fehérjéket azonositani hosszu ideig tarolt FFPE szovetmintakbol.
Azt talaltak, hogy a kisebb gyakorisagu fehérjéket nehezebb volt kinyerni a 10 évnél
régebbi szovetmintakbol [101]. Magdeldin és munkatarsai az archivalas idGtartamat
vizsgaltak a proteomra nézve 9-21 éves FFPE mintdkon. Azt tapasztaltak, hogy a 21 éves

mintakbol nehezebb volt a fehérjéket azonositani, mint a 9 évesekbdl [77].

Az FFPE blokkokbdl izolalt fehérjék sikeresen alkalmazhatok Western-blotting
analizisre, forditott fazisu fehérje array-re és SELDI (feliilet erdsitett lézer
deszorpcid/ionizacio - surface-enhanced laser desorption/ionization)
tomegspektrometriara [102]. A forditott fazisu fehérje array specifikus elsédleges
antitesteket vagy fluoreszcensen jelolt masodlagos antitesteket hasznal az analizishez, a
Western-blottinghoz hasonldan, valamint a kiilonboz6 fehérjék szimultan vizsgalhatok a
relativ fluoreszcens értékiik sszehasonlitasaval [103]. A teljes proteomikai analizis soran
gyakran kétértelmii eredményeket kapni, mivel az FFPE mintakbol azonositott fehérjék
nem egyeznek meg a meglévé adatbazisokban (pl.: EBI — European Bioinformatics
Institute, Proteome Analysis, InterPro és CluStr) szerepl6kkel [104]. A modositasok és a
térhalosodas mértékétdl fiiggden a peptidek azonositdsanak lehetdsége magas, kozepes
vagy alacsony kategoéridba sorolhatd. Az elsé kategoridba elsdsorban azok a nem
modositott molekuldk tartoznak, melyek nagy valdsziniiséggel sikeresen azonosithatok
¢és jellemzden megfelelnek az adott fehérje adatbazisban szerepldknek. A masodik
kategoridba tartozok nagy valdsziniiséggel azonosithatok és olyan modositott, de nem
keresztkotott fehérjék, melyek ismert modifikaciokkal rendelkeznek. E csoport
azonositasa azon mulik, hogy az adatbdzisban mennyi modositasrdl talalhato adat. Ez
viszont megkdveteli a fehérje modifikéacid pontos ismeretét a formalin fixalas soran. Az

utolsd6 csoportba azok a peptidek tartoznak, melyek kiterjedt keresztkotéseket
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tartalmaznak, igy fizikai-kémiai tulajdonsagaik olyan mértékben eltérnek a nativ
formaktol, hogy nehéz dket azonositani. A proteomikai analizis pontossaga nagyban fliigg

a kinyeréstdl, a denaturalastol, az emésztéstdl valamint a peptid modifikaciok ismeretétol.

Napjainkban rendkiviil sokféle eszkoz all a kutatok rendelkezésére a mintavételre
¢s —elemzésre. A MALDI MS képalkotassal lehetdség van egy szovetmintabol tobb szaz
alkotorész elkiilonitésére, ez jol illusztralja a klasszikus és a molekuléris szovettan
kapcsolatat [105]. A MALDI képalkot6 tomegspektrometria a MALDI-TOF és MALDI
FTICR IMS nagy felbontasu platformokkal egyiitt alkalmasak az FFPE mintdk
fehérjéinek analizisére. Spraggins és munkatarsai [106] MALDI-TOF technikat
alkalmaztak egérbdl szarmazd agyszovet és cisztas fibrozisos tiidészovet fehérjéinek
vizsgalatara 25 pixel/s adatgyiijtéssel. Ezzel megfigyelték a gazdasejt immunvalaszaban
résztvevo fehérjéket a cisztas fibrozis esetében. Yin kutatdcsoportja [107] kiilonbozo
stadiumban  1évé  Kkolorektalis  karcinoma FFPE  szovetmintakat  vizsgalt
tomegspektrometridval. Vizsgalatuk eredményeképpen szamszeriisitették az expresszalt
fehérjéket a rak kialakulasa soran a korai stadiumtol a ITIC stadiumig. A detektalt fehérjék
kétharmadat mennyiségileg is meghataroztak kiilonb6zé modszerek segitségével (pl.:

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

2.2.2.3 Glikomika
A glikomika egy viszonylag 11j, de feliveloben 1év0 aga az omikéknak. Fontossagat az is

alahtizza, hogy a szénhidratok létfontossagii feladatokat latnak el a bioldgiai
folyamatokban. Szerepet jatszanak pl. a sejtosztodasban, sejt-sejt és sejt-extracellularis
folyadék kolcsonhatasokban, a fehérjék lebontasaban, a fertézésben, valamint az
immunfolyamatokban. A glikozilacios valtozasok szerepet jatszanak a daganatos,
kardiovaszkuldris és az autoimmun neurodegenerativ betegségek kialakuldséban,

valamint az immunrendszer zavaraiban is [109].

A glikdn mikroarray-ekkel kapcsolatban mar emlitettem, hogy az
oligoszacharidok élettani szerepének vizsgalatakor gyakran alkalmaznak specifikus
lektineket. Ennek a modszernek egy valtozatat hasznaljak hisztokémiai eljarasok sorén,
hogy lathatova tegyék az FFPE blokkokbol szdrmaz6 kiilonb6zé glikokonjugatumokat.
A leggyakrabban alkalmazott lektinek a Concanavalin A (ConA) és az Aleuria Aurantia
Lektin (AAL), eldbbi az oligomannoz tipusu, utobbi a fukozilalt glikanok kimutatasara

alkalmas [110]. Azonban annak ellenére, hogy a lektin affinitas vizsgalatokkal szamos
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betegségbdl szarmazd mintat lehet analizalni, néhany korlatozo tényezot is meg kell
emliteni. Az egyik ilyen tényezd az, hogy lektinek révén csak minimalis informaciot
kaphatunk az epitopokrol. Példaul a ConA kotddhet a belsd, nem redukdlé terminalis o-
manno6zhoz is [111], igy kiilonb6z6 strukturak is megjelenhetnek az eluatumban. Tovabba
a lektinek nem kiilonboztetik meg a glikoprotein alcsoportokat. Az AAL lektinek
kotédhetnek mind az N- mind az O-glikoproteinek fukoz egységeihez.

Az MSI (mass spectrometry imaging) elénye, hogy nagy érzékenységii és
specifikus, de nem igényel eldzetes ismereteket a glikanokrol ellentétben az affinitéas-
alapt detektalasi modszerekkel. Valamint ezzel a modszerrel egyszerre akar tobb szaz
struktarat is azonositani lehet. Ha pedig kvantitativ vagy félkvantitativ spektrometrias
modszerekkel kombinaljuk, mennyiségi adatokat is nyerhetiink kozvetlenill a
szovetmintabol [112]. Bar a tomegspektrometrias technikak és az adatok kiértékelésére
szolgald modszerek fejlédése jelentésen megndvelte a glikomikai vizsgalatok
sikerességét, a nativ glikanok proteinekhez vagy lipidekhez viszonyitott kisebb mértéki
ionizalhat6saga miatt komplex mintakban valo tanulmanyozasuk meglehetésen bonyolult
[113]. Ezért a glikanokat el6szor izolaljak a bioldgiai mintabol és kémiailag modositjak,
pl.: permetilaciéval a tomegspektrométeres analizis el6tt [114]. Azonban ennél a
modszernél a cukorstruktirak térszerkezeti informacioi elvesznek a homogenizalas
kovetkeztében. Yang és munkatarsai [115] bemutattak, hogy a glikoproteinekbdl Kinyert
glikdnok  szilard  fazishoz  rogzitve  kozvetleniil — vizsgalhatok — voltak
tomegspektrometriaval. A modszer elénye, hogy a glikdnokat nem kellett tovabbi

tisztitasnak alavetni.

A glikomika egyik {6 kihivasa egy olyan platform kifejlesztése, mellyel lehetdség
nyilik a nagy biologiai komplexitassal rendelkez6 mintak (pl.: FFPE) cukorprofiljanak
vizsgalatara. Everest-Dass és Briggs [116] kifejlesztettek egy ij MALDI-MSI modszert,
mellyel FFPE mintakbol szovetspecifikus cukormarkereket mutattak ki. Petefészekbdl
szarmazo daganatos szovetmintat vizsgaltak PGC-LC-ESI-MS/MS és MALDI-MSI
technikakkal, hogy a glikanprofilbol szerkezeti informaciohoz jussanak. Az enzimatikus
emésztés utan 40 N-glikdn struktirat tudtak elkiiloniteni a mintabol, melyek magas
mannoztartalmu, hibrid és komplex (neutralis és szialilalt), valamint core fukozilalt
tipusba tartoztak. A glikan struktarakat a PGC-LC (porous graphitized carbon liquid
chromatography) mellett MALDI-MS modszerrel is vizsgaltak. A kiillonb6zé N-glikan

szerkezetek el6fordulédsa jellemzd volt a petefészekrakos minta egyes régioira: a magas
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manndztartalmt szénhidratok altalaban a tumoros teriileten fordultak el6, mig a komplex
vagy a hibrid tipustak gyakoriak voltak a sztromaban. Ezek alapjan a tumoros és nem

tumoros mintak vilagosan elkiilonithetok egymastol az N-glikan profiljuk alapjan [116].

2.2.2.4 Metabolomika
A metabolomika atfog6 tudomanya a sejtekben talalhato kis molekulatomegii anyagokkal

(metabolitokkal) foglalkozik [117]. A molekularis utvonalak és kdlcsonhatasok altalaban
a metabolitok analizisén keresztiil tanulmanyozhatok [118]. Ezen molekulak biokémiai
folyamatok prekurzorai vagy kozti- vagy végtermékei, igy a teljes metabolikus profil
informaciot adhat a sejt allapotardl egy adott iddpillanatban. A metabolomika
tulajdonképpen az omikak legalsd szintje, mivel kapcsolatban van a genomikaval,
transzkriptomikaval, proteomikaval, glikomikaval és a lipidomikaval is [119]. Azonban
a metabolikus profil olyan tovabbi tényezoktdl fiigg, mint a daganatos mikrokdrnyezet a
fixalt mintdban vagy a gyakran megfigyelt poliklonalitas. Mindazonaltal az intakt
szovetmintak metabolikus profilozasa egyre népszeriibb a klinikai kutatasokban, mivel
ezzel képesek potencialisan 0ij prognosztikai vagy prediktiv metabolikus biomarkereket
azonositani, vagy felfedezni a koros biokémiai aktivitast, melynek célja 0j terapias

megkdzelitések azonositasa [120].

Az N-glikénok szintézisekor fontos szerepiik van a prekurzor metabolitoknak. A
glikan prekurzor a dolichol-foszfat molekulan szintetizalodik, amely az endoplazmatikus
retikulum citoplazmatikus felszinén helyezkedik el [6]. A mannoziltranszferazokkal és
gliikoziltranszferazokkal katalizalt reakcio eredményeként GlcsManygGIcNACc2-P-P-Dol
jon létre. Ezzel szemben egyes egyszeriibb eukaridtdknal (protocisztakndl) a glikan
prekurzor hossza kiilonbozé lehet: példaul GlcsMangGIcNAc, (Acanthamoeba),
ManeGIcNAC: (Trypanosoma),  GlcsMansGIcNAc. (Toxoplasma),  MansGIcNACc:
(Entamoeba, Trichomonas, és Eimeria) vagy GIcNAc: (Plasmodium and Giardia).
Samuelson és kutatdcsoportja arra a megallapitasra jutott, hogy a prekurzorok kiillonb6zo
hossza az un. ALG gének masodlagos elvesztése miatt jelenhet meg, melyek azon
enzimeket kodoljadk, amelyek a glikan egységek prekurzorhoz valé hozzaadasaért

felelosek [121].

A tobbi "omics" teriilethez hasonloan a metabolomika nagymértékben kihasznalja
a rutin orvosi ellatas soran szerzett FFPE szovetmintdkat, széleskorii elérhetdségiik és

hosszu tavu stabilitasuk miatt a mintdk alkalmasak metabolomikai vizsgalatokra és
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metabolit tartalmuk feltérképezése felgyorsithatja a klinikailag hasznos metabolomikus
biomarkerek felfedezésének sebességét. Kelly €s munkatarsai [117] voltak az elsok, akik
leairtak metabolitok analizisét az FFPE mintdkbol LC/MS-sel, és kiilonbséget tudtak
tenni a rosszindulatd és nem rosszindulati szovetmintak kozott 106 kimutatott metabolit
alapjan. Richter kutatocsoportja [122] ugyanazt az analitikai megkozelitést alkalmazta a
szukcinat-fumarat ardny meghatarozasara friss fagyasztott ¢s FFPE mintakban. Azt
tapasztaltdk, hogy a szukcinat-fumarat egyensuly megmutatja, hogy van-e szukcinat
dehidrogenaz gén (SDHx) mutdci6 a mintdban vagyis a mintaad6 szervezetében.
Kutatasaikbol kideiil, hogy a szukcinat szint nott, a fumaraté pedig csokkent tumoros
allapotban az SDHx mutacioval rendelkez6 egyéneknél. Wojakowska és csoportja [123]
kifejlesztett és validalt egy modszert az elsédleges metabolitok FFPE szdvetmintakbol
valo kivonasara GC/MS technikaval. Csaknem 70 vegyiiletet detektaltak a mintakbol,

beleértve a gliikozt, galaktozt, eritrozt és xilozt.

2.2.2.5 Lipidomika
A lipidomika az élettudomédnyok egyik gyorsan fejlodé 4ga, mely a lipidek és

alkotorészeik leirasara jott 1étre. Mivel a lipidek teszik ki a metabolom egy jelentds részét,
a lipidomika tulajdonképpen a metabolomika egy teriiletét képviseli és f6 fogalmaiban,
valamint modszereiben megegyezik vele [124]. A glikolipidek biomarkerként is
funkcionalhatnak bizonyos rakos megbetegedések esetén [125]. Manapsag a
tomegspektrometria a dominans analitikai technika a glikolipidek vizsgalatanak teriiletén
¢s a két leggyakrabban alkalmazott MS alapti megkozelités: 1) a kombindlt elvalasztasi
moddszerek, mint a GC/MS vagy az LC/MS, melyeket komplex mintdk elemzésére
hasznalnak; 2) az un. shotgun moddszer, mellyel a mintdit kozvetlenil a
tomegspektrométerbe juttatjak. Az LC/MS idealis technikanak mondhatd, mivel az
izomerek nem valaszthatok el kizarolag tomegspektrométerrel. Li €s kutatocsoportja ugy
talalta, hogy tiidérak esetén a glikozilacidé szamos modon megvaltozik, tobbek kozott a
glikolipidek nagyobb mértékben szialilaltak, mint egészséges szervezetben. A mintak
glikolipid tartalmat relativ ioneloszlassal hataroztak meg UP-HILIC oszlop segitségével.
A betegeknél a vizsgalt lipidek nagyobb mennyiségben fordultak el a tumoros
szOvetben, mint az épben [125]. A legijabb biokémiai vizsgalatok soran FFPE mintakat
elemeztek deparaffinizalé és lizalo eljarasokat kovetéen. Gaudin €s munkatarsai [126] azt
mérték fel, mennyire megbizhatéan alkalmazhatoak az emberi agymintik lipidomikai

analizishez. Vizsgdlatuk soran kimutattak, hogy teljes biomolekuldk izoldlasa is
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megoldhat6 a fixalt szovetmintakbol. Szamos koszoraér-betegség a lipid anyagcsere
rendellenességeire vezethetd vissza. Fujiwaki [127] kutatasaibol kideriil, hogy a
szfingolipidek és a glikolipidek ardnya eltér a Gaucher betegség (nagyon ritka
lipidraktarozasi betegség, mely recesszive Oroklodik) és a Fabry betegség (alfa-
galaktoziddz hianya vagy csokkent szintje, ami a ceramid felhalmozo6dasat okozza, mely
karositja a szivet, a veséket és az agyat) kozott. Taketomi €s kutatdocsoportja [128] mar
korabban leirta, hogy MALDI-val megfeleléen vizsgalhatok az emberi agybol szarmazo
glikoszfingolipidek. Arafah és munkatarsai [129] pedig kifejlesztettek egy Gj modszert a
lipidek kozvetlen analizisére szdvetekbol MALDI képalkotassal. Az egyes lipidek
jelenléte utalhat bizonyos betegségekre, igy azonositasuk hasznos lehet a biomarker

kutatasban.

Az els6 nagy kihivas az omikék szamara az FFPE szovetmintakkal kapcsolatban
az volt, hogy specialis protokollokat dolgozzanak ki a szovetminta archivalasara és
vizsgalatara. A kovetkezd kihivas az lesz, hogy feltarjuk az FFPE mintdk bioldgiai
informacioit, és naponta hasznaljuk dket a rutin klinikai gyakorlatban, mivel a fixalt

szovetmintak felhasznalhatok a tumoros betegségek korai felismerésében.
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3. Anyagok és médszerek

3.1 Reagensek

A késoébbiekben leirt glikoproteinek, a human szérum valamint az egérbdl szarmazo
szovetmintak fixalasahoz pufferelt formalint hasznéaltam, mely 3,7% formaldehidet
tartalmazott 10 mM foszfat pufferben (pH 7,4), valamint paraffint (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) a beagyazashoz. A fehérjekinyeréshez alkalmazott
RIPA (Radioimmunoprecipitation assay) puffer, xilol és etanol, a standardként hasznalt
maltdz és maltooligoszacharid 1étra, valamint a natrium-cianoborohidrid (1M THF-ben)
és az acetonitril a Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) cégtdl keriilt
beszerzésre. Az enzimek: PNGase F (peptid N-glikozidaz F enzim), Arthrobacter
ureafaciens szialidaz (ABS), borju vese fukozidaz (BKF), kardbab galaktozidaz (JBG),
kavébab a-galaktozidaz és kardbab hexozaminidaz (JBH) a ProZyme (Hayward, CA,
Egyesiilt Allamok) cégtél szarmaztak. A flourescens jeloléshez alkalmazott 8-
aminopirén-1,3,6-triszulfonat (APTS) festéket és a bracketing standardkét hasznalt APTS
jelolt maltopentadekadzt a SCIEX (Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) cégtél szereztiik
be.

3.2 Mintak

A glikoprotein standardok: immunglobulin G (>95% tisztasagt), fetuin (>99% tisztasagu)
¢és ribonukleaz B (>80% tisztasagu), a human szérum a Sigma Aldrich (St. Louis,
Missouri, Egyesiilt Allamok) cégtdl szarmaztak. Az SCID him egereket az Orszagos
Onkologiai Intézet (Budapest, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésemre. A mddszerek
megfeleltek az Orszagos Etikai Bizottsag altal elfogadott allatkisérletekre vonatkozo

iranyelveknek (engedélyszam: 22.1/722/3/2010).
3.3 Modszerek

3.3.1 Fixalas formalinnal és beagyazas paraffinba

A fehérje standardok elOkészitése soran minden esetben 10 mg/ml-es torzsoldatbol

indultam ki a vizsgalatoknal. Ez 10 ul mintamennyiség esetén 100 ug fehérjét jelentett.
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A human szérumnal 10 pl folyadékot hasznaltam. A mintakat tizszeres mennyiségi
pufferelt formalinnal legalabb 24 o6ran keresztiil fixaltam szobahdmérsékleten. A
viztelenitést beszaritassal végeztem, majd olvasztott paraffint adtam hozza és hagytam,
hogy megszilarduljon. A kontroll mintdkat nem vetettem alad formalinos kezelésnek. Az
egérbll szarmazo szoveteket az operacio utdn 40 mg-os részekre aliquétoltdk, majd a
viztelenitéshez elészor kétszer 96%-0s etanollal mostam 20 percen at
szobahdmérsékleten, majd centrifugaltam 5000 x g fordulaton 10 percig, ezutan kétszeri
mosas kovetkezett xilollal (20 perc, szobahdémérséklet) és centrifugalas 5000 x g
fordulaton 10 percig. A viz eltavolitdsa utan olvasztott paraffin hozzaadasa kovetkezett

az eldzbéekben leirt modon.

3.3.2 Deparaffinizalas és mintael6készités

A paraffin eltavolitasahoz az FFPE mintakat (5 mikronos szeletek, 6sszesen 40 mQ)
kétszer mostam Xilollal szobahémérsékleten 20 percig és centrifugaltam 5000 x ¢
fordulaton 10 percig. Ezt kovette az etanolos mosas szintén kétszer 20 percig majd a
centrifugalas 5000 x g fordulaton 10 percen at. A glikoproteinek kinyeréséhez minden
mintat eldolgoztam egy 1 mL-es szovethomogenizatorral (VWR, Radnor, PA, Egyesiilt
Allamok) és 100 uL RIPA pufferben (25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
natrium-dezoxikolat, 0.1% SDS, pH 7.6) feloldottam majd 10 uL 50 mM DTT
(ditiotreitol) oldatot adtam hozza. A reakcioelegyet el6szor 100°C-on 20 percig, majd
65°C-on 60 percig inkubaltam a fehérjék kinyerése érdekében. A kdvetkezd 1€épésben 10
pL 50 mM jodoacetamidot adtam hozza és a minta 37°C-on 30 percig sotétben
inkubalddott, hogy a denaturdldssal kialakitott szulfhidril csoportok alkilalodjanak. A
puffercseréhez 10 kDa spinfiltereket (VWR, Radnor, PA, Egyesiilt Allamok) hasznaltam
5000 x g fordulaton 10 percig. A mosast kétszer megismételtem vizzel miel6tt a glikanok
kinyeréséhez hasznalhatdo 1 uL endoglikozidaz enzimet, PNGase F Ultra enzimet (2.5
mU, Prozyme, Hayward, CA, Egyesiilt Allamok) és a reakcidhoz sziikséges 49 uL 20
mM NaHCOs puffert (pH 7.0) hozzaadtam a filteren és egy oran at inkubaltam 50°C-on.
A fehérjérdl lehasitott N-glikanokat centrifugalassal gydjtottem és vittem vizes oldatba
5000 x g fordulatszamon 10 perc alatt majd beszaritottam. Fluorescens jel6léshez 6 uL
20 mM APTS festéket alkalmaztam 2 ul. 1 M NaCNBH3z (THF-ben) redukaloszerrel,
melyeket a szaraz mintdhoz adtam €s inkubaltam egész éjszakan at (12-14 6ra) 37°C-on.

A jelolt mintakat magneses gyonggyel tisztitottam (CleanSeq, Beckman Coulter,
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Indianapolis, IN, Egyesiilt Allamok) a felesleges festékmennyiség eltavolitdsdhoz. A
mintahoz acetonitrilt adtam, hogy elérjem az oldatban a 87,5%-o0s végkoncentraciot, ami
a cukrok gyongyhoz kotéséhez az idedlis koncentracid. A mosasok utan vizzel eludltam
a glikanokat, amiket vagy azonnal felhasznaltam a kapillaris elektroforetikus analizishez,

vagy -20°C-on taroltam a kés6bbi méréshez.

3.3.3 Glikanok szekvenalasa

Az oligoszacharidok pontos, strukturalis meghatarozasdhoz szekvenalasra van sziikség,
ami csak a lancvégekrdl kiindulva lehetséges a strukturak enzimatikus emésztése utan, a
felépitésre ezek alapjan tudunk kdvetkeztetni. A mddszerhez a monoszacharidokra ill. a
kotésekre specifikus exoglikozidaz enzimek sziikségesek melyek a kovetkezok:
Arthrobacter ureafaciens szialidaz (ABS) az a(2-3,6,8,9) kotott szialsavak
eltavolitasahoz; borju vese fukozidaz (BKF) az a(1-2,3,4,6) fukozok; kardbab (Canavalia
ensiformis) galaktozidaz (JBG) a B(1-4,6) kotott galaktozok; kavébab (Coffea arabica) a-
galaktozidaz az o(1-3,4,6) galaktoz egységek valamint kardbab hexézaminidaz (JBH) a
B(1-2,3,4,6) kotéssel rendelkezé N-acetilgliikozamin lehasitasahoz (mindegyik 0.5 U
mennyiségben). A szekvenalast az enzimek egyiittes, matrixszerli hozzaadasaval
végeztem. Ehhez a mintat egyenld részekre osztottam, az els6hoz csak szialidaz enzimet
adtam, a masodikhoz szialidaz és fukozidaz enzimeket, a harmadikhoz szialidazt,
fukozidazt és B-galaktozidazt, a negyedikhez szialidazt, fukozidazt, B-galaktozidazt és a-
galatozidazt és végiil az 6todikhez szialidazt, fukozidazt, B- és a-galaktozidazt valamint
hex6zaminidazt adtam. Az APTS-jelolt mintdk szimultan emésztédtek az enzim
elegyekkel 37°C-on egy éjszakan at 50 mM ammonium-acetat pufferben (pH 5.5). A
reakcioelegyeket masnap beszaritottam (Speedvac), majd vizben visszavéve kapillaris

elektroforézis késziilékkel analizaltam.

3.3.4 Egérbol szarmazo szovetmintak glikanprofil-valtozasanak vizsgalata a halal

beallta utan az id6 fiiggvényében

A kisérlet soran egér agy ill. tiid6é mintak total glikan profiljat vizsgaltam 3-3 egérben. Az
egerek halala utan (cervicalis dislocatio) az agyat ¢€s a tiidot eltavolitottuk. Az els6é mintat
3 egyenld részre osztottam a parhuzamos vizsgalatok elvégzése miatt, majd elvégeztem

a fehérjekinyerést és az N-glikdnok mintaeldkészitését a 3.3.2 fejezetben leirtak szerint.
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A masodik minta analizisét egy oraval a halal beallta utan kezdtem el, a harmadikét pedig
két oraval késobb. A mintdkat a vizsgélat kezdetéig szobahdmérsékleten taroltam, a

glikanok kinyerése pedig minden esetben azonos mddon tortént.
3.4 Késziilékek

3.4.1CE-LIF

A elvalasztasokhoz PA800 Plus (SCIEX, Brea, CA, Egyesiilt Allamok) kapillaris
elektroforézis rendszert hasznaltam 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal. A
gerjesztési  hullamhosszt (488nm) egy félvezetd alapu lézer adta, az emittalo
hullamhossztartomanyt pedig egy 520nm-es savsziiré biztositotta a PMT detektor
(fotoelektronsokszorozd) eldtt. N-glikanok elvalasztasara szolgaldé (NCHO) kapillarist
hasznaltam (effektiv hossza: 50 cm, teljes hossza: 60 cm, belsé atmérdje: 50 um) N-
glikan elvalasztd gél rendszerrel (NCHO gel buffer system) toltve (mindketté a SCIEX
gyartotol). Az elvalasztas forditott polaritassal (a katod volt az injektalasi oldalon) 30 kV-

on tortént. A mintakat nyomassal injektaltam: 1 psi, 5 s.

3.5 Az adatok Kiértékelése

Minden mintaval egyiitt injektaltam APTS-jelolt nyito és zaro standardokat (maltoz és
maltopentadekadz). A cukorstrukturdk hozzarendelhetok kapillaris elektroforetikus
elvalasztassal kapott elektroferogramok cstcsaihoz a programba épitett adatbazis
segitségével. A maltooligoszacharid 1étrahoz viszonyitott relativ migracios idékbél a
csucsokhoz tartozo GU (gliikoz egység) értékeket GUcal szoftver (www.GUcal.hu) [130]
segitségével szamoltam ki (+0.05 — 0.1 GU pontossaggal), az eredmények a szoftverbe

épitett valamint a https://glycobase.nibrt.ie/ adatbazisokkal lettek 6sszevetve.
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4. Eredmények

4.1 A formalin fixalas cukorprofilra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A formalin fixalas paraffinba dgyazéassal kombinalva mara a legelterjedtebb szovet
tartositasi forma. Kutatasom végsé célja, hogy ez a nagyszamu minta a glikomikai
kutatadsok szamadra is hasznosithatova valjon. Ehhez els6ként azt kellett bebizonyitanom,
hogy a formalin fixalas nem valtoztatja meg a minta N-glikanok szerkezetét, valamint
profiljat. A kisérleteket standard glikoproteineken: immunglobulin G-n, fetuinon,
Ribonukle4dz B-n, tovabba human szérumon majd egérbdl szarmazd tumoros szoveten

végeztem.

4.1.1 Standard glikoproteinek

A standard glikoproteinek azért képezhették a kutatdsom alapjat, mert N-glikdn
struktiraik ismertek és CE-LIF modszerrel torténd elvalasztasuk is megoldott. Az
elézéekben felsorolt glikoproteinek az N-glikozilacio fontos alcsoportjait képviselik:

foleg neutralis, szialilalt ill. magas manndztartalmu cukorstruktirakat tartalmaznak.

Az Immunglobulin G az immunglobulinok leggyakoribb altipusa. Két konnyti és
fragmentumok antigénkotohelyekkel rendelkeznek, az Fe régio pedig antitest effektor
funkciokkal bir,. Az Fc régié dimer, mindkét doménjének 297-es pozicidban 1évo
aszparagin aminosavahoz (Asn297) kétantennds komplex tipusi N-glikdnok

kapcsolodnak. Féleg neutralis cukorstrukturakat tartalmaz. [131].

A fetuin két N- valamint harom O-glikozilacios hellyel rendelkezik. Az eldbbiek

magas szialsavtartalmu oligoszacharidokat tartalmaznak [132].

A Ribonukledz B glikoprotein magas mannoztartalmu N-glikdnokat tartalmaz
egyetlen glikozilacios helyén (Asn34). Két {6 része a Ribonukleaz A és a Ribonukledz B.
A B-alegység az A glikozilalt valtozata [133].

A harom glikoproteint (Immunglobulin G, fetuin és Ribonukledz B) nem fixalt

(kontroll), formalinnal fixalt ill. formalinnal fixalt paraffinba agyazott formaban

crer
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mintanként 100 ug mennyiségben. A kisérleteket 3 parhuzamos mintaval 3 ismétléssel
végeztem. A mintaelvalasztas soran minden mintat kétszer injektaltam. A fixalas és a
paraffinba vald bedgyazas az ,,Anyagok ¢és mddszerek” részben leirtaknak megfeleléen
tortént (3.3.1 bekezdés). A kovetkez6é harom abran (5-7. abra) ezen fontos glikoproteinek
N-glikan profiljainak CE-LIF elvalasztasa lathato.
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5. abra: Immunglobulin G APTS-el jelolt N-glikanjainak CE-LIF elektroferogramja. A)
kontroll, nem fixalt; B) formalinnal fixalt; C) formalinnal fixalt paraffinba agyazott minta
(FFPE). Az Y tengelyen a relativ fluorescens egységet (RFU), a felsé X tengelyen a
migracios idot dbrazoltam percekben, az alsé X tengelyen pedig a megfelelé GU (gliikoz
unit) egységeket. Az elvalasztas koriilményei: NCHO bevont falu kapillaris, 50 cm
effektiv (60 cm teljes) hosszisag, NCHO elvalasztd puffer, E=500V/cm, elvalasztasi
hémérséklet: 25°C, injektalas: 1 psi, 5 sec. (Elozetes vizsgalataim alapjan el6bbiek idealis

injektalasi és elvalasztasi paramétert jelentettek a vizsgalataimhoz.)
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6. abra: Fetuin APTS-el jelolt N-glikanjainak CE-LIF elektroferogramja. A) kontroll,
nem fixalt; B) formalinnal fixalt; C) FFPE. Az elvalasztasi koriilmények az 5. dbran

leirtakkal megegyeznek.
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7. ébra: Ribonukledz B glikoprotein APTS-el jelolt N-glikanjainak CE-LIF
elektroferogramja. A) kontroll, nem fixalt; B) formalinnal fixalt; C) FFPE. Az elvalasztasi

koriilmények az 5. abran leirtakkal megegyeznek.

Az ébrdkon az elektroferogramok sorrendje alulrdl felfelé: kontroll (A),
formalinnal fixalt (B) és formalinnal fixalt paraffinba agyazott (C) glikoproteinbdl
szarmazo N-glikdnok APTS festékkel jelolve. Minden esetben APTS jel6lt maltozt,
valamint maltopentadekadzt hasznaltam nyit6 €s zar6 standardként. A felsé X tengelyen
a migracids 1dot abrazoltam percekben, az alsd6 X tengelyen pedig a megfeleld6 GU
(gliikoz unit) egységeket, amelyek megfelelnek a standardként és rendszeralkalmassagi
oldatként hasznalt maltooligoszacharid 1étrat alkoto egyes gliikoz oligomerek migracios
idejének, ezért a 1étra nincs megjelenitve az abrakon. Ezt a 1étrat minden vizsgalati

csoport esetén injektaltam a méréssor elején és végén.

Az 5. 4dbran, az Immunglobulin G esetén nem lathatd sem a csucsok szdmaban,
sem a csucsaranyban megjelend eltérés a harom mérés kozott. A jelolt csucsok migracids
idejének valamint a maltooligoszacharid 1étra gliikk6z oligomerei migracios idejének
ismeretében kiszamithato az adott csucsnak megfeleld glikanstruktara GU értéke, mely

alapjan nyilvanos adatbazisokbol azonosithatd az oligoszacharid. Ezek alapjan
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elmondhatd, hogy 1-3-ig és az 5-0s CSUCS a szialsavas struktaraknak felel meg, mig a 4,

valamint 6-13-ig a kiilonboz6 nagysagu neutralis IgG glikanokat jeloli.

A 6. abran a fetuin APTS jelolt N-glikanjai lathatok. Hasonloan az 1gG-hez, a
harom elektroferogram kozott nincs detektalhato kiilonbség. Az dbra szamai a kiilonb6zd
mértékben szialilalt glikanstruktarakat jelolik. 1-3-ig tetraszialo (4 szialsavat tartalmazo),
4-T-1g triszialo (3 sziadlsavat tartalmazo) és a kapcsos zargjel alatt szerepl6 8-as struktira

csoport di- és monoszialo (2 ill. 1 szialsavat tartalmazo) struktarakat reprezentaljak.

A 7. dbran szerepl6 Ribonukleaz B magas manndztartalmu strukturakat tartalmaz
Man5-t61 Man9-ig. Ezen strukturdk flourescensen jeldlt valtozatait reprezentdljak az
elektroferogramok szamai 1-5-ig. A Man7 és Man8 izomerei a 3-as és 4-es csoport
elemeiként jelennek meg az elektroferogramokon. A kontroll, a formalinnal fixalt ill. a
formalinnal fixalt és paraffinba dgyazott Rnsae B-bdl szdrmazo jeldlt cukrok strukturai

kozott nem tapasztaltam eltérést.

4.1.2 Human szérum

A formalin fixalas hatasara esetlegesen 1étrejovo glikozilacios valtozasokat a
tovabbiakban human szérumon teszteltem, mivel ez komplexitasaban kozelebb all a
klinikai mintdkhoz, mint a glikoproteinek. A vérszérum fibrinogénmentes vérplazma,
vagyis a vér azon része, melybdl hidnyoznak az alakos elemek (vorosvértest, fehérvérsejt
ill. vérlemezke) valamint a véralvadasi faktorok. Altalaban albumin depletalt formaban
hasznaljak, mivel ez a fehérje a tobbihez képest ardnytalanul nagy mennyiségben
talalhat6 meg benne, igy bizonyos esetekben torzithatja a méréseket, bar a mi esetiinkben

ennek nincs jelentésége, mert az albumin nem glikoprotein.

A vizsgalatok a fentebb targyalt glikoproteinekéhez hasonloan zajlottak, a nem
fixalt (A), a formalinnal fixalt (B) és a formalinnal fixalt paraffinba agyazott (C) mintakat

hasonlitottam 6ssze. Az eredmények a 8. abran lathatoak.
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8. abra: Humén szérumbol szarmazo APTS-el jelolt N-glikanok CE-LIF
elektroferogramja. A) kontroll, nem fixalt; B) formalinnal fixalt; C) FFPE. Az elvalasztasi
koriilmények az 5. abranal leirtakkal megegyeznek.

A 8. abra elektroferogramjain 13 6 cstcsot jeloltem, melyek esetleges eltéréseit
vizsgaltam. GU 4-6 kozott tobb szialsavat tartalmazo oligoszacharid struktara talalhato,
GU 6-8-ig kevesebb szialsavat tartalmazdé (mono- ¢€s diszialo) valamint kis méretli
neutralis strukturak jelennek meg, GU 8-12 pedig a neutralis cukorstruktardk régidja.
Ennél a komplex mintanal némi eltérést tapasztaltam a harom kiilonbozden eldkészitett
minta N-glikanjai kozott. A 6-os és 8-as csucsok kis mértékben magasabbak viszont 9-
13-ig valamivel alacsonyabbak a fixalt és a bedgyazott mintdk elektroferogramjain.
Azonban ennek az eltérésnek (12,68 RSD % relativ standard deviacid), ami az ICH (Az
emberi felhasznalasra szant gyogyszerekkel kapcsolatos miiszaki kovetelmények
harmonizaciojat célzo nemzetkozi tanacs) eldirasainak megfeleléen 15% hatarérték alatti

(http://www.ich.org/home.html), nem tulajdonitottam biologiai jelentéséget.
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4.1.3 Egérbol szarmazo tumoros szovetminta

Az eddigi pozitiv eredményekre alapozva a kovetkezd vizsgalatom targya egy egérbol
szarmazd tumoros szovetminta teljes N-glikozilacios profiljanak analizise volt. A
kisérlethez az Orszagos Onkologiai Intézet SCID (sulyos kombinalt immunhidnyos) him
egereit hasznaltam fel. Ezen egerek genetikai mutacié miatt nem képesek immunvalaszra
altalaban a hidnyz6 vagy atipikus T és B limfocitak miatt. Az egerek bore ala HT-1975
tiidorakos sejteket injekcidztak be (mindegyikbe 2 millid sejtet) lateralisan. A biopsziat
akkor készitették, mikor a tumor atmérdje elérte a 0,5-0,8 cm-t. A mintat elhalt allatbol
vették. A kontroll mintat azonnal folyékony nitrogénben tartositottak, a masik két mintat
(formalinnal fixalt ill. FFPE) az ,,Anyagok és modszerek” részben leirtaknak megfeleléen
allitottam el6 (3.3.1). A mintaelokészités megegyezett a glikoproteineknél és a human
szérumnal alkalmazottal. A 9. dbra mutatja az intakt (A), a formalinnal fixalt (B), és a
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) (C) szovetb6l szarmazo jeldlt, tisztitott

kapillaris elektroforézissel elvalasztott APTS-el jelolt N-glikanok elektroferogramjait.

A 9. adbran GU 4-6-ig a magas szialsavtartalmi, GU 6-8-ig az alacsony
szidlsavtartalmi €s kis méretli neutralis, mig GU 8 f0lott a neutrdlis régidban
elhelyezkedd strukturdk talalhatok. A formalinnal torténd fixalas hatasara az A és B,
valamint C elektroferogramok kozott csak a 6, 11 és 16-os szdmmal jelolt struktardk
esetén tapasztaltam valtozast, ezek aranya megnétt (3x) a formalinnal fixalt, valamint
FFPE szovetbdl szarmazo glikdnprofilokban a kontrollhoz (A) képest. A kisérletet a
tobbihez hasonldan 3 parhuzamos mintaval és 3 ismétléssel végeztem. A parhuzamos

.....

volt.
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9. abra: Egérbdl szarmazo HT-1975 sejtekkel indukalt tumoros szévetminta APTS-el
jelolt N-glikanjainak CE-LIF elektroferogramja. A) kontroll, nem fixalt; B) formalinnal
fixalt; C) FFPE. Az elvalasztasi koriilmények az 5. abranal leirtakkal megegyeznek.

Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjak arrol, hogy milyen struktarak fordulnak eld
az egérbdl szarmazo tumoros szovetmintaban, karbohidrat szekvenalast kellett végeznem.
Ez szénhidratok esetén nem egyszerii, amennyiben meg akarjuk allapitani, milyen elemek
épitenek fel egy komplex cukorstrukturat, figyelmebe véve a kotési és a pozicionalis
izomereket is. A szerkezetmegallapitasnal cukrok esetén top-down (fentrél lefelé)
emésztést és bottom up (lentrdl folfelé) kalkulacios modszert alkalmaztam. Pontosabban,
megfelel6 cukor és kotés specifikus exoglikozidaz enzimekkel az alkotoelemeket a
struktara kapcsolodasi  helyétél (aszparaginhoz vagy a fluorofér- csoporthoz)
legtavolabbi ponton kezdtem lehasitani addig, mig el nem jutottam az N-glikanokra
jellemzd core-pentaszacharidhoz. Ezutan az enzimatikus emésztések utani CE-LIF
analizissel megallapitott strukturakbol tudtam kovetkeztetni az eredeti mintdban
megjelend glikanok pontos szerkezetére. Az enzimeket az ,,Anyagok és modszerek”

részben leirtaknak megfelelden (3.3.3) adtam hozz4 a jelolt glikanok vizes oldatahoz. Az
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enzimek kombinacioi a 4. tdblazatban lathatdéak. A-E a reakcidelegyeket jeloli a 10.

abraval azonos betiijelzéssel. Az eredmények a 10. dbran lathatok.

Exoglikozidaz enzimek nevei - specifitisa A B C D E
Szialidaz A = o(2-3,6,8,9) szialsav - + + + +
Fukozidaz = a(1-2,3,4,6) fukdz - - + + +
Béta-galaktozidaz = P(1-4,6) galaktoz - - - + +
Hexo6zaminidaz = B(1-2,3,4,6) N-acetilgliikbzamin - - - - +

4.tablazat: Exoglikozidaz enzimek nevei, specifitasai és jelenlete a szekvenalo

reakcidelegyekben.
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10. abra: Egérbdl szarmazd HT-1975 sejtekkel indukalt tumoros szovetminta APTS-el
jelolt N-glikanjainak szekvenalasa exoglikozidaz enzim matrixxal. Elektroferogramok:
A) kontroll, enzimekkel nem kezelt; B) szialiddz enzimmel kezelt; C) szialidaz és
fukozidaz enzimekkel kezelt; D) szialidaz, fukozidaz és béta-galaktozidaz enzimekkel
kezelt; E) szialidaz, fukozidaz, béta-galaktozidaz és hex6zaminidaz enzimekkel kezelt.

Az elvalasztasi koriilmények az 5. abranal leirtakkal megegyeznek.
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Az A elektroferogramon az intakt egér tumor szovetbdl szarmazo, fluorescensen
jelolt N-glikanok lathatok. A kovetkezo (B) a szialidaz enzimes kezelés utani allapotot
mutatja. A C esetén szialidaz és fukozidaz enzimes kezelés tortént. A D-nél szialidaz,
fukozidaz és galaktozidaz emésztés tortént. Az E esetében pedig szialidazt, fukozidazt,
galaktoziddzt ¢és hexdzaminidazt is tartalmazott a reakcioelegy. Az A ¢és a B
elektroferogram Osszehasonlitasabol megallapithato, hogy a(2-3,6,8) szialidaz enzimes
kezelés hatasara 2-12, valamint 14 és 16-o0s csticsok a magas ill. alacsony szidlsavtartalmu
régiokbol a GU 6-8 (kis méretii neutralis struktirak) valamint a GU 8-12 (neutralis
toltés elvesztése miatt az oligoszacharidoknak kisebb lett az elektroforetikus mobilitasuk,
igy migracios idejiik megnétt. A szialsavak levagasaval a 17, 19, 20, valamint a 22-25
csucsok megjelenése ill. méretének novekedése volt tapasztalhatd. Az o(1-2,3,4,6)
fukozidaz enzimes kezelést kovetden, a fukdz eltavolitasa miatt minden eredetileg core
fukozt tartalmazo struktura migracios ideje egy GU egységgel csokkent. Mivel ezek
mindegyikének azonos toltést adott a flourofor csoport, igy vandorlasukat mar csak
hidrodinamikus térfogatuk hatdrozta meg. A 19, 22 és 24-es csticsok, a fukdz levagasa
utan a 26, 23 és 17-es csucsokat noveltéek meg a C jell elektroferogramon, az 1-es jelt
cstcs pedig eltiint. B(1-4,6) galaktozidaz enzim hatasara a 26-os cstcs a 28-asha, a 17,
18, 20 és 23-as csticsok a 13-asba, a 25-6s csucs pedig a 29-esbe mozdult el. Végiil a B(1-
2,4,6) hex6zaminiddz enzimmel torténd emésztés eredményeképp a legtdbb cstics a 27-
es szammal jelolt, az ,Irodalmi attekintésben” részletesen leirt (2.1.1), core
pentaszacharidként jelent meg. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a galaktozidaz
enzimnek vélhetden volt hexdézaminidaz aktivitasa is, mivel a 27-es csics mar a
galaktoziddz enzimes kezelést kovetden megjelent. A 15-6s és a 21-es csucsok
valdsziniileg olyan magas mannéztartalmti glikénstruktardk, melyekre nem voltak

hatassal a kisérletben felhasznalt exoglikozidaz enzimek.

46



4.2 Egérbol szarmazo FFPE mintak glikanjainak analizise

Mivel sem a formalinos fixalas sem a formalinos fixalas paraffinba agyazassal
kombinalva nem okozott a glikanprofilban szamottevo valtozasokat a vizsgalt mintakban,
kutatdsomat SCID him egerekbdl szarmazo FFPE szovetmintak analizisével folytattam.
Tido, agy, sziv, Iép, maj, vese és bél mintakbol kinyert N-kotott cukrokat vizsgaltam
kapillaris elektroforézissel. A paraffin eltavolitas és az oldatba vitel utdn a szdvetekbdl
szarmaz6 glikoproteineket enzimatikusan hasitottam az N-glikanok kinyerése céljabol,
majd ezeket fluorofor jeloléssel lattam el az ,,Anyagok és modszerek™ részben leirtaknak
megfelelden (3.3.2). Exoglikoziddz matrix emésztéssel oligoszacharid szekvenalast
végeztem a szovetmintak N-glikan struktirainak meghatarozasahoz. Célom az volt, hogy
feltérképezzem a kiilonbozd egér szovetek totdl N-glikdn profiljat, majd az ezekben

megjelend cukorstruktirakat azonositsam.

4.2.1 Egér szervek glikanprofiljanak vizsgalata

A 11. abran lathato az egérbél szarmazo kiillonboz6 szovetmintak teljes N-glikan profilja.
Ez alapjan 0ssze tudtam hasonlitani a tid6bol (A), agybdl (B), szivbdl (C), 1épbdl (D),
majbol (E), vesébdl (F) ill. bélbdl (G) szarmazo, jeldlt, tisztitott N-glikanokat. A mintak
ép szovetekbol szarmaztak. APTS jelolt maltozt és maltopentadekadzt hasznaltam nyito
¢s zar6 standardként, melyeket minden mintaval egyiitt injektaltam. Ezek, valamint a
maltooligoszacharid 1étra, melyet a mérés sorozat elején és végén injektaltam, tettek
lehetévé a GU értékek pontos kiszamitasat, ami a struktarak adatbazisbol torténo
azonositasahoz volt sziikséges. A méréseket 3 parhuzamos mintaval és két injektalassal

.....

mért mintak esetén.
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11. ébra: Egérbdl szarmazo FFPE szervek APTS-el jelolt N-glikanjainak CE-LIF profilja.
A) tiid6; B) agy; C) sziv; D) Iép; E) m4j; F) vese; G) bél. Az elvalasztas koriilményei az
5. abrénal leirtakkal megegyeztek.

A 11. abra A elektroferogramjabol, amely a tiidé szovetre specifikus N-
oligoszacharidokat reprezentélja, kideriil, hogy ebben a szdvettipusban féleg di- és
monoszialo strukturdk fordulnak el6 (GU 4-9) néhany neutralis oligoszachariddal (GU 9-
13). A B elektroferogramon abrazolt egér agy N-glikomjaban kevésbé jellemzoek a
diszialo strukturak, viszont tobb a monoszialo (GU 7-9) ill. a neutralis (GU 9-12) glikan.
A C elektroferogramon a szivbdl szarmazé szovetminta N-glikanjai lathatok. Itt mind a
di- és monoszialo, mind a neutralis glikanstrukturak megtalalhatok, megkozelitdleg
azonos aranyban (GU 4-13). A D elektroferogramon megjelenitett 1ép glikanprofil a
szivhez hasonld eloszlast mutat a szialsavas €s a neutralis struktirdk egymashoz
viszonyitott aranyéara nézve (GU 4-13). A m4jbol szarmazo6 oligoszacharidokat az E
elektroferogram szemlélteti. Ennél a szovettipusnal a diszialo struktirdk egyértelmii
tulstlya jellemz6 (GU 4-6) néhany monoszialo (GU 7-9) oligoszachariddal és nagyobb
mennyiségben neutralis struktaraval (GU 10-11) egyiitt. Az F elektroferogramon a

vesébdl szdrmazd N-glikanok ldhatok. Ebben a fixalt szovetben a di- és monoszialo
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struktarak mellett jelentds aranyban képviseltetik magukat neutralis oligoszacharidok is
(GU 4-13). Végiil a G elektroferogram mutatja a bél minta N-glikozilacios profiljat,
melyen az latszik, hogy féleg monoszialo (GU 7-8) ill. neutralis struktirak (GU 9-13)
alkotjak a glikanprofilt.

4.2.2 Oligoszacharid szekvenalas exoglikozidaz enzimes kezeléssel
Els6ként az egérbdl szarmazoé tiid6 szovetminta APTS-el jelolt, tisztitott N-glikanjainak

szekvenalasat végeztem el. Az exoglikozidaz enzimeket matrixszeriien adtam hozza a

glikdnok vizes oldatdhoz az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint (3.3.3).
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12. abra: Egér tido N-glikanjainak szekvenaldsa exoglikoziddz matrixxal.
Elektroferogramok: A) kontroll, enzimekkel nem kezelt; B) szialidaz enzimmel kezelt;
C) szialidaz ¢és fukozidaz enzimekkel kezelt; D) szialiddz, fukoziddz és béta-galaktozidaz
enzimekkel kezelt; E) szialiddz, fukozidaz, béta-galaktozidaz és alfa-galaktozidaz
enzimekkel kezelt; F) szialiddaz, fukoziddz, béta-galaktozidaz, alfa-galaktozidaz és
hexdzaminidaz enzimekkel kezelt. Az elvalasztas koriilményei az 5. dbranal leirtakkal

megegyeztek.
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A 12. 4dbran az oligoszacharid szekvenalas eredménye lathaté a 4. tablazatban
specifikalt enzimatikus emésztések utan. A 4. tablazatban leirtakhoz képes modositottam
a szekvenalashoz hasznalt exoglikozid4dz enzimek kombinacidin E és F esetben (11. dbra).
Az E reakcioelegy alfa-galaktoziddz enzimet is tartalmazott, az a(1-3,4,6) galakt6z
egységek levagasara. Az F elegy pedig a szialiddz, fukozidaz és béta-galaktozidaz
enzimek mellett alfa-galaktozidaz és hex6zaminiddz enzimeket foglalt magaban. Az A
elektroferogram mutatja a kontroll, exoglikozidaz enzimes kezelés nélkiili FFPE egér
tiidészovet N-glikan profiljat. B-F-ig az emésztések eredményei lathatok: szialidaz
enzimes kezelés utan (B), szialidaz és fukozidaz enzimek utan (C), szialidaz, fukozidaz
¢s béta-galaktozidaz enzimek utan (D), szialidaz, fukozidaz, béta-galaktozidaz és alfa-
galaktoziddz enzimek utan (E) valamint szialidaz, fukozidaz, béta-galaktozidaz, alfa-

galaktoziddz és hex6zaminiddz enzimes emésztés utan (F).

Szialidaz emésztés utan, mely enzim levagta az a(2-3,6,8,9) szidlsavakat, lathato,
hogy az 1-7, 9, 10 és 12-es csticsok a szialsavas régiobol a neutralis tartomanyba
mozdultak el (13, 15, 17 és 18-as csticsok megjelenése). A C reakcidelegyben, a szialidaz
¢s fukozidaz enzimek egylittes hozzaadasaval, az o(2-3,6,8,9) szidlsavak ill. a a(1-
2,3,4,6) fukozok levagasaval a 15, 18 és 16-os csticsokbol a 13, 19 és 20-as cstcsok
keletkeztek egy fukoz egység elvesztésével. A 8, 11, 13 és 14-es cslicsokat nem érintette
ez az emésztés ezért valdszinlisithetd, hogy nem tartalmaztak fukéz egységet. A D
reakcidelegy szialidaz, fukozidaz és béta-galaktoziddz enzimet is tartalmazott, igy a D
elektroferogramon mar csak azok a struktirak lathatoak, melyek nem tartalmaznak sem
a(2-3,6,8,9) szialsavat, sem o(1-2,3,4,6) fukdzt, sem P(1-4,6) galaktéozt. Ez utdn az
emésztés utdn a 13 és 19-es csucs a 22 és 23-as csucsokba mozdult el két ill. egy béta-
galaktoz egységet elvesztve. A 8, 11 és 14-es csucsok intaktak maradtak galaktozidaz
kezelés hatdsara. Az E reakcioelegyben alfa galaktozidazt is alkalmaztam, mivel az egér
szervezet glikoproteinjei alfa-galaktozilaltak is lehetnek. Ebben az esetben az
enzimkeverék eltavolitotta nemcsak a (1-4,6), hanem az a(1-3,4,6) galaktoz egységeket
is. Igy a 23-as cstcs a 22-es be mozdult el mikdzben egy alfa és agy béta galaktdz
egységet vesztett el, a 20-as csticsbol pedig szintén 22-es lett két béta és két alfa galaktoz
eltavolitasaval. Végiil az F elektroferogramon azon cukrokat lathatjuk, melyek atestek a
hex6zaminidazos kezelésen is (3. tablazat F oszlopa). Ezek nem tartalmaznak o(2-3,6,8,9)
szialsavat, a(1-2,3,4,6) fukozt, B(1-4,6) és a(1-3,4,6) galaktozt valamint B(1-2,3,4,6) N-

acetilgliikdzamin egységeket sem. Az F elektroferogramon szerepldé 24-es cstcs a 22-es
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csucsbol keletkezett két N-acetilgliikozamin levagasaval. A kordbbi reakcidhoz
hasonloan a 8, 11 és 14-¢s csicsok nem mozdultak, ebbdl arra kovetkeztettem, hogy ezek
nem tartalmaztak olyan egységeket, melyekre az 4ltalam hasznalt enzimek specifikusak
voltak. A 17-es struktura valoszintileg két béta-galaktoz egység elvesztése utan valt a 21-
es csuccsa, amibol a hexdzaminidaz emésztés utan keletkezett a mar emlitett 24-es csucs.
A, Megbeszélés” 6. tablazata Osszefoglalja a tidé szovetminta N-glikdnjainak

szekvenalasa sordn kapott strukturakat.

Az egér tidé N-glikan struktirdinak meghatdrozasa utan a tobbi rendelkezésemre
allo FFPE egér szervet vizsgaltam meg. Az oligoszacharidok azonositdsara a 4.
tablazatban bemutatott exoglikoziddz matrix emésztést alkalmaztam a tiid6 szovetminta
esetén mar leirt modositassal. A total glikénprofilt alkotd strukturakat tablazatos

formaban foglaltam 6ssze (Megbeszélés 7. tablazat).

4.3 A cukorprofil valtozasa a halal bealltatol a fixalasig

Azutan, hogy megvizsgaltam, vajon a formalin fixalas és a paraffinba 4dgyazas lehet-e
hatassal a glikanstrukturakra, azt is 1ényegesnek véltem megtudni, van-e jelent6sége
annak, hogy a halal bealltatol szamitva mennyi id6 alatt keriil a minta a fixalé oldatba. Ez
a kisérlet arra is valaszt adhat, hogy a néhany eltérést, mely a kontroll (nem fixalt),
formalinnal fixalt ill. formalinnal fixalt és paraffinba 4gyazott szovetmintdk kozott
fennallhat, eredményezheti-e a mintavételtdl a fixalasig eltelt id6 alatti szoveti valtozas,
pl. degradalédas. A vizsgalathoz 3 db SCID egér agyat és tiidejét hasznaltam fel. A
mintavétel az ,,Anyagok és modszerek™ 3.3.4 fejezete alapjan, a mintaeldkészités, pedig

a 3.3.2 fejezet alapjan késziilt. A 13. dbra mutatja a mérések eredményeit.
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13/1. abra: Egérbdl szdrmazo agy szovetminta glikanprofiljdnak véaltozdsa a haldl
bealltatol a fixalasig. A) FFPE agy szovetminta (Orszagos Onkoldgiai Intézet); B)
azonnal eldkészitett; C) egy ora mulva eldkészitett; D) két 6ra mulva eldkészitett. Az

elvalasztas koriilményei az 5. dbranal leirtakkal megegyeztek.
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13/2. abra: Egérbdl szarmazd tiidé szovetminta glikanprofiljanak valtozésa a halal
bealltatol a fixalasig. A) FFPE agy szovetminta (Orszagos Onkoldgiai Intézet); B)
azonnal eldkészitett; C) egy ora mulva eldkészitett; D) két 6ra mulva elokészitett. Az

elvalasztas koriilményei az 5. dbrandl leirtakkal megegyeztek.
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A 13/1 és 13/2 abrakon jelentds kiilonbségek tapasztalhatok mind a tiido és az agy
szovetmintai, mind az agy esetén a kiilonboz6é idében fixalt mintak N-glikozilaciods
mintazatai kozott. Az dbrdk A elektrogramjai a kordbban mar bemutatott, Orszagos
Onkologiai Intézet altal rendelkezésemre bocsatott FFPE szdvetmintak APTS jelolt,
tisztitott N-glikanjainak CE-LIF profiljait abrazoljak. A B-D mintak 3-3 egérbdl
szarmaznak. A B esetén az eltavolitott agybol és tiidobdl azonnal elvégeztem a
fehérjekinyerést és az N-glikanok mintaelokészitését. A C mintat egy oras, a D-t pedig

kétoras szobahdmérsékleten torténd tarolas utan vizsgaltam.

Az agybol szarmaz6 szovetmintak esetén kiilonbséget figyelhetiink meg az A
valamint B-D elektroferogramok kozott. Az A elektroferogramon sokkal kevesebb
szialsavas, kiilondsen magas szialsavtartalma (GU 4-6) struktura lathato, mint a felette
1évokon. Legnagyobb ardanyban ezen oligoszacharidok a B elektroferogramon
megfigyelhetdk. C, D-n aranyuk kisebb, kozelit az FFPE mintdban megfigyelthez. Az
alacsony szialsavtartalma (GU 7-9) és a neutralis (GU 9<) régioban a csticsok szama és

terlilete kozott nem lathato jelentds kiilonbség.

A tiidébdl szarmazo mintaknal nem figyelhetd meg az elébbiekben leirt tendencia.
A-D elektroferogramokon GU 4-12-ig nincs jelentds valtozas a kiilonboz6é idében

elokészitett mintak N-glikan profiljaban.

53



5. Megbeszélés

5.1 Intakt, formalinnal fixalt valamint formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott mintak N-glikan profilbeli kiilonbségei

Kisérleteim els6 szakaszdban arra a kérdésre kerestem a vélaszt, hogy okoz-e a
fehérjékéhez hasonld valtozast a formalinos fixalas a szénhidratszerkezetekben.
Kisérleteimet standard glikoproteinek vizsgalataval kezdtem: a nagyrészt neutralis N-
glikanokat tartalmazo Immunglobulin G-vel, a nagy szialsav tartalmua fetuinnal és a
magas mannoztartalmi Ribonukleaz B-vel. Ahogyan az az , Eredmények” rész 5-7.
abrain is lathat6 (4.1.1) semmilyen valtozast nem tapasztaltam sem a formalinnal t6rténd
fixalas, sem a paraffinba tortén6 agyazas hatasara a total N-glikan profilon. Mivel ezeken
a modell glikoproteineken, melyek a harom leggyakoribb N-glikozilacios alcsoportot
képviselik, nem okozott Sem a fixalas sem a beagyazas olyan valtozast, ami érintette volna
az oligoszacharidokat. Megallapitottam, hogy a glikoproteinek szénhidrat részére nincs

hatassal a formaldehides kezelés.

A human szérumon végzett munkam soran is kontroll (nem fixalt), formalinnal
fixalt, valamint formalinnal fixalt és paraffinba agyazott mintakat vizsgaltam. A humén
szérum komplexebb mivolta miatt ez a kisérlet a kovetkez6 1épést jelentette a szoveti
szintii vizsgalatok elott. A kisérletek eredményeképp a kapillaris elektroforetikus
elvalasztassal kapott elektroferogramokon tapasztaltam ugyan némi csucsaranyvaltozast
nemzetkozi hatarértéket. A human szérumra jellemz6 glikanprofil felismerhet6 volt és a
szérumban el6forduld N-glikan strukturak hianytalanul megtalalhatok voltak a formalin

fixalt és az FFPE mintaban is.

Az egérbdl szarmazd tumoros szévetminta vizsgalatanal (4.1.3) harom
glikanstruktira esetén tapasztaltam valtozast a kontroll és a formalinnal fixalt allapot
kozott: a 9. abra 6, 11 ill. 16-o0s szammal jelolt csucsai megnéttek a B elektroferogramon
(FF). Wuhrer és munkatarsainak 2017-ben k6zolt eredményeibdl kideriil, hogy az a(2,3)
kotésh szialsav egységek érzékenyebben reagalhatnak a mintael6készités koriilményeire,
mint az o(2,6) kotéssel kapcsolodok [134]. Az w(2,3) kotés térallasa miatt
(https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/Chem%20and%20Society/Influenza/

Influenze_overview.htm) konnyebben hasad. Az elébbiekben emlitett harom struktira
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valosziniileg olyan monoszialo oligoszacharid, melyben a szialsav egységek a(2,6)
kotéssel kapesolodnak, és harom olyan diszialo strukturabdl szarmaznak, melyek a fixalas
soran elveszitették az a(2,3) kotott szialsav egységeiket. Az oligoszacharidok

azonositasdhoz karbohidrat szekvenalast végeztem.

Ezen egér minta szekvenalasakor az exoglikozidaz enzimeket matrixszerlien
hozzaadva (Am. 3.3.3) az intakt tumorszovet vizben oldott jelolt glikanjaihoz, olyan
reakcidelegyeket kaptam, melyekben mar csak olyan struktarak jelentek meg, melyek
nem rendelkeztek az enzim specifitasanak megfelelé alkotorésszel. Pl.: a szialidazt
tartalmazoé reakcidelegyben csak olyan struktarak vannak, melyeken nincs szialsav vagy
a szialidazt, fukozidazt, galaktozidazt és hexdzaminidazt is tartalmazé reakcidelegyben
csak olyan strukturak lehetnek, melyeken sem szialsav, sem fukdz, sem galaktoz, sem N-
acetilgliikbzamin nincs, ez a struktura altalaban a trimannozil core pentaszacharid vagy
mas mannoztartalmtl struktura. A szekvendlds eredményeképpen azonositott N-

glikdnokat az 5. tdblazatban foglaltam Ossze.
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Csucs Struktura 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)2S5(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)25(6)1 6.20
11 A2BG(4)25(6)1 6.41
12 A2G(4)25(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)25(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]1BG(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 Al[3]G(4)1 7.32
27 Core M3 4.90
28 Al[3] 6.10
29 A2B 7.20

5. téblazat: Egérbdl szarmazo HT-1975 sejtekkel indukdlt tumoros szovetminta N-

glikanjai
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A 14. ébra az egérbdl szarmazd HT-1975 sejtekkel indukalt tumoros szovetminta
N-glikanjainak exoglikoziddz emésztéses reakcid utvonalat foglalja 6ssze. Az szialidaz
enzimes emésztés utan megallapithato, hogy a 2, 10 és 12-es szammal jelolt diszialo,
afukozilalt strukturakbol a 23-as jelli A2G(4)2 struktara lesz. A 3 és 11-es biszekting
strukturdk a sziadlsav egységek levagdsa utan a 25-0s csuccsa valnak. A 4, 14 és 16-0s
core fukozilalt glikanok az F(6)A2G(4)2 oligoszacharidnak megfeleld 22-es csticsban
olvadnak G6ssze, mig az 5-0s csucsbol a 19-es, a 6-osbol a 17-es, a 7-esbdl pedig a 20-as
csucsba vandorolnak a glikdanok. A 8 ¢és 9-es szamu core fukozilalt, egykaru
oligoszacharidokbodl a szialidaz emésztéssel a 24-es F(6)A2G(4)1 struktara jon létre.
Fukozidazos emésztés utan az 1-essel jelolt F(6)M2 glikanbol maltéz (M2) lesz, ami nem
latszik az abran, mivel GU 2-nél helyezkedik el. A 19-es strukturabol 26-0s keletkezik,
A 22-es F(6)A2G(4)2-bol A2G(4)2 lesz (23), mig a 24-es szamu a 18-as csucsba csuszik
el. A C elektroferogram csucsai a -galaktozidaz hatasara a kovetkez6 moédon mozdulnak
el: a 26-0s (A1[3]G(4)1) a 28-asha (A1[3]) egy galaktdz egység levagasaval, a 17, 18 és
23-as csucsok a 13-asba (A2) egy ill. két galaktoz egység levagasaval, a 20 (A2BG(4)1)
¢és 25-0s (A2BG(4)2) pedig a 29-esbe (A2B) egy ill. két galaktoz egység levagasaval.
Hex6zaminidaz enzim hozzaadasaval a D elektroferogram 28, 13 ill 29-es csucsa az N-
acetilgliikdzamin egységek eltavolitasaval a 27-es cstics ndovekedését hozza 1étre. (Az
,Eredmények” részben emlitettem, hogy a galaktozidaz enzim hexdzaaminidaz aktivitasa
miatt jelenhetett meg ez a cstcs a galaktoziddz emésztés utan a D elektroferogramon.) A
15-6s M5 és a 21-es M8 struktirdk magas mannoztartalmuak, csak mannoz egységeket
tartalmaznak a core-strukturahoz kapcsoltan, igy az altalam hasznalt enzimek nem voltak
hatassal rajuk. A korabban emlitett 6, 11 és 16-os monoszialo struktarakat jelentd csticsok
mérete a 9. dbra B elektroferogramjan azért néhetett meg, mert a 2, 3 és 4-es jelli diszialo

struktarak elvesztették a(2,3) kotésii szialsav egységeiket.
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14. abra: Egérbol szarmazo HT-1975 sejtekkel indukalt tumoros szovetmintabol szarmazo6 N-glikan strukturak exoglikozidaz utvonala. Harvey és
munkatarsai [135] jelléseit hasznaltam.
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Eredményeim azt mutattak, hogy az N-glikan mintazatok gyakorlatilag azonosak a
formalinos kezelés, valamint a paraffinba dgyazas eldtt és utan az altalam vizsgalt minta
tipusokban. Ezek alapjan javasolhato, hogy a korhazakban tobb évtizede felhalmozott
FFPE mintakat fel lehet hasznalni a kézismeretben 1évé betegségekhez kapcsolodd N-

glikozilacios valtozasok (gliko-biomarkerek) felderitésére.

5.2 Glikanstrukturak azonositasa kiilonb6z6 egér szervekbol

Mivel el6z6 vizsgalataim eredményei azt sugalltak, hogy a formalin fixalas és a
paraffinba agyazas nincs hatassal a glikoproteinek karbohidrat részére, a kovetkez6kben
kiterjesztettem a teljes N-glikan profil meghatarozasat az FFPE szovetmintakra és az
azokban talalt struktirak pontos azonositasara. Ezen kisérleteimhez kiilonb6z6 formalin
fixalt és praffinba agyazott egér szerveket hasznaltam, nevezetesen tiidot, agyat, szivet,
Iépet, majat, vesét ill. belet. A 10. abran jol megfigyelhetd, hogy a kiilonboz6 tipusa
szovetmintak eltéré N-glikan profilt mutatnak, ami ennek megfeleléen specifikusnak
tekinthet az adott szovetre nézve. Jol lathatd, hogy az egyes szervek szovetei kiilonbdzo
aranyban tartalmaznak magas, valamint alacsony szialsav tartalmq, ill. kiilonb6z6

mérettartomanyba esd neutralis struktarakat.

Ahhoz, hogy teljes biztonsaggal meggy6zédjink arrol, mely struktirak adjak az
egyes szovetek N-glikan profiljat oligoszacharid szekvenalas volt sziikséges a glikanok
cukor épitéelemeinek ¢és azok kotés tipusanak meghatarozasahoz. A vizsgalatot
exoglikozidaz matrix emésztéssel végeztem el az ,,Anyagok €s modszerek” megfeleld

fejezetében leirtak szerint (3.3.3).

A 12. abran lathato a karbohidrat szekvenalas eredménye és a meghatarozott
csucsok 1-24-ig. A 24-es cstcesot az N-glikanok core pentaszacharidjaként azonositottam
GU értéke alapjan (4,829), valamint azért mert nem tartalmaz mar szidlsav, fukéz, alfa-
vagy béta-galaktoz, sem antennaris N-acetilgliikozamin egységeket. Lathato volt, hogy a
8, 11 és 14-es struktirdk nem valtoztak meg az alkalmazott enzimek hatasara. Ebbdl arra
kovetkeztettem, hogy ezen oligoszacharidok valoszinilleg olyan magas mannodztartalma
struktardk, melyek 5, 6 ill. 8 manndz egységet tartalmaznak. Ezt a feltételezést
megerdsitette GU értékiik, melyet online elérhetd szoftver és adatbazis segitségével

hataroztam meg (www.gucal.hu). A reakciok 1épéseit és a javasolt struktirakat a 15. és

16. abra szemlélteti.
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15. abra: Béta-galaktoz tartalmu egér tiido eredetli N-glikan struktirdk exoglikozidaz

reakcio utvonala. Harvey és munkatarsai [135] jel6léseit hasznaltam.
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16. abra: Alfa- és béta-galaktdzt is tartalmazd egér tiidé eredetli N-glikdn struktirak
exoglikozidaz reakcid utvonala. Harvey és munkatarsai [135] jeloléseit hasznaltam (Ga:

alfa-galaktoz).

A 15. abra a béta-galaktoz tartalmu oligoszacharid strukturak exoglikozidaz
reakcio utvonalat foglalja Ossze (ezekben nincs alfa-galaktoz egység). Szialidaz
hozzaadésa utan az afukozilalt (1, 2, 6) és a core fukozilalt (4, 7, 10, 12) struktarak a 13
és 15-0s csucsokba csusztak at. Fukozidaz enzim hatasara a 15-0s cstics a 13-asha
mozdult el. Béta-galaktozidaz enzim hatasara jott 1étre az el6bbibdl (13) a 22-es struktira,
mely a két antennas A2 oligoszacharidot jel6l. A hex6zaminidazzal torténd emésztés az
N-acetilgliikozamin egységek levagasaval hozta 1étre a trimannozil core (24) strukturat.
Ezen az é4bran lathatd még az 5-6s szammal jelzett szialilalt, fukoz egységet nem
tartalmazod, egyantennas struktura, melybdl szialidaz kezelés hatasara a korabban Hoja-
Lukovicz altal leirt [136] egyantennas komplex oligoszacharid keletkezett, mely két
galaktoz egységet tartalmazott Bl->4 kotéssel. Ebbdl a béta-galaktozidaz tartalmu
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reakcidelegy az A1[3] strukturat hozta 1étre, mely hex6zaminiddz emésztés utan a 24-es

cstcsot eredményezte.

A 16. abra az alfa-galaktozilalt N-oligoszacharidok reakciéutvonalat mutatja. Itt a
core fukozilalt 3 és 9-es strukturak szialidaz hatasara a 18-as csucsba csusznak at, majd
fukozidaz hatasara a 19-es csacsot novelték meg. Amikor ezt a glikant béta-
galaktozidazzal kezeltem, egy béta-galaktoz egység elvesztésével a 23-as jelent meg. Az
E reakcidelegy, mely alfa- és béta-galaktozidazt is tartalmazott, ebbdl a csticsbol hozta
létre a 22-essel jelolt kétantennas A2 struktirat egy alfa- és egy béta-galaktoz egység
levagasaval. A2 -b6l hexdzaminidaz enzim emésztés eredményezte a core
pentaszacharidot. A 16-os struktira fukozidaz emésztés hatasara a 20-as csucsot adta,
majd két alfa- és két béta-galaktdz egységet vesztett az alfa- és béta-galaktozidaz enzimek
egylittes hozzaadasaval. Az igy 1étrejott A2 oligoszacharid a mar emlitett hexdzaminidaz
kezelés utan a 24-es, core strukturat eredményezte. Az azonositott struktarakat a 6.

tablazatban foglaltam 6ssze [137].
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Csucs MT [min] GU Struktuara
1 11.429 4.549 A2G(4)25(6,6)2
2 11.588 4.721 A2G(4)25(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)25(3,6)2
5 12.05 5.240 Al[3]G(4)2S(3)1
6 12.771 6.096 A2G(4)25(6)1
7 13.171 6.607 F(6)A2[6]G(4)25(6)1
8 13.254 6.713 M5
9 13.429 6.936 F(6)A2G1GalS1
10 13.727 7.326 F(6)A2[3]G(4)25(6)1
11 13.913 7.595 M6
12 13.983 7.691 F(6)A2[3]G(4)25(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 Al[3]G(4)2
18 16.496 11.096 F(6)A2G2Gal
19 15.762 10.106 A2G2Gal
20 16.817 11.531 A2G2Ga2
21 12.508 5.779 A1[3]
22 13.183 6.622 A2
23 14.762 8.759 A2G1Gal
24 11.688 4.829 Core M3

6. tablazat: Egér tiidobol szarmazoé N-glikanok Osszefoglald tablazata publikus

adatbazisbol szarmazd adatokkal.

A fentiekhez hasonloan elvégzett kisérletek alapjan a 11. abran bemutatott FFPE

egér szervekbdl

szarmaz6 APTS-el

jelolt, tisztitott

N-glikdn profilok egyes

oligoszacharidjainak azonositasat exoglikoziddz enzimes szekvenalassal és online

adatbazis igénybevételével végeztem el. Az eredményeket a 7. tdblazatban foglaltam

0ssze.
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Cstcs Struktira GU Tiidé | Agy | Sziv | Lép | Maj | Vese | Bél
1 A2G(4)25(6,6)2 4.549 X X X X X X
2 A2G(4)25(3,6)2 4.721 X X X X
3 F(6)A2G(4)25(6,6)2 4.819 X X X X X X
4 F(6)A2G(4)25(3,6)2 4.996 X X X
5 Al[3]G(4)25(3)1 5.24 X X X X

A2[6]1BG(4)S(6)1 5.612 X X X
A2[3]BG(4)S(6)1 5.995 X X X
6 A2G(4)25(6)1 6.096 X X X X X
7 F(6)A2[6]G(4)25(6)1 6.607 X X X X X X X
8 M5 6.713 X X X X X
9 F(6)A2G1GalS1 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. tablazat: Egérbdl szarmazé FFPE szovetek totdl N-glikdn profiljait alkoto
oligoszacharidok 0sszefoglalo tablazata. (A szamok a tiidé szovetminta mar megismert
cstucsait jelolik. Kékkel a kizardlag a tobbi szovettipusban megtalalt struktirdkat
jeloltem)
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Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy az FFPE szovetmintak alkalmasak
CE-LIF modszerrel torténd N-glikanok azonositasra. A GU értékek és a csucs
elmozdulasok alapjan kiszamithatd, hogy az exoglikozid4az enzimatikus emésztés milyen
oligoszacharidokat eredményezett és ezek alapjan 1épésrél 1épésre felépitheté volt az

eredeti N-glikanstruktura.

5.3 Idofiiggés vizsgalata fixalaskor

Munkam harmadik részében arra kerestem a valaszt, hogy van-e osszefiiggés a cukor
struktardk total N-glikan profilban valo eléfordulasanak ardnya és a mintavételtdl a
fixalasig eltelt idGtartam kozott. A kisérletekbe egérb6l szarmazd agy és tid6
szovetmintat alkalmaztam. A 13/1. abran egyértelmiilen megfigyelheté egy olyan
tendencia, miszerint a szialsavas strukturdk érzékenyen reagalnak arra, ha sokaig
szobahdmérsékleten allnak a fixalas el6tt. A szidlsav egységek minden esetben az
oligoszacharidok fehérjéhez vald kapcsolodasatol (vagy a fluorofor csoporttol)
legtavolabb helyezkednek el és gyakran a hdmérséklet novelésekor enzimatikus emésztés
nélkiil is lehasadnak. Ezzel magyarazhato lenne az, hogy a halal bealltakor kozvetleniil

feldolgozott szGvetminta drizte meg ezen struktiradkat a legnagyobb aranyban.

Az is megfigyelhetd, hogy a tiid6 szovetmintanal (13/2. abra) nem tudjuk ezt a
szabalyossagot egyértelmiien bizonyitani. Magyarazhaté ez azzal a ténnyel, hogy nem
azonos struktarak alkotjak a két szovet N-glikanprofiljat. Az mindenesetre kijelenthetd,
hogy altalaban a mintavétel utan 0.5-1 oraval a szovetek fixald oldatba keriilnek. Ezzel a
lehetdségek szerint nagyon sok N-oligoszacharidot Oriznek meg a korhazakban és
kutatointézetekben tarolt mintdk, melyek fontos informaciot rejthetnek a

glikobiomarkerek felfedezése szempontjabol.
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6. Osszefoglalas/Summary

Az ¢l6 sejtek felilletét gazdagon boritjak kiilonféle szénhidratlancok, melyek a
glikokonjugatumok részeként fontos funkciokat latnak el a szervezet és a sejt életében. A
glikoproteinek szénhidrat lancai befolyasoljak a hozzajuk kapcsoldodd fehérje
receptorai lehetnek kiilonbozo lektineknek vagy antitesteknek. A glikomika tudomanya a
szénhidratok felépitését és funkcidit vizsgalja. Mivel az oligoszacharidok
megvaltozhatnak betegségek hatdsara, alkalmazhatoak biomarkerként. Az FFPE mintak
j0O alternativat jelenthetnek a friss/fagyasztott mintakkal szemben, konnyebb és hosszabb
ideig valo eltarthatosaguk miatt. Az FFPE mintakat tobb kevesebb sikerrel alkalmaztak a
genomika teriiletén nukleinsavak izolalasara, melyeket azutan génexpresszids analizisre
hasznaltak, valamint a proteomika teriiletén Western blotting analizisre, forditott fazisu
fehérje array-re és tomegspektrometriai kutatasokra is. Vizsgalataim soran
megallapitottam, hogy a fehérjékhez kotott szénhidratok nem valtoznak formalin fixalas
hatasara, igy glikomikai kutatdsokban is felhasznalhatok. Eddig féleg MSI (mass
spectrometry imaging) technikdt hasznaltak az FFPE mintdk glikozildciojanak
vizsgalatara. Azonban ez a technika annak ellenére, hogy egyszerre nagy szamu
kiilonb6z6 anyag detektalasara és meghatirozasara alkalmas, nem tud kiilonbséget tenni
az egyes kotési és pozicionalis izomerek ko6zott, melyeknek fontos €élettani szerepiik, és
ennek megfeleléen biomarker jelentségiik lehet, ezenfeliil nagy mennyiségli mintat
igényel, mivel viszonylag kis érzékenységgel bir. A kapillaris elektroforézis modszer
ellenben olyan nagy felbontast technika, mellyel lehetdvé valik az el6bbiekben emlitett
izomerek ¢és anomerek elvalasztdsa is. Lézer indukalt fluorescenciaval alkalmazva

nagyfoku érzékenységet érhetiink el.

Dolgozatomban azon kérdésekre kerestem a valaszt, hogy 1) megvaltozik-e a
glikoproteinek oligoszacharid szerkezete formalinnal val6 fixalas és formalinos fixalast
paraffinba agyazassal kombinalé6 médszer hatasara, valamint, hogy 2) lehetséges-e az
FFPE szovetmintakbdl teljes glikanprofil meghatarozésa ill. az egyes cukorstruktirak
azonositasa. Munkam soran standard glikoproteineken, human szérumon ill. egérbdl
Szarmazo tumoros szdvetmintan végzett kisérleteimmel sikeriilt bizonyitanom, hogy a
fixalas és a fixalas paraffinba agyazassal, specialis szialsavas szerkezettdl eltekintve, nem

valtoztatja meg a cukorprofilt. Az FFPE egér szovetmintak glikomikai analizise soran a
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kiilonbozé szovetekbdl kinyert N-kotott glikanok a  szdvettipusokra  jellemzo
glikozilacios profilt adtak. Az egyes szovetmintdkban talalhat6 glikanok pontos
szerkezetmeghatarozasat  exoglikoziddz  matrix  emésztéssel — oldottam  meg.
Megallapitottam, hogy az FFPE mintdk alkalmasak az N-glikanok kapillaris
elektroforetikus analizisére 1ézer indukalt fluorescens detektalassal. A jovOben a
mintaeldkészitési modszerek fejlesztésével kisebb anyagmennyiségekbdl is lehetové
valna a cukorstrukturak azonositasa, valamint nagyobb mintaszammal el lehet végezni a

modszer analitikai validalasat.
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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, | 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, | 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 | 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, | 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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