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Kivonat

Napjainkban egyre nagyobb szerepet kapnak a kiilonb6z6 megbetegedések korai
felismerésére ¢és kezelésére alkalmas vizsgéalati modszerek. Ehhez olyan biokémiai
jelzdanyagokra van sziikség, amelyekkel pontosan meghatirozhatok az eltéré betegségek és
azok kiilonbo6zo klinikai stddiumai. Az 1960-as évek ota a glikdnok, mint biomarkerek fontos
szerepet jatszanak a diagnosztikai kutatdsokban, mint példaul a daganatos megbetegedések
(prosztatarak), a gyulladasos folyamatok (diabétesz), €s a neurologiai betegségek esetében. Ez
utobbi, azaz a neuropszichiatria problémak jelentds betegellatasi koltséget (hossza tava kezelési
¢s rehabilitacios terhet) jelentenek az egészségligyi rendszerre vilagszerte. A World Health
Organization (WHO) adatai alapan kozelitéleg 55 millio6 ember szenved demencidban. A
betegség progressziv jellegli, tehat az Oregedd népességgel aranyosan varhatéan egyre
gyakoribb lesz a jovoben. A demencia egyik leggyakoribb formaja az Alzheimer-kor, mely
koriilbeliill  60-70%-a az Osszes demencids esetnek. Munkdm soran kiilonbdzo
neuropszichiatriai rendellenességben elhunyt paciensek autopszids agymintaibol, - mint példaul
demencia, schizophrenia és depresszi6 - szdrmazd szovetek glikan profiljat analizdlom lézer
indukalt fluoreszcens detektalassal kapcsolt kapillaris elektroforézis (CE-LIF) moddszerrel.
Ezaltal relevans képet kaphatok az agyszovet kiilonb6z0 teriileteire specifikus
cukorszerkezetekrdl, amely segitségével nagy felbontassal, ugynevezett glikdn mapping
megkozelitésben feltérképezhetjiik az agyszovet szénhidrat profiljat. Kutatdsom els6 1épésében
sertés agyszovet N-glikan profiljat vizsgaltam, amely sordan optimalizaltam a mintaeldkészitési
paramétereket, kiillonos tekintettel a zsirtalanitasi 1épések megvalositasara, a mintaelokészitési
protokoll reprodukéalhatosdgara és robusztussdgara a mintdk esetén. Munkdm tovabbi célja,
hogy a human agyszoveteket az altalam optimalizalt moédszerrel feldolgozzam és a kapott
informaciok alapjan specifikus glikomikai térképet hozzak létre a kiilonb6zd neurologiai
betegségekhez kapcsolodva, hangsulyt helyezve az Alzheimer-korra. Tovabbi célunk, hogy egy
olyan klinikailag relevans adatbazist hozzunk létre, mellyel glikomikai szempontbol nyernénk
betekintést a human agy molekularis folyamataiba. Ezzel lehetdséget teremtenénk uj
biomarkerek azonositdsara, amelyek a jovoben hozzdjarulhatnak a neuroldgiai betegségek,
példaul az Alzheimer-kor korai diagnosztizaldsdhoz €s potencialisan Uj terapias megkozelitések

fejlesztéséhez.
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1 Elméleti hattér

1.1 Neurologiai betegségek

A neuroldgiai betegségek vilagszerte jelentds egészségiigyi problémat jelentenek, ¢€s
eléfordulasi gyakorisaguk a statisztikdk alapjan folyamatosan novekszik [1]. Ennek oka, hogy
altalaban id6s korban jelentkezik, és progressziv jellegiiek, tehat az eloregedd tarsadalommal
Osszefliggésben ezek a betegségek is egyre gyakoribbak lesznek a jovében. A neurologiai
betegségek az agyat, a gerincvel6t és az idegeket érintd rendellenességek, melyek az
idegrendszer kiilonb6z0 részeinek normal miikodését zavarjak, ami hatdssal lehet a mozgéasra,
érzékelésre, viselkedésre, a gondolkodasra és a mentalis allapotra is [2]. Kialakulasat tobb
tényez0 is befolyasolhatja, mint a genetikai hajlam, az életmodbeli tényezdk (pl. dohdnyzas,
alkoholfogyasztas, rossz taplalkozas), a kornyezeti hatasok (pl. fertézések, mérgezd anyagok),
¢s mas szisztémas betegségek is [3-5]. Ezen feliil a kor és a nem szintén fontos kockazati
tényezok, kiilondsen a degenerativ betegségek esetében [6, 7]. Napjainkban a leggyakoribb
neuroldgiai betegségek kozé tartozik az Alzheimer-kor, a Parkinson-kor, a stroke, valamint a
Sclerosis multiplex [1]. Jelenleg koriilbeliil 55 milli6 ember szenved demencidban, melynek az
egyik leggyakoribb formaja az Alzheimer-kér. Ez megkozelitdleg az Osszes eset 60-70%-at
teszi ki [6, 8]. A legfrissebb adatok szerint 2050-re a demencia eléforduldsanak aranya
megduplazodik Eurdpaban és meghdromszorozodik vildgszerte [9]. A kor jellegzetes agyi
elvaltozasai az amiloid plakkok ¢és a tau fehérje csomok kialakulasa kiilondsen a
hippocampusban, amely a memoriaért €s a tanulasért felelds [8]. Az amiloid plakkok az
agysejtek kozott felhalmozodd amiloid-B fehérje lerakodéasok. Ezek toxikusak, és gatoljak a
neuronok kozotti kommunikaciot, ami idegsejt-pusztuldshoz vezet. Ennek hatasara az agy
bizonyos teriiletei fokozatosan 0Osszehuzddnak, ami az érintett agyteriiletek méretének
csokkenéséhez vezet, ez lathatd az 1. dbran. A tau fehérje csomdk a neuronokon beliil
keletkeznek, amikor a tau fehérjék hibasan foszforildlodnak ¢és csomokat képeznek,
destabilizalva a sejtvazat. Ez megzavarja a tdpanyagok és anyagok szallitasat, végsd soron
sejthalalhoz vezetve. Mindkét folyamat kulcsfontossagli a betegség progresszidjaban. Az
Alzheimer-kor tiinetei fokozatosan romlanak, kezdve a rovid tavi memoriazavarral, a
zavarodottsaggal €s a nyelvi nehézségekkel, majd sulyosbodva a tdjékozddasi problémakig és
a szocialis interakciok elvesztéséig [10, 11]. A betegség gyakoribb ndknél, valosziniisithetdleg
a hormonalis kiilonbségek és a hosszabb élettartam miatt [12]. Altaldban id3sebb korban

diagnosztizaljak, de fiatal felndtteknél, sot ritkdn gyermekeknél is eléfordulhat Alzheimer-kor



[13-15]. Jelenleg nincs olyan gyogymod, amely teljes mértékben gyogyitana az Alzheimer-kort,
de vannak olyan kezelési lehet6ségek, amelyek a tiineteket enyhithetik, illetve lassithatjak a
betegség elorehaladasat. Ilyenek lehetnek példaul a gyogyszeres- és a kognitiv terapidk,
amelyek a memoria javitasaban segitenek, vagy az életmodbeli valtoztatasok [16, 17]. A
neuroldgiai betegségek jelentds mértékben befolyasoljak az érintettek életmindségét, és sok
esetben hosszu tavu apolast, specidlis ellatast és tamogatést igényelnek [18]. Az idoben térténd
felismerés és megfeleld kezelés kulcsfontossagu a progresszid lassitdsa és a tlinetek enyhitése
érdekében. Ezért kiilondsen fontos, hogy mélyrehatéan megértsiik az agyszdvet azon részeit,
amelyek a betegség kialakulasaért feleldsek. A korai diagnézis és a kezelési lehetdségek
kulcsfontossaguiak a betegség kezelésében [10, 19, 20]. Az Alzheimer-kor agyszoveti kutatasai

mar évtizedek ota jelentds teriiletet képeznek a neurodegenerativ betegségek megértésében.
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1. abra Alzheimer-koros és egészséges agy osszehasonlitasa [21]

A betegségnek kiilonb6z0 stadiumai vannak, €s az agyban mar a korai szakaszban is
megfigyelhetok olyan rendellenességek, amelyek a betegség késobbi kialakulasat jelezhetik
[22]. Ezek a biomarkerek mint példdul az amiloid plakkok és a tau fehérjék, kapcsolatba
hozhatok més neurodegenerativ betegségekkel is, és segitséget nyljthatnak a betegség korai
felismerésében. A kor diagnozisa az 1900-as évek elején kizarolag kdrbonctani vizsgalattal volt
lehetséges, azonban 1984-re elérhetévé valt a klinikai megkézelités is [23]. Igy az alkalmazott
postmortem szovetvizsgalatokat felvaltottak a képalkotd eljarasok (pl. PET, MRI), amelyek
lehetévé tették, hogy az Alzheimer-kor diagnosztikdjdban hasznalt biomarkerek, ¢él6
pacienseknél is kimutathatok legyenek, elOsegitve a korai felismerést és a betegség

folyamatdnak nyomon kdvetését [8, 23, 24]. Figyelembe véve a biomarker-kutatas fejlodését
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¢€s az orvosi diagnosztikaban val6 felhasznalas iranti igényt, a koérspecifikus biomarkereket: A
(amiloid plakkok mennyisége), T (foszforilalt tau szintje) és N (neurodegeneracios folyamatok)
kategoridkba soroltak: ez az ATN keretrendszer. A rendszer célja, hogy egységesitse az
Alzheimer-kor diagndzisahoz hasznalt biomarkereket, és lehetdvé tegye a betegség kiilonb6zo
fazisainak pontosabb meghatarozasat, még a tiinetek megjelenése eldtt [25]. Azonban az eddigi
kutatdsok soran, ahol az agyi fehérjékrdl levalasztott N-glikdnokat analizaltak, kiilondsen a
hippokampuszban ¢és a frontalis kéregben (a korban kiemelten érintett agyteriiletek)
bizonyitottak, hogy az Alzheimer-kor soran az N-glikan profil is jelentdsen megvaltozik, és a
kiilonb6z6 glikdnok eltérd mennyiségben vannak jelen a betegséggel érintett agyteriileteken,
igy az amiloid plakkokon kiviil a glikanok is igéretes biomarkereknek bizonyulnak, mivel a

fehérjék glikozilacids mintdzatdnak megvaltozasa jelentds szerepet jatszhat a betegség

crer

1.2 Biomarkerek

A biomarkerek olyan bioldgiai jelz6anyagok, amelyeket a betegségek diagnozisara, a
kezelési hatékonysag nyomon kovetésére és a betegség progndzisanak eldrejelzésére
hasznalnak. Ezek a molekuldk lehetnek fehérjék, hormonok, genomidlis markerek (pl. DNS
vagy RNS), szénhidratmetabolitok, N-glikanok vagy akar sejtek is [27]. A biomarkerek a test
kiilonbozd részeibdl, példaul vérbol, vizeletbdl vagy szovetmintdkbol nyerhetdk, és
kulcsszerepet jatszanak az orvostudomanyban, lehetdve téve a preciz diagndzist €s a személyre
szabott kezeléseket. Az orvosi diagnosztika fejlddésével a biomarkerek egyre nagyobb szerepet
kapnak, mivel lehetéséget nytjtanak a betegségek korai felismerésére és a kezelés
hatékonysdganak monitorozasara. Az idedlis biomarkernek specifikusnak, érzékenynek és
reprodukalhatonak kell lennie, lehetdvé téve a pontos diagnozist és a megfeleld kezelési terv
kidolgozasat [28]. Ezek az anyagok kiilonbozo betegségek esetében mas-mas jelentoséggel
birnak. A rdkos megbetegedések esetén olyan biomarkereket keresnek, amelyek a daganatok
jelenlétére vagy a betegség elérehaladasara utalnak [29]. Ezentil a biomarkerek segithetnek a
gyogyszeres terapiak személyre szabasdban is, hiszen a betegek genetikai profilja és biologiai
jellemzoi alapjan optimalizalhatok a kezelések. Emiatt a biomarkerek kutatasa €s fejlesztése
folyamatosan zajlik, 0j lehetdségeket teremtve az orvostudomany szamara. A jovobeli
orvosdiagnosztikai kutatasok célja a biomarkerek azonositasa és validalasa kiilonb6zo
betegségekkel 0sszefiiggésben, hogy tdimogathassdk a személyre szabott orvoslast és a betegek

¢letmindségének javitasat [28].



1.2.1 Glikomika

A glikdnok a természetben legnagyobb szamban eléforduld és legvaltozatosabb
biopolimerek, amelyek altalaban a sejtek szekrécids utvonalan (riboszémak, Golgi-késziilék és
endoplazmatikus retikulum) hozzaadott monoszacharidokbdl épiilnek fel [27]. Ahogy a
természetben a fehérjék esetében is megfigyelhetd, a glikanok szerkezeti sokfélesége is
fokozhatd, ha hidroxilcsoportjaikat foszfatokkal, szulfatokkal vagy acil-észterekkel, valamint
aminocsoportjaikat acetil- vagy szulfatcsoportokkal modositja a szervezet [30]. Azonban a
monomerek szerkezetében és a szacharidok kozotti kotések tipusaban, valamint a glikanok
kapcsolodasi helyeiben tapasztalhatdo hatalmas variacidé miatt a glikom bonyolultsaga
nagysagrendekkel meghaladja a fehérjékét. A szénhidratok mono-, oligo- és poliszacharid
forméaban minden él61ényben jelen vannak, és kiillonboz6 biologiai funkcidkat latnak el [31]. A
monoszacharidok glikozidos hidroxilcsoportja vizkilépéssel egy masik monoszacharid
hidroxilcsoportjaval tud kapcsolddni, igy 2-10 monomerbdl 4ll6 oligoszacharidok képzddnek.
Amennyiben a kapcsoldédé monomerek szama meghaladja a tizet, poliszacharidokat kapunk. A
szénhidratok funkcids csoportjai a karbonil- ¢és hidroxilcsoport. A karbonilcsoport
elhelyezkedése alapjan megkiilonboztetiink aldézokat, ahol a csoport a lanc végén talalhato

(glikoz vagy a mannéz), és ketdzokat (2. abra), ahol ez a lanc kozepén fellelhetd (fruktoz vagy

ribuléz).
ALDOZOK KETOZOK
aldohexoz ketohexoz
CHO C,I‘HQOH
*tI:H — OH (|3 =0
*(:Z:H — OH *CH — OH
*CH — OH *CI‘H — OH
*tI:H — OH *cl,H — OH
(IBHQOH éHQDH

2. abra Aldoz és ketoz szerkezeti képlete, ahol a csillaggal jelolt szénatomok jelentik a
kiralitascentrumokat

Az elmult néhany évtizedben jelentésen megvaltoztak a szénhidratokkal kapcsolatos
elképzeléseink: sokaig csak vazanyagként, energiaforrasként vagy a nukleinsavak alkotoiként
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tekintettek rajuk. Mara, a glikomika tudoméanyanak fejlédésének koszonhetden, fény deriilt
kiilonboz6, a glikanok és fehérjék, valamint sejtek kozotti kolesonhatasokra, amelyeknek
jelentds élettani szerepiik van. A kiilonb6zd glikoformak 1ényeges szerepet jatszanak a bioldgiai
folyamatokban és rendszerekben, példaul a virusfert6zés, a gyulladasos reakciok, a sejt-sejt és
kialakitasaban vagy biomarkerként [31]. A rakos megbetegedések kovetkeztében megvaltozott
glikanstruktirakat mar az 1960-as években felfedezték [32]. Azota a glikdnok, mint
biomarkerek, fontos szerepet jatszanak a diagnosztikai kutatasokban, kiiléndsen olyan
betegségek esetében, mint a daganatos megbetegedések (tiidorak, prosztatardk), a gyulladdsos
folyamatok (példaul a diabétesz) ¢és a neuroldgiai rendellenességek [26, 29, 33, 34]. Bar a
glikanok valtozasai gyakran nem kdvetnek szigorti mintazatot, szamos kiilsé tényezo, példaul
a hdmérséklet és a pH, valamint biologiai tényezdk, mint az életkor €s a taplalkozas, jelentdsen
befolyasolhatjak Oket [35, 36]. A glikanstruktirak mennyiségének novekedése vagy
csOkkenése, egymashoz viszonyitott aranyuk eltolodasa, illetve akar Uj szerkezetek
megjelenése is el6fordulhat [37]. Az emberi sejtek felszinét egy siirii glikanréteg boritja (3.
abra), amely a membran fehérjékhez és lipidekhez kapcsolodik — ezt glikokalixnak nevezziik,
amely akar 10-szer, egyes esetekben 1000-szer vastagabb, mint a sejtmembran. A glikokalix az
egyes sejtek ,,ujjlenyomata”, egyfajta azonositd, mellyel a sejt képes felismerni mas sejteket,
kommunikalni veliik, €és részt venni olyan folyamatokban, mint az immunvalasz vagy a sejt-
sejt adhézio, igy segitve a szOveti integritds fenntartdsat és a kiillonbozd sejtek kozotti
kolcsonhatasokat [27, 31]. A transzplantalt szoveteken, a behatold organizmusokon és a beteg
sejtek felszinén talalhato idegen glikan mintazatokat szolubilis (a testfolyadékokban szabadon
jelen 1évo) és sejtfelszini glikdn receptorok ismerik fel, amelyek azonnal aktivaljak az
immunvalaszt. Mivel a glikanok sok bioldgiai folyamatban részt vesznek, nem meglepd, hogy
a glikanszintézis molekularis hibait egyre tobb betegség kozvetlen okaként ismerik el, és hogy
biomarkerként is funkcionalhatnak. A cukrok szerkezeti kapcsolodésa alapjan elkiilonithetiink
glikoproteineket és proteoglikanokat. Az utobbi esetében glilkozaminoglikanok kapcsolodnak
a kozponti core fehérjéhez, mig a glikoproteinekben a polipeptidlancokhoz kiilonbozd
felépitésii oligoszacharidok kapcsolodnak. A glikoproteinekhez valo kapcsolodas folyamata a
glikozilacid, amely alapjan aszparaginhoz kotott N-tipusu, szerinhez vagy treoninhoz kotott O-

tipust, valamint ritkan eléforduld C-tipusu glikanokat kiilonboztethetiink meg [38].



N-glikanok

O-glikanok Glikoszfingolipidek
T § mE 3 ¥ 0

PR
VN 000000000

R
-

. N-acetilgliikozamin ‘ Szialsav || N-acetilgalaktézamin

@ Mannoz () Galaktéz P Fukoz @ Glikoz

3. dbra A sejtfelszinen megtalalhato glikanstrukturak [39]

A TDK munkam sordn N-tipust glikdnokat vizsgaltam, amelyeket endoglikoziddz enzim

segitségével tudunk levalasztani a fehérjérol.
1.2.2 N-glikozilacio

A fehérjék aszparaginhoz kotott N-glikozilacidja egy co- €s poszttranszlacids modositas,
amely a co-transzlacios folyamatnal kezdodik a riboszoman es az endoplazmatikus
retikulumban (ER) folytatodik. A folyamat soran a fehérjéhez N-glikdn lancok kapcsolodnak az
aszparagin (Asn) oldallancahoz [40].

Az N-glikozilaci6 {6 1épései a kdvetkezOk (4. abra):
1. Oligoszacharid elokészitése: Az ER membranjan egy eldre meghatarozott cukorlanc,

amely altalaban 14 cukoregységbdl all (9 mannéz, 3 gliikkoz és 2 N-acetil-gliikozamin),

szintetizalodik egy dolichol-foszfat nevii membranlipidre.

2. Atvitel a fehérjére: A glikoziltranszferaz nevii enzimkomplex felismeri a fehérjében
talalhatd specifikus aszparagin szekvenciat (Asn-X-Ser/Thr, ahol X barmilyen

aminosav lehet), és az elOkészitett cukorlancot a fehérjéhez kapcsolja az aszparagin



oldallancan keresztiil. Az igy létrejott molekula az endoplazmatikus retikulum (ER)

lumenébe transzlokalddik, ahol poszttranszlaciés modosulasok zajlanak le rajta.

3. Mbodositasok: A cukorlanc kezdetben még nem teljesen érett, igy a gliikoz egységek
lehasadnak, és tovabbi modositasok torténnek, ahogy a fehérje az ER-bol a Golgi-
késziilékbe keriil. A Golgiban az oligoszacharid lanc szerkezete tovabbi finomitasokon
megy keresztiil, példaul kiilonb6z6 cukormolekuldk hozzdaddsa vagy eltavolitasa

torténik, hogy létrejojjenek a végleges, érett N-glikan strukturak [41].

oligoszacharid
prekurzor

[ ] +— N-acetilgliikézamin

mannodzgazdag
oligoszacharid

komplex
oligoszacharid

« Szialsav

4. abra Az N-glikolizacio lépései [38]

Az N-glikozilacid alapvetd szerepet jatszik a fehérjék szerkezetének stabilizalasaban,
megfeleld hajtogatisaban, valamint a fehérjék bioldgiai funkcidinak szabalyozasdban. A
glikozilacié révén harom fajta N-kotott oligoszacharid alakulhat ki: a mannézgazdag, a hibrid
¢s a komplex oligoszacharidok. A munkam sordn PNGase F endoglikozidaz enzimet
hasznaltam, hiszen az szelektiven hasitja az N-kotésti glikdnokat az aszparagin oldallancrol, igy

termékként egy cukorlancot és egy polipeptidet kapunk [42, 43]. A folyamat soran a glikanok



szabadon oldodnak a reakcidokozegben, ami lehetove teszi azok tovabbi vizsgalatat. A PNGase

F miikodési mechanizmusanak sémaja az 5. dbran lathato.

PNGase F

] N-acetilgalaktozamin @ Mannoz
O Galaktéoz €@ Szialsav A Fukoz

5. abra PNGase F endoglikozidaz enzim miikédési mechanizmusa

A szabadon 1év0 glikdnok azonban sem szinnel, sem toltéssel nem rendelkeznek, ezért 8-
aminoprén-1,3,6-triszulfonat (APTS) fluoreszcens festékkel biztositjuk szdmukra mind a
toltést, mind a szint, amely lehetévé teszi a detektalasukat [44]. Az elvalasztdshoz a
kutatocsoport altal fejlesztett CATRIS puffert alkalmaztam, melynek legnagyobb eldénye, hogy
tisztitas nélkiil fluoroflor festékkel taltelitett oldatban is tudjuk a glikdnokat detektalni [45]. Az
elvalasztds soran BST-t alkalmaztam, amely lehetové tette, hogy a kiilonb6z6 elvalasztasi
paraméterek kozott végzett elvalasztdsok esetén is pontos, Osszehasonlithatd eredményeket
kapjunk. Az altalam is hasznalt DP4 és DP15 belsd standardek segitenek a glikan szerkezetek

migracios idejének pontos meghatarozasaban [46].

1.2.3 A glikan analizis

A glikdnok mennyiségi és mindségi meghatdrozdsa kulcsfontossaghi a glikomikai
kutatasokban, mivel ezek a molekulak fontos szerepet jatszanak szamos bioldgiai folyamatban,
beleértve a sejtfelismerést, az immunvalaszt és a fehérjék biologiai funkcidit. Az
analizalasukhoz alkalmazott technikdk lehetévé teszik a glikanok szerkezetének ¢és
Osszetételének pontos meghatarozasat, valamint azok mennyiségi jelenlétének mérését

kiilonb6z6 bioldgiai mintdkban. A legelterjedtebbek a tomegspektrometria, a nagynyomasu

8



folyadékkromatografias és kapillaris elektroforetikus elvalasztason alapul6 médszerek [47]. A
HPLC és az MS mindkett6 hatékony modszer az anyagok analizalasara, de megvannak a sajat
erdsségeik ¢és hatranyaik [48]. A HPLC eldnye, hogy hatékonyan alkalmazhaté komplex
keverékek elvalasztdsaban, széleskorien hasznalhato kiilonféle anyagok vizsgélatara, és
megbizhato kvantitativ elemzést biztosit. Ugyanakkor koltséges, sok oldoszert igényel, ami
kornyezeti terhet jelent, és az elOkészitési fazis iddigényes lehet. Az MS kiemelkedd a
molekulak szerkezetének azonositdsdban €s kis mennyiségli anyagok érzékeny kimutatasaban,
de szintén koltséges, és specidlis képzést igényel a kezelése. Ezzel szemben a kapillaris
elektroforézis (CE) elonye, hogy rendkiviil gyors, koltséghatékony és rugalmas modszer [49].
Kevés oldoszert igényel, igy kdrnyezetbaratabb megoldast kinal, kisebb mintaigény mellett is
kivalo eredményeket biztosit, ami kiilondsen fontos a bioldgiai mintdk elemzésében. Mivel a
CE az elektromos tér alkalmazasdval valasztja el a toltott molekuldkat, gyors és érzékeny
elvalasztast tesz lehetévé [50]. Ezen eldnydk miatt munkdam soran kapillaris elektroforézist

hasznaltam.

1.3 BeatBox

A BeatBox berendezés egy madagneses szovethomogenizator melynek célja, hogy
automatizalja és egyszeriisitse a proteomikai mintdk el6készitését, ami sokszor iddigényes és
komplex folyamat. Ahhoz, hogy a BeatBox-ot hatékonyan kihasznalhassuk, kutatocsoportunk
egytttmiikodeést kezdett a PreOmics céggel. A partnerség 6tvozi erdsségeinket a glikan analizis
teriiletén, kiilonos tekintettel az emberi szovetmintdkra. Ez az egyiittmiikodés lehetdveé teszi
szamunkra, hogy gyorsan integraljuk a legujabb technologiai fejlesztéseket kutatdsunkba. Az
eszkozben magnesgyongyok segitségével egyszerre akdr 96 mintat tud homogenizalni. A
magneses gyongyok szerepe ebben a folyamatban az, hogy a magneses tér hatasara mechanikai
erdt fejtsenek ki a mintara, ezaltal fizikailag feldaraboljdk a szoveteket és sejtszerkezeteket,
homogén elegyet 1étrehozva a késdbbi analizishez. A modszer elénye, hogy az ilyen fajta

homogenizalas reprodukalhato €s reprezentativ mintakat eredményez.



1.4 Kapillaris elektroforézis

Az elektroforézis torténete szorosan Osszefonddik a biokémia és a molekularis biologia
fejlodésével. A modszer alapjait a 19. szadzad végén fektették le, amikor a tuddsok felfedezték,
hogy az elektromos aram képes az ionok és mas toltott részecskék mozgasat eldidézni egy
folyadékban. A moddszert elészor 1937-ben alkalmazta egy svéd tudos, Arne Tiselius, aki
kiilonbozo fehérjéket valasztott el egy kezdetleges elektroforetikus berendezéssel [51, 52]. Az
évtizedek soran bekovetkezett fejlodésnek kdszonhetden a CE ma mar az egyik leggyakrabban
hasznalt elvalasztastechnikai mddszer, amelyet kiilonbozé molekulak, példaul ionok, fehérjék,
peptidek, aminosavak és gyogyszerek analizisére hasznalnak [50, 53, 54]. A moddszer alapja,
hogy a toltéssel rendelkezd részecskék elektromos tér hatasara kiillonbozd sebességgel
mozognak egy vékony kapilldris csében. A részecskék elvalasztasa a méretiik, toltésiik és
alakjuk alapjan torténik. A szilikat tiveg kapillaris feliilletén negativ toltésti funkcids csoportok
talalhatok, amelyek vonzzak a pozitiv toltésli ellenionokat. Ezek a pozitiv ionok a negativ
elektrod felé mozognak, mikézben magukkal htizzék az olddészermolekuldkat. Ezt a jelenséget
nevezziik elektroozmotikus aramlasnak. Az elvalasztas sordn a toltéssel nem rendelkezd
molekuldk az elektroozmotikus aramléssal kozel azonos sebességgel haladnak, igy
elvalasztasuk csak kis mértékben torténik meg. A pozitiv toltésli ionok gyorsabban mozognak,
mig a negativ toltésli ionok lassabban haladnak. A minta dramldsa minimalis hétermelést
eredményez azonban az elektroforézis kis &tmérdji kapillarisban torténd végrehajtasa lehetdve
teszi nagyobb elektromos mez6 alkalmazasat, mivel a kapillaris hatékonyan vezeti el a
keletkezé hot [55]. Az elektromos mez6é novelésével gyorsabb és hatékonyabb elvalasztast
érhetilink el. A kapillaris elektroforézis tovabbi eldnyei kozé sorolhatjuk, hogy a nagy térerd
alkalmazasénak (gyakran nagyobb, mint 500 V/cm) a hatékonysaga eléri vagy meghaladja a
gazkromatografiaét, az elvalasztashoz sziikséges 1d6 nagyon révid, a mennyiségi analizis
konnyen automatizalhatd, kis mennyiségli minta és reagens sziikséges, mas analitikai
elvalasztasi technikakkal Osszehasonlitva széleskorti elemzést tesz lehetové [49, 56]. A CE
szamos teriileten alkalmazhat6, beleértve a biokémiat, gyogyszerkutatast, klinikai diagnosztikat
¢s ¢lelmiszeranalitikat [53, 57-59]. Kiilonosen hasznos a komplex mintak analizalasdban, ahol
nagy pontossagu €s érzékenységii eredmények sziikségesek. Ezek azonositdsa és mennyiségi
meghatdrozasa altalaban kiilonbozd detektdld modszerekkel torténik, példaul fluoreszcens

detektalassal, tomegspektrometriaval vagy UV/VIS spektrometriaval.
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1.4.1 CE rendszer felépitése

Az elvalasztd rendszer kdzponti eleme egy vékony, kvarcbol késziilt kapillaris cs6 (6. abra),
amelyet kiviilrdl egy poliimid réteg borit, hogy ndvelje az ellenallésagat és rugalmassagat. A
kapillaris belsé atmérdje altalaban 25-100 um, mig a kiilsé atmérd 350-400 pm kozott valtozik.
Az elvélasztashoz sziikséges nagyfesziiltséget elektroddk biztositjak. A kapilldrisba juttatott
minta altalaban 1-40 nanoliter k6z6tt mozog, amit a kapillarisba kétféleképpen lehet bejuttatni:
(1) Hidrodinamikus injektalassal, ahol nyomaskiilonbséget alkalmaznak a minta bevezetésére.
(2) Elektrokinetikus injektalassal, amely elektromos fesziiltség alkalmazasaval torténik [60]. A
detektalashoz a kvarc kapillaris védod poliimid rétegét eltavolitjak, hogy a kapillaris atlatszova

véljon és UV fénnyel vagy lézerrel megvilagithato legyen.

Kapillaris Szamitégép

T

Anod I|_+_-, B

Puffertarté edény Mintatarté edény Puffertarté edény

Katod

Tapegység

6. abra Kapillaris elektroforézis berendezés sematikus abraja [56]

A kapillaris belsejének rendszeres tisztitasa (kondiciondlésa) kulcsfontossagli a pontos €s
megbizhatdo eredmények érdekében. Ez mosassal torténik, példaul NaOH vagy HCI

alkalmazasaval, hogy eltavolitsék a feliileten adszorbealddott anyagokat.

1.4.2 Kapillaris elektroforézishez alkalmazhato detektorok
A CE-hez kapcsoldddan tobbféle detektalasi modszer is alkalmazhato, példaul:

e UV-lathat6 fényelnyelés

e Fluoreszcencia

e Lézer indukalta fluoreszcencia (LIF)
e Amperometria

o Vezetoképesség-mérés

e Tomegspektrometria
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A szamitogép feldolgozza a detektor altal eldallitott jelet, majd az értékeket elektroferogram
formaban abrazolja. Az elektroferogram LIF esetén az eredményt Relativ Fluoreszcens
Egységben (RFU) adja meg a migracids id6 fliggvényében. Jelenleg a kapillaris elektroforézis
az egyik legdinamikusabban fejlodé analitikai modszer, melynek legnagyobb eldnye, az ultra-
nagy felbontas, a kis mintamennyiség igény (nl), a rovid elvalasztasido, illetve mas
technikakkal ellenben konnyen automatizalhatdé. Tovabbi elényként emlithetd, hogy az
alkalmazott minimalis oldatmennyiségekkel egyszeriibb modszerfejlesztést, és gyakorlatilag
szerves oldoszerektdl mentes munkat tesz lehetévé [49]. A CE kisebb mennyiségli mintat és
reagenst igényel, mivel a kapillarisok dtmérdje rendkiviil kicsi. Ez kiilondsen eldnyos akkor, ha
csak korlatozott mennyiségli minta all rendelkezésre, vagy ha draga reagenseket kell hasznalni.
TDK munkém soran 1ézer indukalt fluoreszcens detektalassal kapcsolt kapillaris elektroforézist
alkalmaztam, ahol a kapillaris 40 cm (30 cm effektiv hosszusadgt) hossza és 30 pm belsd
atmérdjl volt. Az elvalasztas normadl polaritast tizemmodban, elektroozmotikus aramlas (EOF)

segitségével tortént.
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2 Anyagok, eszkozok és modszerek

2.1 Reagensek

A munkém soran a felhasznalt acetonitril, tetrahidrofuran (THF), natrium cianoborohidrat
(NaBH3CN) (1 M THF-ban), glicerin, dithiothreitol (DTT), cc. ecetsav, tripszin és ammonium-
acetat a Sigma Aldrich-t6] (St. Louis, MO, USA) cégtdl szarmazik. A natrium-dodecil-szulfat
(SDS) ¢és Nonidet P-40 (NP-40) a VWR (Radnor, PA, USA) cégtdl keriilt beszerzésre. A
PNGase F endoglikozidaz enzim (1,5 TUB egység/ul) az Asparia Glycomics-t6l (San Sebastian,
Spanyolorszag) szarmazik. Az APTS (120 mM) fluoreszcens jeloléanyag BioScience Kft-t6l

(Budapest, Magyarorszag) keriilt beszerzésre.

2.2 Biobank

A kutatés tovabbi lépéseihez a humén agyszdvetmintdk a Debreceni Egyetem Neuroldgiai
Klinikajabol, egy jol dokumentalt biobankbol fognak érkezni, amelyek 1989-2014 k6zott a
neurologidn, pszichiatrian, idegsebészeten kiilonb6zd neuropszichiatriai rendellenességben
elhunyt paciensekbdl szarmaznak. A mintdk szama meghaladja a 2300-at, és ezeket
formalinban fixalva taroljak. A cél, hogy a mintak felhasznalasaval egy online szovetbankot
hozhassunk létre, amely felhasznalhat6é kiilonb6zd alapkutatdsokhoz, ezentul az analizalt
mintak eredményeibdl egy adatbazist fejlessziink, amelyben a glikozilaciés modosulasok és a

betegségek stadiumai kozotti osszefiiggések lesznek megtalalhatoak.

2.3 Mintaelokészités

A folyamat célja, hogy a glikanokat tisztan nyerjiik ki a szovetmintabol, igy lehetdvé téve
azok szerkezeti és funkcionalis analizisét. A szovetbdl szike segitségével metszettem ki a
vizsgalt részt, majd analitikai mérlegen kimértem 2 mg-ot, ezt kdvetden 150 ul HPLC tisztasagt
vizet €s egy magneses gyongyot adtam hozza. A glikoproteinek kinyeréséhez a mintakat
BeatBox (PreOmics GmbH, Martinsried, Németorszag) szovet homogenizatorban 3x10 percig
magas fokozaton homogenizaltam. Ezutdn a mintabol 40 pl-t pipettaztam egy tiszta
eppendorfba, €s adtam hozza 40 pl acetonitrilt, majd a precipitalas utan 40 pl etanollal mostam
azokat 20 percen keresztiil. A precipitalasi - és az etanolos mosast kovetd 1épésnél centrifugat
hasznéltam (13 500 x g, 5 percen keresztiil), hogy konnyedén el tudjam tavolitani a felesleges
oldészert a mintadimrol. A feliiluszoé eltdvolitasa utan 40 pl TRIS puftert (pH 8) pipettaztam bele.
Ezt kdvetden 0sszeallitottam a denaturdl6 oldatot, amely 30 ul NP-40-bdl (0,5%), 5 ul SDS-bol
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(5%) és 5 ul DTT-bA1 (100 mM) 4llt. A denaturald oldatbol a mintdkhoz 4 pl-t pipettaztam majd
70°C-on 15 percig denaturaltam. Ezt kovetéen a mintdkhoz 2 pl PNgase F endoglikozidaz
enzimet adtam és PCR-be téve zart kupakkal 37°C-on 2 6ran keresztiil inkubaltam. A mintat
APTS fluorofér festékkel jeldltem, amelyhez redukalo oldatot allitottam 6ssze 160 ul THF-boI,
40 pl NaBH3CN-bol, 140 pul AcOH-bol, és 60 pl HPLC vizbdl. Mintanként 1 pul APTS (120
mM) fluoreszcens festéket és 20 pl redukald oldatot adtam hozza. 37°C-on nyitott kupakkal
egy ¢€jszaka alatt beszaritottam a mintdkat termosztat segitségével, elszivo fiilke alatt. Ezt
kovetéen 100 pl HPLC vizet adtam a mintdkhoz, vortex ¢s UH kad segitségével

homogenizéltam, centrifugaltam, majd 80 pl-t CE-LIF-el analizaltam.

2.4 A minta analitikai vizsgalata

Az elvalasztas soran PA800 Plus (Beckman) Kkapillaris elektroforézis berendezést
hasznéltam 1ézer indukalt fluoreszcens detektaldssal (gerjesztés: 488 nm, emisszid: 520 nm).
Az alkalmazott kapillaris hossza az elemzés soran 40 cm (30 cm effektiv hosszsagli) hosszi
¢s 30 um belsé atmérdji volt. Az elvalasztas normal polaritast iizemmodban, elektroozmotikus
aramlas (EOF) segitségével tortént. 1 psi nyomassal 5 masodperc alatt injektaltam a mintat a
kapillarisba, majd 30 kV elektromos potencial alkalmazasa mellett 20°C hdémérsékleten
vélasztottam el a komponenseket. A kapillarisban, mig az EOF az anod felé aramlott, addig az
APTS festékkel jelolt glikanok haromszoros negativ toltésiik miatt a katod felé iranyultak. A
kisebb molekulatomegli glikanok jelentek meg el6szor a detektor eldtt, majd a nagyobb
molekulatomegli glikanok az elvalasztas végén. A feleslegben jelenlévd APTS molekulak pedig
nem érték el a detektort az elvalasztas végéig. Egyes mérések kezdetekor 1 psi nyomassal 5
masodperc alatt injektaltam BST-t, melynek segitségével a minta komponenseinek
elvalasztasakor kapott értékek (pl. GU-értékek) megbizhatobban és pontosabban korrigalhatok,
ezaltal novelve a moddszer reprodukdlhatésagit €s megbizhatosagat. Az eredmények

kiértékelését a 32Karat (10.1 verzid) szoftvercsomaggal végeztem.
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3 Eredmények

TDK munkdm soran, sertés agyszovetbol szarmazo glikanprofilt vizsgaltam ¢s
optimalizaltam a mintael6készitési protokollt, hogy a CE-t alkalmazva analizalhassam az
agyszovetben talalhatd N-glikdnokat. Ez magaba foglalja az elvalasztds soran alkalmazott
paraméterek optimalizaciojat, a mintdk zsirtalanitdsi 1épéseinek megvaldsitasat, és a

mintaelOkészitési protokoll reprodukalhatdésaganak €s robusztussaganak tesztelését.

3.1 A mintaelokészitési protokoll optimalizalasa

Els6 Iépésként a kiilonbozé szovetekhez mar Kidolgozott mintaeclékészitési eljarasokat
dolgoztam fel a szakirodalom alapos attekintésével. A munkam alapjat Doncz6 Boglarka
,Formalinnal  fixalt, paraffinba d4gyazott szovetmintdk N-glikdnjainak kapillaris
elektroforetikus analizise” cimii cikkében taglalt egér-agyszdvet preparalasi protokollja adta
[61]. Ez alapjan el6szor sertésagybol végeztem a tesztméréseket, hogy optimalizalni tudjam a
mintael6készitési protokollt. Ehhez a biobankban 1év6 koriilmények kozott taroltam (10%-0s
formalin oldat) a sertésagymintat, hogy reprezentativ legyen a kés6bbi mintakhoz. A kovetkez6
pontokban kifejtem a TDK munkdm soran fellépd problémakat és az altalam alkalmazott

megoldasokat, valamint azok eredményeit.

3.1.1 Precipitalas

Els6ként a mintaelokészités robusztussagat vizsgaltam, és teszteltem, hogy sziikséges-e a
fehérjék precipitalasa. Ehhez két mintaban talalhato fehérjéket acetonitrillel denaturaltam, mig
masik kettét kontrollként kezelve nem adtam hozzajuk precipitdloszert. Ezt kovetden
lecentrifugaltam a mintakat, majd azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a kiindulasi protokollban
1évd aranyok nem megfeleléek a munkdmhoz, hiszen a kicsapdszer mennyisége olyan soknak
bizonyult, hogy még erésebb centrifugalas mellett sem voltam képes az eppendorf csé falahoz
rogziteni a fehérjéket. Ennek okan a mintael6készitéssel nem tudtam tovabb haladni, hiszen
ené¢lkiil a fehérjék hatékony elkiilonitése nem volt lehetséges. Kordbbi tapasztalatokra é€s
higitasi sorral végzett kisérletek alapjan a reagens mennyiségét a felére csokkentve végeztem
el Gjra a kisérletet, mellyel elértem, hogy a fehérjék megfeleléen kicsapodtak, és a centrifugélés
soran stabilan rogziiltek az eppendorf csé falahoz, igy a mintael6készitést sikeresen be tudtam
fejezni. Az ezekbdl a mérésekbdl kapott elektroferogrammok Osszehasonlitasa a 7. abran

lathato.
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7. abra Precipitalt és nem precipitalt szovetmintak 6sszehasonlitasa

A 7. abran a CE-LIF berendezéssel mért négy minta relativ fluoreszcens egységei [RFU]
keriiltek bemutatasra a migracios 1d6 fiiggvényében, ahol a kék és rdzsaszin
elektroferogrammok a kicsapott mintakat, mig a piros és fekete elektroferogrammok a
kezeletlen mintat reprezentaljak. Az y tengelyen lathatdo RFU egy relativ mérési egység,
amelyet a fluoreszcens tulajdonsaggal rendelkez6 anyagok intenzitasanak mérésére hasznalnak.
Ez nem egy abszoliit mértékegység, hanem az adott mérési koriilmények kozotti viszonylagos
értékeket mutatja, amelyek az adott fluoreszcens anyag altal kibocsatott fény intenzitasat jelzik.
Az igy mért elektroferogrammok alapjan lathato, hogy az acetonitrillel precipitalt parhuzamos
minték jelentds atfedést mutattak a nem precipitalttal szemben, amelybdl arra kdvetkeztettem,
hogy a kicsapatasi 1épés fontos a mintdk reprodukélhatdosdganak szempontjabol, tehat a
tovabbiakban minden mintaelokészitésnél alkalmaztam ezt a Iépést. Ezt kdvetden azt
vizsgaltam, hogy a human agymintak tarolasi koriilményei (formalinban val6 fixalas) hogyan
befolyasolhatjdk a glikanprofilt. Ezért megismételtem az el6zdekben leirt mérést

formalinfixalas utan is.
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3.1.2 Formalin fixalas

A formalin fixalas célja, hogy megallitsa a bioldgiai szovetek bomléasi folyamatait €s
molekularis integritasat. Ez a fixaldszer altalaban 37- 40 m/m %-os formaldehid vizes oldata,
amely keresztkotéseket hoz 1étre a fehérjék kozott, igy biztositva a szdvetek allandosagat és
szilardsagat a késobbi analizalasokhoz, beleértve a molekularis és szovettani vizsgalatokat. Az
alkalmazott tesztmintamat 10 V/V %-os formalin oldatban fixaltam, ami 3,7 - 4% formaldehidet
tartalmaz foszfat pufferben, hogy a paraméterei megegyezzenek a human agyszovetek tarolasi
koriilményeivel, majd megismételtem az acetonitriles precipitalast a 3.1.1 fejezetben leirtak

alapjan. Ennek eredményeit a 8. dbra szemlélteti.

1.0

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
Migraciods ido [perc]
8. abra Formalinban fixalt sertés agyszovet mintak N-glikan profilja

Ezzel a kisérlettel a formalinnal tortén6 fixalas hatasat vizsgaltam, ahol az abran jel6lt A, B
¢és C elektroferogrammok parhuzamos méréseket jeldlnek ugyanabbol a szovetdarabbol. Ezek
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a formalin fixdlas nem befolyésolta a
mintaeldkészités reprodukalhatosagat, mivel a mért elektroferogrammokon nem tapasztaltam
szignifikans eltéréseket, a korabbi még nem formalinban fixalt mintabol készitett mért
adatokhoz képest. Emellett a formalin javitotta az alapvonal minéségét, csokkentve ezzel a
jel/zaj aranyt. A fennmarado zaj kikiiszobolésére sziikséges volt egy zsirtalanito-mosé 1€pés

alkalmazasara a protokollban.
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Kovetkezé 1épésként kivalasztottam azt a 6 csucsot (Al-A6) amely a legnagyobb
jelintenzitast mutatta az agyszovetmintak elektroferogramjaiban (9. abra) és meghataroztam

ezeknek a cstics alatti teriiletét, valamint a csucsok migracios idejét.

0.3 o e
- A4
0.2+
E - A2 A5
(1’4
0.1- A1
0.0 T | J ] T | ' 1 T 1

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
Migracios id6 [perc]

9. abra 6 kivalasztott és vizsgalt N-glikan csucs

Ezeknek a cstics alatti teriileteknek a pontos értékeit és a kiszamitott RSD%-ait a 1. tablazat
foglalja 6ssze. Az RSD% (Relativ Szoras, mas néven Relativ Standard Deviacio) -al tudjuk
megadni, hogy egy adott mérési sorozatban mekkora az atlagtol valo eltérés. Ennek segitségével
a mérési eredmények pontossadgat és megbizhatdsagat lehet értékelni. Minél alacsonyabb az

RSD%, annal Kisebb a szoras, tehat annal robusztusabb a mérés.

1. tablazat Sertés agyszovetbol szarmazo N-glikan csucsok RSD%-a

Teriilet Teriilet %
#1 #2 #3 #1 #2 #3

Atlag S.D %RSD

9371 11280 | 12474 5,50 5,25 5,34 5,36 0,126 2,351

17809 21768 28107 10,45 10,12 12,03 10,87 1,022 9,405

47000 58755 64263 27,57 27,33 27,51 27,47 0,124 0,453

34174 45497 46173 20,04 21,16 19,77 20,32 0,738 3,632

17994 | 20933 | 22874 | 10,55 9,74 9,79 10,03 0,456 4,550

(=3 IRV I = VS N

44153 56761 59683 25,90 26,40 25,55 25,95 0,427 1,646

18



Mig. id6 (perc) .
Atlag S.D %RSD
#1 #2 #3

1 5,078 5,086 5,094 5,09 0,01 0,16
2 5,415 5,424 5,431 5,42 0,01 0,15
3 5,529 5,539 5,547 5,54 0,01 0,16
4 6,076 6,088 6,098 6,09 0,01 0,18
5 6,162 6,174 6,184 6,17 0,01 0,18
6 6,554 6,568 6,58 6,57 0,01 0,20

A migracios id6 ¢€s a csucsteriilet reprodukalhatosaga 0,17 és 3,67 RSD% volt. Tehat a
migracios id6 tekintetében szignifikans kiilonbség nincsen, gyakorlatilag szinte azonos értéket
vesznek fel a csucsok. Mig a cstcsteriiletek esetében egy minimalis eltérés mutatkozik, amely

a csucspontok kijelolésénél vétett hibakbol adodhat.

3.1.3 Zsirtalanitasi mosas

A legalkalmasabb mosasi médszer kidolgozasahoz tobb kiilonbozo tesztet is elvégeztem.
Elséként készitettem egy referencia mintat, amit kezeletleniil hagytam, majd egy parhuzamos
mérést, ahol a mintdkat a precipitalasi 1épés utan 20 percig etanollal mostam. Egy korabbi
konferencian tartott eléadasom soran, azt a javaslatot kaptam, hogy a precipitalasi 1épést és a
mosast is etanollal végezzem, hiszen az is egy kivalo fehérjekicsapd reagens, ezért ezt a
hipotézist is leteszteltem. A kisérlethez harom 2 mg-0s darabot vettem a szovetbdl, majd a
szovethomogenizalas utin mind a harom mintat tovabbi harom részre osztottam. Igy
parhuzamosan vizsgalhattam a mintaeldkészités hatékonysagat és robusztussagat. A mérések

konnyebb érthetdsége érdekében az alabbi 2. tablazatban foglaltam Osszes a 1épéseket.

2. tablazat Zsirtalanitasi mosds lépései

Precipitalas Mosas
1. sorozat Acetonitril -
2. sorozat Acetonitril Etanol
3. sorozat Etanol Etanol
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Az elsé sorozat esetében az acetonitrillel valo kicsapast kovetden nem alkalmaztam mosasi
1épést, hogy legyen egy viszonyitési alapunk a tobbi sorozathoz. A kdvetkezo abran a kiindulasi

szovetbdl kozvetlen egymas melldl vett harom, ACN-el precipitalt minta elektroferogramja

lathato.
0.6
1C
0.4-
E 1B
(14

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Migraciés ido [perc]

10. abra 1. sorozat ACN-el torténo precipitalas

Az azonos mintavételi teriiletekrdl vett szovetmintak elektroferogramjai (A, B és C
parhuzamosok) hasonlé glikén-profilt mutatnak, azonban nem teljesen parhuzamosak, mivel
bizonyos csticsok aranyaiban eltérések figyelheték meg. Ez azt jelzi, hogy bar a mintdk
altalanos Osszetétele hasonlo, eltérések figyelhetdek meg a mintavételezési hely fliggvényében.
Mig a 10. abra C elektroferogramjan pirossal bekarikazva egy nagyobb csucsot latunk, addig a
B-elektroferogrammon ugyanezen migracids idénél mar két csucs figyelheté meg. Ez fontos
szempont a mintavételezés soran, kiilondsen tekintettel a vizsgalt neurologiai betegségek esetén

egy potencialis biomarker kutatds soran.

A masodik sorozatnal az ACN-el torténé kicsapast egy etanolos mosas kovette, hogy
kikiiszobdljem a szovetmintabdl visszamaradt egyéb molekuldk altal keltett zajintenzitast. Az
eredményeket a 11. dbra szemlélteti. A parhuzamos mintak (A, B, C) a sertés agyszovet

ugyanazon rész¢ébol szdrmaznak, mint az elsé sorozat esetében.
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11. abra 2. sorozat: ACN precipitalas és EtOH mosas

A mérés soran, a jel/zaj ardny jelentdsen lecsokkent kdszonhetden az etanol zsirtalanito
hatasanak. Ezutan elkészitettem a harmadik sorozatot, amely soran mar a precipitalasi 1épés is
etanollal tortént, amelyet egy hlsz perces etanolos mosas kdvetett. Nagy elénye a modszernek,
hogy egyel kevesebb szerves reagenssel kell dolgozni, mint a korabbi sorozatokban. A mérési

eredmények a 12. abran lathatoak.
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12. abra 3. sorozat: EtOH precipitalas és EtOH mosas

A 12. 4bran talalhato A, B és C parhuzamos elektroferogrammok ebben az esetben is az
eredetileg azonos helyrdl vett mintdkbol szdrmazd N-glikanprofilt reprezentaljak, ahol a
mintael6készitést etanolos precipitalassal és etanolos mosassal végeztem. A kovetkezOkben az
alkalmazott harom kiilonb6z6 modszer 6sszehasonlitsa céljabol, az azonos szovetdarabbol, de
mas kezelési modszer ald vetett mintdk elektroferogramjait dbrazoltam, ahol a kék szin az
acetonitrillel precipitalt mintdkat jeloli, amelynél nem alkalmaztam etanolos mosast (A), a
fekete szin az ACN-el precipitalt és EtOH-al mosott mintat szemlélteti (B), mig a r6zsaszin a
mindkét esetben etanollal kezelt mintdkat képviseli (C). Az elvalasztast kdvetden a kapott
csucsokat normalizaltam egy altalam valasztott referenciacsticshoz képest. A normalizalassal
az intenzitaskiilonbségek egyértelmiibbé valnak, és a valtozasok pontosabban tiikrozik a minta
Osszetételét vagy a komponensek eltéré aranyat, nem pedig az elvalasztds soran esetlegesen
fellépd eltérd koriilményeket. A 13. dbra az elsé szdvetdarabbdl szarmazo eredményeket
mutatja, ahol a gorbék normalizalasa utdn megtigyelhetd, hogy a B elektroferogrammon tobb

egymastol jol elkiilonithetd csucs taldlhato (az abran pirossal bekarikazva).
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13. abra Az 1-es szovetminta elektroferogrammjainak osszehasonlitasa, ahol A: ACN-el
precipitalt, B: ACN-el precipitalt és EtOH-al mosott, C: EtOH-al precipitalt és mosott
mintakat jelolik

A 14. dbra a masodik szovetdarabbol szdrmazd N-glikanprofilokat hasonlitja dssze, ahol
hasonl6 mintdzat volt megfigyelhetd, a normalizalast kovetéen a 6,5 perc utan tobb cstcs valt

el (4bran pirossal bekarikazva).

0.8
{1 C

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Migraciés ido [perc]
14. abra A 2-es szovetminta elektroferogrammjainak osszehasonlitasa, ahol A: ACN-el
precipitalt, B: ACN-el precipitalt és EtOH-al mosott, C: EtOH-al precipitalt és mosott
mintakat jelolik
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A 15. 4dbran a harmadik szovetdarabbol szdrmazd N-glikénprofil eredményei lathatok.
Megfigyelhetd, hogy a B elektroferogrammon (pirossal bekarikazva) a 7. percnél megjelenik

egy csucs, amely a masik két elektroferogrammon (A és C) nem taldlhat6 meg.

0.6-

RFU [-]
oy

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
Migracios ido [perc]

15. abra A 3-as szévetminta elektroferogrammjainak osszehasonlitasa, ahol A: ACN-el
precipitalt, B: ACN-el precipitalt és EtOH-al mosott, C: EtOH-al precipitalt és mosott
mintakat jelolik

Az elektroferogrammok analizalasa alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a
legmegfelelobb mintaelokészitési modszer az acetonitrillel végzett precipitalas, amelyet
etanolos mosas kovet. Ezzel a modszerrel nagyfok reprodukalhatosag érhetd el és nagy
felbontasi csucsokat kapunk, ami arra utal, hogy ezzel a mintaeclékészitési technikaval
hatékonyabb elvalasztast érhetiink el, amely pontosabb eredményekhez vezethet. A
mintaelékészitési modszer robusztussagat ismételt parhuzamos méréssel is igazoltam, amely a
modszer megbizhatésagat tamasztotta ald. A 16. 4dbra ennek az Osszehasonlitdsnak az

eredményeit szemlélteti.
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16. abra Belso standardel mért mintak elektroferogramjai

A mérés soran belsé standardet (DP4 és DP15) injektaltam a mintahoz az elvalasztas soran,
hogy a kapott eredmények kiértékelését el tudjam végezni. A csucsok azonositasa folyamatban
van, ez maltodextrin létra segitségével fog megtorténni a jovében, amely referenciapontként
szolgal a csticsok pontos felismerésében €és azok molekularis azonositdsaban, igy biztositva a

minta komponenseinek preciz meghatarozasat.
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4 Osszefoglalas

A szakirodalomban jelenleg korlatozott szamu publikaci6 talalhaté az agyszovetekben
detektalt N-glikanok strukturajara vonatkozoan, igy a glikdn analizis ezen megkozelitése
ujdonsagnak szamit. A TDK munkdm soran sertés agyszovet N-glikan profiljanak
meghatarozasdhoz optimalizaltam a mintaeldkészitési protokollt 1ézer indukalt kapillaris
elektroforézissel valo mérésekhez. A teszt méréseket sertésagybol szdrmazod szévetmintakon
végeztem el. Azért, hogy a mintael6készitési protokoll a human agyszdvetbdl szdrmazd
szovetmintdk N-glikan analiziséhez is alkalmas legyen az agyszovetet 10%-os formalin
oldatban fixaltam, ezzel azonos koriilményeket teremtve a human mintdk taroldsdhoz. Ezt
kovetben a mintaelOkészités robusztussagat vizsgaltam, és teszteltem sziikséges-e egy
precipitalasi 1épés. Miutan kisérletekkel alatamasztottam ennek sziikségességét, teszteltem
milyen modszerrel lehetne optimalisan elvégezni a zsirtalanitast. A kapott elektroferogrammok
kiértékelése alapjan arra a konklizidra jutottam, hogy a megfeleld delipidalas eléréséhez az
acetonitrillel torténd mosas utan egy 20 perces etanollal torténd mosast kell elvégezni. Az
elkésziilt munkafolyamatot ezt kovetden szeretném egészséges human agyszoveten tesztelni,
elsdsorban azért, hogy megbizonyosodhassunk réla emberi mintdkon is alkalmazhatd a
protokoll, valamint, hogy legyen egy megfeleld kontroll eredményem, amit késébb a
neurologiai rendelleneségekben elhunyt betegekbdl szarmazo6 agyszdvet mintakkal 6ssze tudjak
hasonlitani. Tovabbi kutatdsom soran a kidolgozott munkafolyamatot felhasznalva a ,,(V4) -
Korea Joint Research Program 2023” szempontjabol legigéretesebb mintakat tervezem
analizalni glikomikai szempontbdl ugynevezett mapping technikaval, hogy nagyfelbontasu
képet kapjak az agy kiilonboz6 teriileteirdl szarmazé glikanprofilrdl, hiszen a cukorstrukturdk
megvaltozasa potencialis biomarkerként funkcionalhat, szamos neuroldgiai betegség esetében.
A human mintak feldolgozéasat kovetden adatbazist hozunk létre az 6sszegyljtott adatokbol,
hogy eredményeinket felhasznalhatova tegyiik a tovabbi kutatdsokhoz. A szdveteken végzett
vizsgalat ugyanis értékes informaciot szolgaltathat a potencialis gyogyszerfejlesztés teriiletén,

¢s eldsegitheti a célzott terapiak hatékonysaganak optimalizalasat.
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