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Roviditések:

5FU — 5-fluorouracil

ADC — adenocarcinoma, mirigyhamsejt eredeti malignus elvaltozas

BCA — bicinchoninic acid, bicinkoninsav

CH2THF — metilén—tetrahidrofolat

CHAPS — 3- ((3-kolamidopropil) - dimetil-ammanio) -1-propanszulfonat

DHFU — 5,6-dihidro-5-fluorouracil

DNS — dezoxiribonukleinsav

DPD — dihidropirimidin—dehidrogenéaz enzim

dTMP — dezoxitimidin—-monofoszfat

DTT — ditiotreitol

dTTP — dezoxitimidin—-monofoszfat

dUMP — dezoxiuridin—monofoszfat

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid, etiléndiamin — tetraecetsav

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay, enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat
EMA — European Medicines Agency, Europai Gydgyszeriigynokseg

FBAL — a-fluor-B-alanin

FAUMP — 5-fluor-2'-deoxiuridin-5-monofoszfat

FAUTP — 5-fluor-2'-deoxiuridin-5'-trifoszfat

FSC — El6re iranyul6 fényszoras (forward light scattering)

FUPA — a-fluor-B-ureidopropionsav

FUTP — fluorouridin-trifoszfat

HPLC — High Performance Liquid Chromatography, nagyteljesitményii folyadékkromatografia
MRNS — messenger ribonukleinsav, hirvivo ribonukleinsav

NADPH — nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt formaja

PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cells, periférids mononukleéris sejtek
PBS — phosphate-buffered saline, foszfattal pufferelt sdoldat

PCR — Polymerase chain reaction, Polimeraz lancreakcid

RIPA — radioimmunoprecipitation assay buffer, radioimmunprecipitacios puffer
RNS — ribonukleinsav

RP-HPLC  — Reversed -phase high Performance Liquid Chromatography, forditott fazist HPLC
SCC — Squamous Cell Carcinoma, laphdmsejt eredetii malignus elvaltozas
SSC — Oldaliranyud fényszéras (Side light scatter)

TBAH-SO4  — tetrabutilammaonium-hidrogénszulfat

TS — timidilat szintaz

UH:2 — 5,6-dihidrouracil

Ura — uracil

UTP — uridin-trifoszfat

VVT — vOrosvértest



1. Bevezetés

Malignus, azaz a rosszindulatt daganatok kialakuldsdhoz a normalis sejtosztddas és a sejtpusztulas
kdzotti bonyolult, szabalyozott egyensuly felborulasa vezet [1]. Molekularis értelemben a daganatok
kialakulasaért a sejtmagban megtalalhatd orokitéanyag, a DNS bizonyos szakaszaiban bekovetkezett
mutéaciok allnak. Eletink soran folyamatosan keletkeznek ilyen génhibak, viszont az egészséges
szervezetben genetikai hibajavitd mechanizmusok miikodnek, amelyek kijavitjdk a mutacidkat, vagy
korlatozzak a mutacio 6roklédeését programozott sejthalal (apoptdzis) megvalositasaval. A kiilonbozo rékos
sejtekre jellemz6, hogy rezisztensek az apoptdzisra, korlatlan 0sztédd képességgel rendelkeznek, sajat
érrendszert tudnak kialakitani, a kornyezd szovetekbe is be tudnak hatolni, illetve attétek (metasztazisok)
képzésre is hajlamosak, azaz atterjedhetnek mas szervekre is [2]. A malignus betegségek kialakulasahoz
szamos tényez6 jarul hozza, mint a kornyezeti hatasok, fertézések és a genetikai hajlam. A daganatos
betegségek kezelésére tobbféle modszer is kialakult, ilyenek a sebészeti megoldasok, amikor miitéti iton
tavolitjak el az erintett szOveteket, szerveket vagy a sugarkezelés, amely soran valamilyen sugarforras
alkalmazasaval pusztitjak el a sejteket és a gyogyszeres kezelések, azaz a kemoterapiak, valamint ujabban
az immunterapiak alkalmazésa kezd elterjedni. A célzott terapidk soran a genetikai Uton vagy fenotipus
alapjan molekularis bioldgiai médszerekkel azonositott tumortipus kezelésre egy szelektiv kemoterapias
szert alkalmaznak, amely arra a sejttipusra jellemz6 talélési mechanizmust géatolja, igy a kezelés
mellékhatasai jelentésen csokkenthetéek, pl.: HER2+ emlétumoroknal [1]. Napjaink egyik legmodernebb,
személyre szabott kezelési eljardsa az immunterapia, amelyért 2018-ban orvosi Nobel dijat kaptak
felfedezOi. Immunterdpia soran a beteg sajat immunrendszerét hasznaljak fel a rakos sejtek ellen ugy, hogy

azokat aktivalva, stimulalva képessé teszik a betegben 1év6 rakos sejtek felismerésére és megtamadasara.
1.1. Kemoterapia

A kemoterapia a daganatellenes kezelések kdzé tartozik, mely soran kemoterapias gyogyszereket
juttatnak be a betegbe intravénasan vagy intraartériasan [2]. A kezelés célja lehet a miitét el6tt a tumor
méretének a csokkentése és az alacsonyabb stadiumba hozatala (neoadjuvans kezelés), sebészeti
beavatkozas utan a keringésben 1évé daganatos sejtek, mikrometasztazisok elpusztitdsa (adjuvans kezelés),
vagy sugarterapiaval egyutt alkalmazva az érzékenység fokozasa (radiokemoterapia). Ezek a kemoterapias
szerek sejtmérgek, azaz citotoxikus €s citosztatikus tulajdonsaggal rendelkeznek, igy szelektiven képesek
pusztitani az 6sszes gyorsan 0sztodo sejtet, beleértve a rakos sejteket is. Ezen tulajdonsagbol ered ezeknek

a hatéanyagoknak a mellékhatasa is, mivel az 0sszes egészséges viszonylag gyorsan osztdédd sejtet is



kérositjak. Ezért a kemoterépias kezelés alatt hanyinger, hanyas, hasmenés, vérképromlas, hajhullas, rossz
kdzérzet vagy bél-és szajnyalkahartyagyulladas jelenthet meg.

1. 2. 5—fluorouracil

Széles korben alkalmaznak fluoropirimidin alapt kemoterépias gyogyszereket, mint az 5-fluorouracil
(5-FU), capecitabin vagy a tegafur colorectalis, azaz vastag- és végbéldaganatok, gyomor- és
bélrendszeridaganatok, hasnyalmirigyrak, nyel6écsérak, valamint metasztatikus emlétumorok kezelésére
[3]. Evente becslések szerint vilagszerte tobb mint kétmillio beteg részesiil fluoropirimidin alapi
gyogyszeres kezelésben és 30-40%-at érintik a toxikus tlinetek.
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1. &bra — 5-fluorouracil

Az 5-FU a pirimidin alapi kemoterapias gyogyszerek koézé sorolhatd, ami hatésat tekintve
citosztatikum, ami azt jelenti, hogy ez a vegyilet megzavarja a sejtciklust, ezaltal megakadalyozva a
sejtosztodast (sejtproliferaciot). Az 5-FU az egyik legszélesebb korben alkalmazott kemoterapias
készitmeény, amit sikeresen alkalmaznak tobbek kdzott fej-nyaki laphamsejtes karcinoma (Squamous Cell
Carcinoma - SCC), gastrointestinalis SCC és adenokarcindma (ADC — mirigyhamsejt eredetli daganatos
betegség), valamint a méhnyak SCC-re. Az 5-FU egy uracil analég, amelynél C-5 poziciéban egy fluor

talalhato, ezért az 5-FU az uracil transzportfolyamatahoz analég médon kénnyen eljuthat a célsejtekbe.
1.2.1. 5-FU hatasmechanizmusa

A hatasmechanizmuséat figyelembe véve ez a kemoterapia az antimetabolitok csaladjaba tartozik,
mivel gatolja a DNS és RNS szintézisét egy esszencialis enzim gatlasan keresztll, valamint timin/uracil
analdgként képes beéplilni az RNS és a DNS széalba is [3,4]. Az 5-FU éatalakulhat enzimkatalitikusan a 2.

abra szerint szamos aktiv metabolittad, mint a 5-fluoro-2'-deoxiuridin-5'-trifoszfat (FAUTP), amely
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bekapcsolodhat a DNS-be a dezoxitimidin-trifoszfat (dTTP) helyett; fluorouridin-trifoszfat (FUTP), ami
pedig bekapcsolédhat az RNS-be az uridin-trifoszfat (UTP) helyett. Az FUTP a beékelodésével

megvaltoztatja az RNS szerkezetét és miikodését, mig a FAUTP-nek és FAUMP-nek DNS Kkarosito hatasa

van. Az FAUMP gatolja a timidilat szintaz (TS) enzimet, ami egy DNS el6allitashoz nagyon fontos

dezoxitimidin-monofoszfatot (d{TMP) allit el a dezoxiuridin-monofoszfatbol (dUMP). Mechanizmuséat

ekintve egy FAUMP, metilén-tetrahidrofolat (CH2THF), és TS harmas enzimkomplex jon létre, ami
akadalyozza a dUMP szubsztrat kotodését a TS nukleotid kotéhelyéhez a FAUMP-vel vald versengés révén.
Ezen hatasok fejtik ki a gyogyszer citotoxikus ¢€s citosztatikus hatdsat, tehat egyrészt mérgezd hatast

fejtenek ki a sejtekre, ezaltal indukaljak a sejthallt, masrészt a gyorsan 0szt6do sejtek szaporodasat is

gatoljak.
\\““\\m||mummmm iy, ““\mlmnlllllmllw,,,

& W 2

S NI

s FUPA S
$ UPB1 \\\‘\
H Sl ~20%
E DPYS \\\\‘\ S_FU -
E § —l_.’ Unna.ry
= S excretion
: Ak DHFU §
= Q
H " o o
= I WA

z \\\\\\\\lm l il Wlmi|l““1|”,’l|mHul‘”lm / /l////U,n//./,//_///[/,._//»//m/, ,,////////,

£ [l | i
5 g \\\\\\ \\\\\\\\\\\\
§ \\\\\\\\\
E g W ~80% UMPS
3 )
SR 5-FU FUMP

QN DPD VK
QB P

&

FAUR

leads to

Thymidylate synthase inhibition : ' I FdUMP = FUDP

duMP e{E D dTMP uwmx ﬂuopk

................................................ ﬂrx

............................................... FdUDP FUTP
Zosdveasssassuasensash . Toede o u ! Ilends 10

: DNAdamage I—'l FAUTP PR et ‘

Sussnsnsnnnsnnnnnnnnnn® RNA damage é

2. dbra — 5-FU metabolizmusa sejtben és majban
eredeti abra: Azwar,et al., Biology 2010 [23]
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1.2.2. 5-FU katabolizmusa

Az 5-FU els6 lebonté enzime a dihidropirimidin-dehidrogendz (DPD), amely a folyamat
sebességmeghatarozé enzime és megtalalhat6 a bélben, bélnyalkahartyaban, a vér periférias mononukleéris
sejtjeiben (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMC) és szamos mas szovet sejtjeiben, de a
legjelentésebb lebontas a maj szoveteiben valosul meg. Az enzim katalitikus miikodése soran DHFU, azaz
5,6-dihidro-5-fluorouracil keletkezik NADPH jelenlétében. Ezt kovetden ez a redukalt termék hidrolizal a
dihidropirimidindz enzim hatésara a-fluor-g-ureidopropionsavva (FUPA), majd a B-ureidopropionaz

enzim hatésara a-fluor-g-alaninnd (FBAL) alakul, ammonia és szén-dioxid mellett a 2. abra szerint. [3,4]
1.3. Dihidropirimidin-dehidrogenaz enzim

A DPD enzim egy DPYD gén altal kodolt fehérje, ami nagyon fontos szerepet jatszik az RNS-ben
talalhatd uracil és a DNS-ben talalhaté timin lebontasaban [5]. Ez az enzim az oxidoreduktazok kozé
sorolhatd, a metabolizmus els6 és sebességmeghatarozo 1épésében katalizalja az uracil 5,6-dihidrouracilla
és a timin 5,6-dihidrotiminné val6 redukalasat NADPH jelenlétében. Ez az enzim jelentds szerepet jatszik
a fluoropirimidin alapu kemoterapias gyogyszerek lebontasaban, katalizalja az 5-FU lebontésat is az

uracillal analog modon, annak redukcidjaval.
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3. Abra — Uracil és 5-FU DPD katalizalt redukéalasa



1.4. Dihidropirimidin-dehidrogenaz deficiencia

A DPD deficiencia egy autoszomalis recessziv jellegii anyagcserezavar betegség, amely a DPD enzim
aktivitdsanak csokkenését vagy annak teljes hianyat jelenti [6]. Ez azt jelenti, hogy a testi kromoszdémakat
érintd genetikai rendellenesség hozza Iétre, amely recessziv 6roklodés miatt csak homozigdta allapotban
manifesztalodik ténylegesen fenotipusosan. A DPYD gén tobb mutéciojat is megfigyelték, melynek
kdvetkezményeként reszleges vagy teljes DPD aktivitas hiany alakult ki. A pirimidin katabolikus Gtvonal
rendellenessége sulyos értelmi fogyatékossaghoz, motoros retardaciohoz és gércsrohamokhoz vezethet.
Kuléndsen fontos a DPD enzim a fluoropirimidin alapé kemoterapids gyogyszeres kezelésben részesiilé
daganatos betegek esetében. Az 5-FU az egyik legszelesebb korben alkalmazott kemoterapias gyodgyszer,
mely esetében a DPD hidnnyal kiizd6é betegeknél stlyos €s esetekben végzetes toxicitast okozhat a
gyogyszer, amennyiben annak detoxifikacidja gatolt a DPD funkciojanak hianyaban. Mellékhatasok kdzott
szerepel 5-FU mérgezés esetén a sulyos, verzéssel jard tdpcsatorna mucositis; hanyas; hasmenés; gorcsok;
stlyos neutropenia és thrombocytopenia; bértiinetek; bdrpir, duzzanat, hamlas és fekélyek. Epp ezért
javasolt az 5-FU kemoterapias kezelés el6étt prognosztikus célbol megvizsgalni a DPD enzim aktivitasat,
mely soran kisziirhetéek a DPD hianyos betegek, akik nem kaphatnak 5-FU kezelést. Az EMA (European
Medicines Agency) javaslata, hogy minden beteg esetében végezzék el a DPD enzim hianyanak vizsgalatat
az 5-fluorouracillal injekcié vagy infuzid formaban torténd kezelés el6tt, beleértve a hasonld

gyégyszereket, mint a tegafur vagy a capecitabin [7].



2. lrodalmi attekintés

A korabban emlitett DPD diszfunkcié a kemoterapias kezelés kdzben az aktiv, tehat citotoxikus és
megjelend sUlyos mellékhatasok indukaltak azt, hogy szamos mddszer alakult ki a DPD oxidoreduktéz
enzim aktivitasanak a mérésére. Jellegét tekintve két alapvetd csoportja van a klinikai diagnosztikai
teszteknek a genotipusos és a fenotipusos tesztek. A genotipusos teszteknek az a lényege, hogy az egyed
genomjat (teljes orokitéanyag) vizsgaljak kiilonb6z6 molekularis biologiai modszerekkel annak érdekében,
hogy azonositsdk azokat a szakaszokat, amelyek esetében eltérés talalhatd. Ezeknek a DNS nukleotid
szakaszoknak, azaz a geneknek az alapvetd feladata az élet szamara nélkilozhetetlen fehérjék kddolasa.
Ezekbdl a transzkripcié soran mRNS, majd a transzlacio soran fehérje szintetizalodik. Hibas genetikai kod
esetében, azaz mutacio esetén eléfordulhat, hogy hibas fehérje keletkezik, ami nem tudja ellatni a feladatat.
A genotipusos tesztek soran ezért a DPYD gén mutécidit vizsgaljuk, amivel kdvetkeztethetiink a DPD
deficiencia valdsziniiségére. Ezzel szemben a fenotipusos tesztek soran a genetikai elvaltozasbol eredé mar
manifesztalddott tulajdonsag vizsgalatat helyezziik a kzéppontba. Ezek kdzil a mddszerek kdzil szamos
teszt megfelelt a klinikai gyakorlatban, de a rutinszerti alkalmazasuk nincs el6irva. Kiilonb6z6 detektalasi
maodokat alkalmazhatunk DPD enzimaktivitas meghatarozasara, mint a UV-Vis spektroszkdpia, infravoros

spektroszkdpia vagy radioaktiv anyagok nyomon kovetésére alkalmas detektorok.
2.1. Genotipusos tesztek

Egyre elterjedtebben alkalmaznak genotipusos teszteket szemben a fenotipusos tesztekkel, mivel
nagy pontosdggal képes azonositani a genetikai mutéaciokat, amelyek okozhatjak a fenotipusosan
manifesztdlodo DPD deficienciat, valamint kevésbé érzékenyek a mintaeldkészités és a feldolgozas
kiilonbozéségeire. Négy valtozat mutatott reprodukélhatéan szignifikans dsszefuggest az 5-FU salyos
toxicitasanak fokozott kockazataval [5]. A ¢.1905+1G>A (DPYD*2A, IVS14+1G>A, rs3918290), ahol a
€.1905+1 azt jelenti, hogy a DNS kodol6 szakaszanak, azaz a génnek az 1905 — 6s pozicidja utani nukleotid
esetében tortént a valtozas, ami egy splice — site mutécid. A splice — site mutacid egy olyan genetikai
valtozas, amely az exonok (a gén kodolo szakasza) és az intronok (nem kodold szakasz) kdzott jon létre.
Normal koriilmények kozott a sejt jelzobazisok segitségével képes azonositani, hogy melyik exon melyik
intron szakasz és a fehérjeszintézis eldtt az intron szakaszokat kivagja, valamint az exon szakaszokat
egyesiti. Egy ilyen tipust valtozas hibds mRNS szintézist eredményezhet, mely soran a sejt nem ismeri jol

fel melyik szakaszokat kell atirni a transzkripcio soran, igy kimaradhat exon vagy benne maradhat intron



hibas fehérjét eredményezve. A G>A pedig azt jelenti, hogy a mutacio soran egy guanin cserélédott ki egy
adeninre. A masik harom mutéci6é ugyanezen ndémenklatira alapjan kvantifikalja a mutacié pontos helyét,
valamint a nukleotidcsere jellegét., ¢.1679T>G (DPYD) *13, p.1560S, rs55886062) — ahol a p. azt jelenti,
hogy a fehérjében tortént valtozas jelen esetben az 560 — as pozicidban az eredeti izoleucin cserélédott ki
szerinre, C.2846A>T (p.D949V, rs67376798), €.1129-5923C>G(rs75017182). Az rs szdmok egyedi
azonositdk, amelyek altal adatbazisokban vissza tudjuk keresni a kiilonb6zé polimorfizmusokat. Azok a
betegek, akik egy variansra heterozigotak, részleges DPD-hianynak felelnek meg. Azok a betegek, akik
egy variansra homozigotak, teljes DPD-hianyos kategoridba sorolhatdak [8]. A genetikai tesztek soran
célzottan ez a négy gén vizsgalata talalhatd a kozéppontban polimerdz lancreakcié (PCR) technika
segitségével. A PCR technika egy gyors, automatizalt modszer, ami képes DNS polimeraz 1. segitsegével
egy DNS — szakasz akar milliészoros felsokszorositasara, feltéve, ha annak a szekvencidja ismert vagy
legalabb az elején és végén 1évé szekvencia ismert [10]. A mérés soran a DNS polimeraz 1. enzim nem
képes elkezdeni a komplementer szalat csak folytatni, ezért két 20-25 tagbdl allé egyszala oligonukleotid
sorozatot készitenek, amik komplementerek a DNS szakasz egyik, illetve masik 3’ végével, ezeket hivjuk
primereknek. A reakcioelegyben a primerek vannak nagy feleslegben, a felszaporitandd DNS szakasz, a
négy dezoxi-ribonukleozid-trifoszfat és egy héforrasbol szarmazo baktériumbol izolalt DNS polimeraz. A
reakcio sordn 95 °C-ra hevitve a DNS kettds hélix denaturalodik és kettészakad, ezutan alacsonyabb
hémérsékleten a primerek bekapcsolodnak a komplementer helyiikre. Az enzim aktivitasahoz megfeleld
hémérsékleten az enzim megszintetizalja a komplementerét a DNS szakasznak. Ezt a folyamatot ciklikusan
ismételve tudjuk felsokszorositani a DNS szakaszokat, amik utdna megfeleld szekvenatorokkal
vizsgalhatdak. Ezek olyan gépek, amikkel meg tudjuk hatarozni egy adott szakasz nukleotid sorrendjét,

ezaltal a mutaciok azonositasara szolgalnak.

2.2. Fenotipusos tesztek

A DPD enzim aktivitads szdmos szOvetben meghatarozhat6, de a legintenzivebb aktivitas a majban
talalhatd, ahol maga a katabolizmus torténik, ezért a csokkentett majfunkcioval rendelkez6 paciensek esetén
szintén toxikus mellékhatasok jelenhetnek meg. A maj biopszia invaziv jellege miatt inkabb a periférias
mononuklearis sejtekb61 (PBMC) meghatérozott aktivitas mérések a gyakoribb fenotipusos tesztek, melyek

eredményei jol korrelalnak egészséges méj biopszidbol mért aktivitassal [11].



2.2.1. Orélisan alkalmazott uracil farmakokinetikéja

A modszer lényege, hogy testfellilet négyzetméterenként 500 mg uracilt adagolnak orélisan a
betegnek, majd egy kanilt helyeznek a vénajaba [12]. Megfelelé id6kozonként vért vesznek téle és
centrifugélassal elvalasztjak a vérplazmat. VVan Staveren tanulméanya szerint a vérplazmaban talalhat6 uracil
és dihidrouracil koncentraciojat egy validalt HPLC technikéaval hataroztdk meg ugy, hogy az uracilt 266
nm-en, a dihidrouracilt pedig 205 nm-en detektaltdk. Az eredményeket 0Osszevetették PBMC-bdl
radioenzimatikusan meghatarozott aktivitdsokkal és arra jutottak, hogy a normal DPD aktivitassal
rendelkezd és a DPD hiannyal €16 betegek esetében szignifikdnsan kiilonbozik az uracil farmakokinetikaja,

ezért egy alternativ mddszer lehet a DPD aktivitas jellemzésére.
2.2.2. 2-13C-uracil kilégzési teszt

Szamos aktivitds mérésnek nagy hatranya az id6- és munkaigényesség, ami jelentdsen korlatozza
ezeknek a hasznalatat a rutinszer(i diagnosztikdban. Ezért szamos kutatas célja volt az, hogy egy egyszerti,
gyors és nem invaziv mérést hozzanak létre, ami a legtobb klinika szamara megvalosithat6. Egyik ilyen
tudomanytorténetileg jelentds megoldas a 2-*C-uracil kilégzési teszt [13,14]. Ennek a diagnosztikai
eljarasnak az a lényege, hogy 2-13C-uracilt adnak oralisan a betegnek, majd a kilélegzett **CO, -t mérik
infravoros spektroszkdpiaval. A modszer a pirimidin katabolikus Gtvonalon alapszik, mely soran g-alanin,
ammonia és szén-dioxid keletkezik. A DPD hidnyban szenvedd betegek esetében a csdkkentett 2-1*C-uracil
katabolizmus csokkentett mennyiségli 3CO, -t fog eredményezni. Viszont ennek a mddszernek nagy
hatranya, hogy kozepes hatékonysaggal, vagy egyaltalan nem tudja megkulénboztetni a sulyos toxicitasu
betegeket a kozepes sulyossaguaktol. Ennek a tesztnek egy fontos korlatja, hogy a kapott eredményt

befolyasoljak mas enzimek is, mint a dihidropirimidindz vagy a B-ureido-propionaz.
2.2.3. Uracil (Ura) és dihidrouracil (UH2) meghatarozas nyalbdl

Carlsson és munkatarsai cikkében colorectalis, azaz vastag-eés végbéldaganatos betegek nyal
mintéiban vizsgalta az Ura és az UH> mennyiségét, mivel a csokkentett DPD hatasara valtozik az UH»/Ura
arany, ezért ez az érték jellemz0 lehet az enzim aktivitasara [15]. Az eljarés soran az 5-FU adjuvans kezelés
elott 6sszegyljtotték reggel az éhgyomori nyélat gy, hogy egy vattacsomot kellett 2 percig ragni, majd
centrifugalassal elvalasztottdk a folyadékot. A mintat egy HPLC oszlopra vezették, majd 2 oszlop
segitségével hataroztak meg az analitokat. Az els6 oszlop egy forditott fazisu C18, a masik pedig egy

kationcserélé oszlop volt. 210 nm-en végezték a detektalast és ez alapjan szamoltdk ki a két metabolit
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aranyat. Ugyanez a szerzOcsoport tanulmanyozta ugyanilyen technikaval a reggeli els6 vizeletb6l vett

mintat, de nem volt statisztikailag szignifikans kilonbség a beteg minték és a kontroll csoport kzott.
2.2.3. DPD enzimaktivitasanak direkt meghatarozas

Az A. Fleming és munkatarsai 1992-es cikkében kdzdlt modszere szolgél alapjaul az Orszégos Onkologia
Intézetben hasznalt modszerhez [16]. A vizsgalat a fenotipusos tesztek kdzé sorolhatd és a periférias
mononuklearis sejtekb61 meghatarozott enzimaktivitas alapjan vizsgalhatoak a betegek DPD deficiencigja.
Ennek érdekében heparin véralvadasgatlot tartalmazo vérvételi cs6be vettek reggel 8 és 11 dra kozott vért,
ezzel is kizarva a cirkradian ritmus okozta hatasokat. 20 ml vért gylijtottek és dsszekevertek 15 ml RPMI
folyadékkal és ezt elegyitették Ficoll oldattal, natrium-diatrizoattal. A natrium-diatrizoat oldat szintén egy
gyakran alkalmazott folyadék, amit altalaban Ficollal kombinalva hasznalnak limfocitak vagy mas
leukocitak stiriség alapu elvalasztasara. 30 perces 400g-n torténé centrifugalas utan a limfocitakat
Osszegyljtotték és kétszer PBS oldattal mostak, az eritrocitak lizalasara hipotonias oldatot alkalmaztak. A
limfocitakat 35mM pH 7,4 foszfat pufferben szuszpendaltak, a sejtfeltaras fagyasztas—olvasztas ciklusok
alkalmazasaval tortént, amit jeges hiités melletti szonikalas kovetett (5 x 10s). 30 percig 20 000g-vel 4 °C-
on centrifugaltak, végiil a feliiluszo lizdtumot vizsgalatig jeges hiités alatt taroltak. A reakcidelegyet 35mM
foszfat pufferben allitottak el6, amibe 2.5 mM MgClz, 250 uM NADPH, 20 uM és *C jel6lt 5-FU (55 mCi/
mmol) kerult, majd 1 orat 37 °C-on inkubaltak a reakcioelegyet. Az enzimreakcié leéllitasara jeghideg
etanolt alkalmaztak, majd 30 percre -20 °C-os fagyasztoba tettek a mintat. 400g-n 5 perc centrifugalas utan
a feluluszot HPLC-vel és on-line szcintillacios detektorral analizaltdk. A minta teljes fehérje tartalmat

meghataroztak, a DPD enzimaktivitast pedig nmol(DHFU)/ perc x mg fehérje dimenzidéban adtak meg.

Van Kuilenburg és munkatarsainak 1998-as tanulmanyaban az el6z6h6z nagyon hasonléan PBMC-bél
mérték a DPD aktivitast. A vért EDTA-t tartalmazo vérvételi csébe vették le és a limfocita szeparalashoz
Lymphopaque (1.086 g / ml) oldatot hasznaltak. 800g-n szobahémérsékleten centrifugaltak 20 percet és
Osszegyijtotték a limfocitakat, majd PBS-sel mostdk (800 g 8 min). Az eritrocitak lizalasa jéghideg
ammonium-kloriddal tortént, majd 250g-n 4 °C-on 10 percet centrifugaltak. A limfocitakat a felhasznalasig
folyékony nitrogénben taroltak. A reakcidelegyhez 35 mM foszfat puffert (pH= 7,4), 2.5 mM magnézium-
kloridot, 1 mM DTT-t, 250 uM NADPH és 25 uM [2-}C]timint hasznaltak. A *C jelzett timint és a
keletkez6 jelzett dihidrotimint izokratikus elGcié mellett forditott fazisu folyadékkromatogréfiaval
valasztottak el és egy radiodetektorral detektaltak. A lizatum teljes fehérje tartalmat BCA teszttel hataroztak
meg [17].
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Ugyanez a kutatocsoport vizsgalta a vérben talalhatd kiilonbozo alakos elemek fajlagos
enzimaktivitasat. A vér alakos elemei kdzé sorolhatdak az eritrociték, limfocitak, trombocitak, bazofil
granulociték, neutrofil granulociték, eozinofil granulocittdk valamint a monocitédk. Az egyes sejttipusok
enzimaktivitdsok  meghatdrozasahoz  kiillonb6zé  szeparaladsi  technikdkat alkalmaztak, hogy
elvalaszthassanak bizonyos populaciokat. Az eozinofil és neutrofil granulocitékat ugy tisztitottak, hogy
ammonium-kloridos eritrocita lizist alkalmaztak, majd centrifugaltdk és PBS-sel mostak.
Végeredményként a minta >95% neutrofil és <5% eozinofil granulocitat tartalmazott. Eritrocitakhoz a
Percollos elvalasztas soran haromszor mostak fiziologias sdoldattal, majd a sejtpellet folotti folyadékrészt
eltavolitottak. A trombocitakat a feltilisz6 vérplazmabol nyerték, valamint a leukocitaktél a monocitakat is
elvalasztottak. A méréseik soran azt tapasztaltak, hogy a kiilonb6zo alakos elemek kiilonb6zé DPD
aktivitassal rendelkeznek. A sejtek kozll a legmagasabb fajlagos aktivitdsa a monocitdknak, majd
limfocitaknak, granulocitaknak és végul a trombocitadknak volt. Az eritrocitaknak nem volt jelentds mértéki

aktivitasa, amit ki is tudtak mérni, az is a szennyez6 granulocitaknak tudhat6 be.
2.4. Célkitlizés

Az Orszagos Onkologiai Intézet Biokémiai Osztalya orszagos szinten végez DPD enzimaktivitas
meghatarozast radioenzimatikus modszerrel 5-FU kezelés mellékhatasainak el6rejelzésére. A munka f6
célja, hogy a patologias tartomanyban, azaz csdkkentett DPD aktivitasi mintak esetén fejlessziik a mar
alkalmazott mddszer érzékenységét, megbizhatdsagat és reprodukalhatosagat. Ebben a tartomanyban
kilonosen fontos a tényleges DPD aktivitas ismerete, mivel ekkor a potencialis toxicitasbdl adodo
mellékhatasok elkertilése végett egyéb, nem fluoropirimidin alapu terapias megoldasra van sziikség. A
maodszerfejlesztés soran az eredeti modszer kiilonboz6 paramétereit tervezzik megvizsgalni, hogy
azonositsuk az eljaras érzékenységét és megbizhatosagat befolyasolo tényezdket. Vizsgalni kivanjuk mind
az alkalmazott kromatogréafias modszert, mind a limfocita-szeparalasi eljarast, ezen tul azonban szeretnénk
a mert enzimaktivitisainkat korrelaltatni vérplazmaban mérheté6 metabolit szintekkel és aranyokkal,

amelyet HPLC-MS/MS maodszerrel kivanunk megvaldsitani.
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3. Alkalmazott modszerek

3.1. Anyagok

A mérésekhez a Sigma-Aldrich vegyszergyartotdl szereztik be a tetrabutilammonium-
hidrogénszulfatot, nikotinamidot, magnézium-kloridot, ditiotreitolt, glikdzt, albumint, EDTA-t, NADPH-
t, di-k&lium-hidrogén-foszfatot. Reanal-t6l a néatrium-kloridot, di-natrium-hidrogén-foszfatot, kalium-
dihidrogén-foszfatot, ammonium-kloridot, kalium-hidrogén-karbonatot, kalium-kloridot, calcium-kloridot,
magnézium-szulfatot, natrium-hidrogén-karbonatot. Cytiva-t6l a Ficoll-Paque oldatot. Merck KGaA-t6l a
tirk oldatot és a trindtrium-citratot, Superco-tél az acetonitrilt, Gibco-tdl a tripan kék festéket. A flow
citometrias mérésekhez Miltenyi Biotec antitesteket (130-127-586), a fehérjeméréshez Thermo Fisher
Scientific Pierce™ BCA Protein Assay Kit —et, az enzimreakcidéhoz pedig Moravek Biochemicals Inc. altal
eléallitott 53.5mCi/mmol fajlagos aktivitast [6-1*C]5-fluorouracilt hasznaltunk.

3.2. Mintavétel

A vizsgalat vérmintabol torténik, amit az Orszagos Onkoldgiai Intézet ambulanciajan vesznek le a
konyokvenabol EDTA-t tartalmazé vérvételi cs6be, vagy az orszagos lefedettség miatt egy kiils6 klinikan,
amit elkildenek az Intézet szamara. Az EDTA kelat komplexképz6dés formajaban koti meg a calcium
ionokat, amelynek a szervezetben katalitikus funkcidja van a protrombin trombin atalakitasnal, ami a
veralvadas alapreakciojat a fibrinogén-fibrin atalakulast katalizalja. Ennek eredményekent a véralvadas
nem kovetkezik be és a vérminta analizalasra alkalmas. Véralvadas gatlasara még citratot és heparint is
alkalmazhatnak. A kisérletekhez hasznalt vermintakat egészséges onkéntes donoroktdl vettik le 9 ml
térfogatl Vacutainer K2EDTA mintavételi csovekbe. A mintagytijtést a BPR-021/00084-2/2014 szamu
ETT-TUKEB etikai engedély alapjan végeztik.

3.3. Limfocita szeparalas

A vérmintakat alaposan, de csak Ovatosan forditgatva Osszerazzuk és 4ml Ficoll-Paque oldatra
rétegezzilk Pasteur pipetta segitségével. A Ficoll oldat egy pontosan meghatarozott stirtiségti, hidrofil
poliszacharid oldat, amit els6sorban a diagnosztikaban és a kutatasban vérmintakbol sejtek szeparalasara
hasznalnak. A Ficoll oldat stirtisége 1,077 g/ml Ezt kovetden egy centrifuga segitségével centrifugaljuk 23
percet 3220 g-n, majd a leallitas fék nélkul torténik. Utobbi azért sziikséges, mert fékezésnél a nagy rantas

miatt nem egy 6sszefiiggé Kis réteget kapndnk a mononuklearis sejtekb6l, hanem nagy térfogatban
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betegeknél prognosztikai célbél

oszlananak el a limfocitak, azaz a nyiroksejtek. Centrifugalas hatasara siiriiség alapjan tobb rétegre valik
szét a Vér: felsd (sarga) réteg a vérplazma, amiben az alvadasi faktorok, fehérjék, ionok vannak; alatta a
sziirkésfehér, hoszerti rétegben a mononukleéris sejtek, azaz limfocitdk és monociték, alatta a szintelen,
szeparalo Ficoll oldat és végill a legaljan a vordsvértesteket és granulocitakat tartalmazo voros réteg. igy
mar egy Pasteur pipetta segitségével a vérplazma és a Ficoll oldat kozott 1évo limfocitdkat &t tudjuk

pipettazni egy milanyag centrifugacsébe.

9 ml-re kiegészitjik a limfocitakat tartalmazo frakciot ,kiegészitett PBS”-sel (phospate-buffered
saline, azaz foszfattal pufferelt sooldat), ez az elsé mosasi 1épés. A PBS az egy olyan oldat, ami izotonias
koncentréacioban tartalmazza a s6kat, ami az ozmdzisnyomas és az elektrolit egyensuly miatt fontos, illetve
puffer 1évén megakadalyozza, hogy a kisérlet soran drasztikus pH-valtozas kovetkezzen be. Tehat az
emberi szervezet belsé kornyezetét hivatott reprodukalni, ezért széles kdrben hasznaljak bioldgiai,
biokémiai és orvosi kutatasokban. A ,kiegészitett PBS” tartalmaz tovabba glik6zt, ami energiaforras a
sejteknek, ezért €16 sejt tarolasa esetén elengedhetetlen, valamint biztositja az izoténias kdrnyezetet és
szérum albumint, ami az ozmotikus egyensuly fenntartdsa miatt fontos. A mintat a moséoldattal 5 percig
1811 g-n, fék hasznalata mellett centrifugaljuk.

Mononuklearis
sejtek

Ficoll

Vorosvérsejtek,
granulocitak

4. abra — Veér frakcidi Ficoll oldatos szeparalast kovetéen
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A lecentrifugdlt atlatszo sejtek a milanyag cs6 aljan gytilnek ossze. A felette 1év6 oldatot ledntjiik és
4 ml lizalé oldatot adunk hozza Ugy, hogy a pipettaval a sejteket felkeverjik, majd 10 percig jegesfiirdében
taroljuk. A lizal6 oldat ammdnium-kloridot tartalmaz, ami kémiai tulajdonsagaib6l adédodan eritrocitak
(vOrosvertestek) lizisére hasznalhatd. Az ammonium-kloridb6l sz&rmaz6 NHs a sejt membranjan
atdiffundalva ndveli annak citoszolikus pH-jat, ezaltal az oldott CO- egy része ezen a pH-n karbonatta fog
alakulni. A megnovekedetett CO32" koncentraciot a sejt klorid-karbonat transzporterén keresztiil probélja
ellensulyozni, ezaltal megnd a citoszolikus klorid koncentracid, ami végil egy ozmotikus sokkot fog
eredményezni a sejten bellili magas NH4CI koncentracio miatt [18]. Lizis utan ujra felontjik , Kiegészitett
PBS” oldattal és 5 min 805g mellett centrifugaljuk. A végén egy fehér-okker szinii sejt tomeget kapunk a
centrifugacsd aljan. Ha tovabbra is piros, az azt jelenti, hogy nem volt sikeres a lizis és még maradt a
rendszerben eritrocita, azaz vorosversejt. Ilyenkor a lizis folyamatéat a kiegészitett PBS-es mosassal egyuitt
meg kell ismételni, mig ezt a fehér-okker szint meg nem kapjuk.

Most kovetkezik az utolsé ,,kiegészitett PBS-ben valdo mosas 10 min 805g mellett. A felliluszot
ledntjiik és a csdvet Hanks’ oldattal toltjik fel. 10 min 805g-n és fék nelkil centrifugaljuk, ezaltal egy
lazabb limfocita halmazt kapunk. A Hanks’ oldat biztositja rovid tavon a sejtek életképességéhez szilkséges
szervetlen ionokat, fizioldégias pH-t, megfelelé ozmotikus nyomast. Széleskorben alkalmazott oldat a

sejtbiologia teriiletén, amit féleg rovidtavi miiveletekre alkalmaznak, mint a sejtek mosésa.

Beteg mintanként két Eppendorf mikorcentrifuga csébe 90 ul Tirk-oldatot tesziink, majd 400 pl
Hanks’ oldattal a limfocita halmazt felszuszpendaljuk és vortexeljik. Vortexelés utan azonnal 10 pl-t
bemériink az Eppendorf csdovekbe és hagyjuk 10 percet allni, hogy megfestédjenek a limfocitak. A Tirk
oldat egy laboratoriumokban gyakran alkalmazott vegyszer, ami ecetsav tartalma révén elsegiti a maradék
vorosvértestek hemolizisét és a benne 1évé metilénkék festék pedig megfesti a leukocitdkat (fehérvérsejtek),
ezert alkalmasak lesznek a mikroszkdppal valé szamlalasra. A festett mintabol 10 pl-t belepipettazunk egy
Burker-kamraba, ami egy olyan uvegeszkdz, amely rendelkezik egy apro ismert térfogatu mélyedéssel és
egy ismert beosztasu raccsal és féenymikroszkop segitségével megszamoljuk, hogy ebben az adott
térfogatban mennyi festett limfocita talalhatd meg. 100 koruli érték az idealis, amely megfelel N/ml
sejtkoncentracionak, ha ennél tébb az egész mintat aranyosan higitjuk Hanks’ oldattal és 0j ellen6rz6
sejtszamlalast végzink. A Hanks’ oldatban 1évé limfocita mintat csavaros kupakil miianyag edénybe

(kriocsd) helyezziik és felhasznalasig folyékony nitrogénben téaroljuk.
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5. dbra — Tirk oldattal festett leukocitak Burker kamraban, mikroszkop alatt
3.4. Sejtfeltaras

Az 5-FU-t lebonté DPD enzim a limfocitak sejtplazmajaban fordul el6, ezért az enzim aktivitasanak
a meghatarozasahoz lizalassal kell azt felszabaditani a sejtekbdl. Lizalashoz szdmos technikat lehet
alkalmazni, mint az ultrahangos szonikalas, fagyasztas-olvasztas ciklusok ismétlése vagy a detergensek
hasznalata. Ezt a Biokémiai Osztalyon ennél a tipusi mérésnél tobb kérds folyékony nitrogénes fagyasztas-
olvasztas technikaval valdsitjak meg. A limfocitakat tartalmazé Hanks’-oldatos mintat a mérés napjan
kivesszuk a folyékony nitrogént tartalmazd minta tarolobol és kézmeleg vizben felolvasztjuk, majd
vortexeljik 1 percig. Ezt a ciklust haromszor ismételjik meg, majd 30 percig 221369 mellett 4 °C-on
centrifugaljuk és végul a fellliszo lizdtumot Uj Eppendorf csébe pipettazzuk. A centrifugalas alatt

elékésziiliink az enzimreakciohoz a szilkséges oldatok elkészitésével.
3.5. Enzimreakcid
A centrifugalas kdzben elkészitjik a sziikséges oldatokat az enzimreakciohoz.

o Foszfatpuffer — 0,2M KH2PO4 ,0,2M K>HPO4 pH = 7,6 vizes oldat
e A oldat — 0,3 mg/ml ditiotreitol (DTT) foszfatpufferben

e MgCl>_ 10 mg/ml A oldatban

e Nikotinamid oldat — 5 mg/ml A oldatban

e NADPH oldat — 1 mg/ml A oldatban
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Reakciotelegy 28 darab mintéra

e 526 pl A-oldat

e 175 pl MgCl,-oldat

e 70 pl nikotinamid oldat
e 350 ul NADPH oldat

e 280 pl6-*“C 5-FU

A foszfatpuffer biztositja a megfelelé pH-t az enzimreakciohoz. ADTT egy redukéldszer, amely segit
az aktiv centrumukban tiol csoportokat tartalmaz6 enzimeket katalitikusan aktiv formaban tartani, mivel
szamos enzim esetén ezek nagyon koénnyen oxidalodni tudnak. A magnézium-ionok és a nikotinamid
kofaktorok, amik hozzajarulnak az enzim miikodéséhez, mig a NADPH egy olyan kofaktor, ami a szervezet

redukaloszere, ezért szilkséges az 5-FU redukalasahoz. Betegenként két mintat készitiink el6:

I. 50 pl lizdtumhoz 100 pl jeges etanolt adunk és utana 50 pl reakcidelegyet

I1. 50 pl lizdtumhoz 50 pl reakcioelegyet adunk és vortexeljik

Az elsé esetben a folyamat mar a reakcidelegy hozzaadasa el6tt le van allitva, az lesz a nulladik
idOpillanati referencia. A mintankat 37 °C-on razatva inkubaljuk 40 percet, majd jeges 96%-os etanollal
ledllitjuk és vortexeljuk. 10 perc centrifugalassal 6864g-n a denaturalt fehérjeket lecentrifugaljuk az
Eppendorf cs6 aljara. A tiszta felliluszot atpipettazzuk HPLC mintatartd Gvegekbe. A mérésig ezeket a

mintakat -20 °C-os fagyasztoban taroljuk.
3.6. Elvalasztas és detektéalas

Az el6z6ek soran eljutottunk oda, hogy a vérbol elvalasztottuk a limfocitakat, majd lizaltuk es
megfelelé koriilmények kozott létrehoztunk egy enzimreakcidt, mely sordn az enzim a *C jelzett
radiofarmakon egy részét atalakitotta a szintén “C jelzett redukalt termékévé. Ezeket kell elvalasztani,
amelyre forditott fazisti nagy teljesitményt folyadékkromatografiat alkalmazunk (RP-HPLC), ELITE
LaChrom, MERCK HITACHI autosampler [-2000es széria. Az elvélasztdshoz ThermoFisher ODS
HYPERSIL C-18 forditott fazisi (250 mm x 4,6 mm, 5 pm, 100A) oszlopot hasznaltunk és

szobahémérsékleten izokratikus, azaz allandd Osszetételii eluenst alkalmaztunk 0,5 ml/perc aramléasi

=z
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koncentracioju tetrabutilammaénium-hidrogénszulfat oldatot. A detektalashoz FlowStar Berthold LB 514

tipusu szcintillaciés szamlalét alkalmaztunk.
3.7. Sejtfeltarasi modszerek

Lizisnek nevezziik azt a folyamatot, mely soran a sejtet koriilvevé sejtmembrant részlegesen vagy
teljesen lebontjuk vagy feloldjuk kiilonb6z6 modszerekkel annak érdekében, hogy a citoszolikus, azaz a
sejtplazméaban vagy az organellumokban talalhat6 szamunkra érdekes anyagokat vizsgalni tudjuk, mint a
fehérjek, ribonukleinsavak (RNS) vagy a dezoxiribonukleinsavak (DNS). Alapvetden a lizalasi technikak
két f0 csoportra oszthatoak a fizikai és kémiai lizalasi eljarasokra. A fizikai lizalasi modszerek kozé
tartoznak a fagyasztas — olvasztas ciklusok, a termikus lizalas, a szonikalas, az ozmotikus sokk alkalmazasa
vagy a mechanikai eljarasok. A fagyasztas — olvasztds ciklusoknal a viz fagyasztas soran torténd
térfogatndvekedését hasznaljuk ki, mely soran a sejtmembran karosodik és ezt ciklikusan ismételjuk.
Termikus lizalast is alkalmazhatunk, ugyanis kimutattak, hogy a tartés magas hémérséklet is hasznalhato
lizalasra, mert denaturalodnak a sejtmembranban talalhato fehérjék, de ennek a felhasznalhatosaga
korlatozott, mivel a metabolitok, fehérjék és a DNS is karosodhat magas hdmérséklet hatasara. A szonikalas
soran az ultrahang energiajat fogjuk alkalmazni és ez jelenleg az egyik legszélesebb korben alkalmazott
technika. A nagy frekvencidju hanghullamok lokalisan valtakozo nagy és kis nyomasanak, valamint a
kavitacionak készonhetden a sejtek membranja széttorik igy megtorténik a lizis. Az ozmotikus sokk az
ozmozis jelenségén alapszik, amely soran, ha egy féligateresztd hartya, esetiinkben a sejtmembran két

oldala kozott koncentracio kiilonbseg jon létre, akkor ez egy iranyitott részecskearamlast fog okozni. Ha

s

-z

keresztul a sejtbe aramlani, ami a sejt szétpukkadasahoz vezet. A mechanikai lizalasi technikak esetén
nyirderdt fogunk létrehozni, mely soran ennek az erdnek a hatdsara, mechanikai uton fogjuk kérositani a
sejtmembrant. Ebbe a csoportba tartozik az Uveg, acél vagy keramia gyongyokkel valo lizalas, mely soran
a sejtekkel Utkdznek ezek a gyongyok, igy a sejtmembrant fizikai Gton torik 6ssze. Ide tartozik még a Potter-
Elvehjem homogenizator, ami egy szintén nyirderd hatasara torténd modszer a sejtek szétzlizasara,
homogenizélasara. Ez a homogenizator egy livegcs6bol all, amihez tartozik egy a csé belsd atmérdjénél
csak kicsivel kisebb atmérdjii tivegdugattyt. A sejteket tartalmazd szuszpenziot a Potter csdvébe toltjiik,
majd a dugatty( fel — le mozgatasaval, tehat a szuszpenzio dugattyll és tivegesé kozotti atpréselésével

valtjuk ki a nyir6fesziiltséget.
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A kémiai elven mitkodd lizalas torténhet a pH megvaltoztatasaval, mint a ligos hidrolizis, mely soran
a sejthartyat alkotdé foszfolipidek észterkotéseinek a hidrolizélasa torténik, vagy alkalmazhatunk
detergenseket, amik fellletaktiv anyagok, amfipatikus molekulak, amik a hidrofil — hidrofob
kolcsonhatasok alapjan képesek a sejthartyat megbontani. A detergensek kettés oldékonysagu
tulajdonsdguk miatt képesek micelldkat keépezni és ezéltal diszpergélni vizben nem old6dd zsirokat,
olajokat. Ezen belul megkiilonbdztetlink ionos (anionos, kationos) és nemionos detergenseket. A bioldgiali
lizisek soran valamilyen specifikus enzimet is alkalmazunk annak érdekében, hogy a citoszol anyagait
kinyerjiik a sejtbdl. Ennek a moddszernek nagy elonye, hogy nagyon specifikusan alkalmazhatjuk egy

bizonyos sejttipusra, annak fliggvényében, hogy melyik enzimet alkalmazzuk [19].

A kiilonboz6 lizalasi eljarasok dsszehasonlitdsdhoz ugyanazon limfocita mintat dolgoztuk fel, majd
a keletkezO lizatumok fehérje tartalmat mértiikk, mint a lizis hatékonysaganak mutatojat. A fagyasztas-
olvasztast az alapmodszernek megfelelden, a szonikalast 10 masodpercig és 10%-os mitkddési ciklusban
vegeztik, ami azt jelenti, hogy masodpercenként csak tized masodpercig ad ultrahangot. A detergenseket
Ugy adtuk hozza a limfocitdkhoz, hogy 5 percig 1000g-n centrifugaltuk, leszivtuk a fellluszo
haromnegyedét, majd ugyanennyi detergenssel visszaallitottuk az eredeti térfogatot. Megvizsgaltuk a
Potter-Elvehjem homogenizator, a fagyasztds — olvasztas ciklusok és a szonikalas hatasat, valamint

kiilonb6z6 detergenseket is kiprobaltunk, mint a CHAPS, RIPA és a 8M koncentracioji karbamid oldata.
3.8. Fehérjemerés

A fehérjék kimutatasara szamos modszer ismert, mint a Bradford modszer, ami egy kolorimetrias
eljarés, azaz egy festék specifikusan kapcsolodik a fehérjéhez, ezaltal egy szinvaltozas torténik, ami
spektrofotometriasan vizsgalhatd, de a mddszer érzékeny a detergensekre. Hasznalhaté még direkt UV
spetrofotometria, ami gyors és egyszerii eljaras, de egy komplex mintaban nagyon sok komponens képes
elnyelni, ami zavarja a mérést. Specifikus fehérjekimutatasra immunprobéakat alkalmaznak, mint az ELISA
vagy a Western blot. Az ELISA teszteknél egy specifikus antitestet kotnek a fehérjéhez, majd egy
masodlagos  antitestet, ami létrehozza a detektdland6 szinreakciot, fluoreszenciat vagy
kemilumineszcenciat, mig a Western blotnal egy gélelekroforézis elvalasztds utdn egy membranra
blottoljak és ehhez kétik a szines, fluoreszkal6 vagy kemilumineszcens jelolést, ezeknek a hatranya, hogy
idéigényesek és az antitestek nagyon dragak. Munkank soran BCA tesztet alkalmaztunk, ami nem érzékeny

a detergensekre, ellenben redukaldszerek, tiolok zavarhatjak a mérést.
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A BCA teszt Biuret reakcion alapszik, amely sorén a fehérjékben megtaldlhatd peptidkotések és
bizonyos aminosavak, mint a cisztein, triptofan vagy a tirozin képesek redukalni a Cu?* iont Cu* ionna
ligos korilmények kozott. Ez a Cu* képes komplexet kialakitani a BCA-val és egy ibolyaszinii komplex
fog keletkezni. A keletkezé Cu™ mennyisége, ezaltal a komplex mennyisége aranyos lesz a mintaban
talalhato fehérjekoncentracioval, spektrofotometridsan detektalhatd, abszorbancia maximuma 562 nm-en
talalhato [20].

A fehérjemérés soran 96 lyukas microplate-et hasznaltunk és minden mintét, valamint a kalibracios
kalibracios sorozatot készitettiink. Erre a célra gyakran hasznaljak a szarvasmarha szérum albumint (BSA),
amelybdl felez6 higitassal csinaltunk kalibracios sorozatot 2000 és 125 pg/ml fehérjekoncentracio kozott.
Mivel a kiilonb6z6 lizalasi modszerek esetén kiillonbdzd puffereket alkalmazunk, ezért minden puffer
esetén, amivel a higitasokat végezziik kiilon kalibracids sorozatot kell csindlni, igy ellendrizve az oldoszer

hatasat a fehérjeméres eredményére.

A méréshez az A és B reagenst 50:1 terfogataranyban dsszekeverjuk (Working reagent — WR) és
lehet6leg utana azonnal felhasznaljuk. A microplate-be 10 pl-t mértink be a lizatumbol, illetve 200 pl-t a
WR-bé61 és 30 percet 37 °C-on inkubaltuk. Inkubalas utan egy spektrofotométer segitségével mertik az
abszorbanciakat 562 nm-en és a kalibralo sorozat abszorbancia pontjaira egyenest illesztve szamolhatjuk

-z

alkalmaztunk.
3.9. Aramlasi citometria

Az aramlasi citometria a sejtbiologiai, sejt-biofizikai, immunologiai és onkoldgiai kutatasok fontos
eszkoze, amellyel lehetdségiink nyilik a sejtpopulaciok jellemzésére. Ez a technika lehetdvé teszi, hogy
automatizalt mdédon kvantitativ és kvalitativ jellemzést adjunk a sejtpopulaciot alkotd sejttipusokrdl
kiilonbdz6 morfoldgiai adatok alapjan. A kiilonbozd sejttipusokat azonositani és mennyiségileg jellemezni
lehet a sejt-nagysag és intracellularis granulaltsaguk alapjan. Ezt kiegészitjik kiilonb6z6 fluorokromokkal
(fluoreszcens festékekkel, fluoroforral), amelyek segitségével a morfologiai adatok mellett kiilonb6zo
fehérjéket, DNS-t, RNS-t, apoptozist és szamos egyéb folyamatokat tudunk tanulmanyozni. A vizsgalt
mintankat, ami egy sejtszuszpenzid tulnyomas segitségevel vezetjik be az aramlasi cellaba. A mérés soran
nagyon fontos, hogy egy jol pozicionalt sejtdramot hozzunk létre, ezt hidrodinamikai fokuszalassal

valositjuk meg. A készllékben egy kopenyfolyadékot alkalmazunk és turbulencia mentes laminaris
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aramlést hozunk létre. Célunk az, hogy az optikai celldban a sejtek egyenként haladjanak at. Néhany mm-
rel a fej alatt kiilonboz6 fényforrasokat alkalmazunk, amelyek segitségével optikai jeleket kapunk a
sejtekr6l. A gerjeszté fényforrds lézer, ami nagy intenzitisi, monokromatikus, koherens, polarizalt
elektromagneses sugarzast tud létrehozni. Az egyes sejtek athaladasakor detektalt jelek lehetnek a
fényszorasbol szarmazo jelek, amelyek lehetnek elére iranyuld fényszoras (forward scatter - FSC), amikor
a detektor a gerjesztd fénynyalabbal egy iranyban all vagy oldaliranyu fényszoras (side scatter - SSC),
amikor a fénynyalabra merdleges irdnyu a detektor. Ezeken tul az optikai jelek lehetnek fluoreszcencia
jelek, ha kiilonb6z6 fluorokrémokat is alkalmazunk, ekkor a fluoreszcencia detektorok merdlegesen
helyezkednek el a fénynyalabra. A fluoreszcencia intenzitasa aranyos lesz a sejtekhez kétott fluorokrom
mennyiségével. Az eldre iranyuld fényszoras a sejtek méretét fogja jellemezni. Az oldaliranyu fényszoras

az intracellularis granulaltsaggal van 6sszeftiggésben. [21,22].
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4. Eredmények és értékelésuk

A jelenleg alkalmazott mddszer esetén a f0 probléma az, hogy a patologids esetnél, amikor DPD
deficienciardl van sz6 a kromatogramon a keletkez6 termék, azaz a DHFU csucs magassaga es teriilete
nagyon alacsony, mivel csak kis mértékben képes a lebonté enzim az 5-FU-t atalakitani. Ennek
eredményeként a jel-zaj arany is alacsony, ezért egy megbizhat6 mddszer érdekében ezt az aranyt a
patoldgias tartomanyban feltétlenul ndvelni kell. Az ilyen esetekben, amikor kis koncentracidkat szeretnénk
pontosan mérni fontos feladat az alapvonali zaj csokkentése vagy a jel novelése, hogy elérjiik a kedvezd
jel-zaj aranyt, ezéltal minél alacsonyabb kimutatasi hatart. Az alapvonali zaj csokkentésére szamos mddszer
van, mint az eluens tisztasag ndvelése, mechanikai szennyezédések sziiréssel vald eltivolitasa vagy
elektromos zaj esetén a hdmérséklet csokkentése a detektorban lehet egy megoldas. Esetlinkben a detektor
nagyon magas specificitasa miatt a mintabol, az eluensbdl, valamint a természetes hattérsugarzasbol
szarmazd hattérzaj csokkentése csak indokolatlanul nagy munkdval lenne elérhetd, hiszen az eluens ,,3-
szegényitése” vagy a hattérsugarzas csokkentése rendkivul koltségigenyes. A detektor fejlesztése szintén
nem volt jarhato Ut, akarcsak detektalasi paramétereinek modositasa sem. Ezek kovetkezményeként a jel/zaj

arany megnovelése céljabol annak szamlalojat, tehat a detektalt jel megndvelését tiiztik ki celul.

Els6 1épésként az alkalmazott kromatografias modszer feliilvizsgalatat végeztiik el. Ennek az oka az
volt, hogy a rutin médszer hagyomanyos C18 allofazisu kolonnan torténd izokratikus elvalasztasra épit
100%-0s vizes eluenst alkalmazva. Forditott fazisok esetén bar az irodalomban, foként polaris
komponensek metabolomikai vizsgalatanal gyakran bevett modszer ez a megoldas, hiszen kelléen gyenge
eluciés korulményeket eredményez biztositva a polaris komponensek visszatartasat, ugyanakkor
kedvezdtlen a kolonnatdltet szempontjabdl. A teljesen hidrofob, szilika tolteten elhelyezett szénhidrogén
lancok teljesen polaris mozgdfazis mellett a két fazis kompatibilitdsanak hianyaban drasztikus valtozason
mennek at és ,,0sszeomlanak”. Ezzel az all6fazis elvesziti visszatarto erejét, kapacitasat, ami az elvalasztas
romlasahoz és a kolonna hasznalhatatlanna valasahoz vezet. Ezt természetesen mi is tapasztaltuk a retencios
id6k folyamatos csokkenésén keresztiil, amit minden mérési sorozat utan 80%-0s ACN-lel t6rténd mosassal

igyekeztink ellenstlyozni.
4.1. Az eluens Osszetétele és az aramlasi sebesség

Forditott fazisu C18-as kolonnat alkalmazunk, ezért, ha megndveljik a szerves olddszer mennyiségét

az eluensben az szamos elénnyel jarhat. Az apolaris komponensek retenciés ideje csdkken, mivel ezek a
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komponensek jobban fognak oldddni a mozgd fazisban, mint vonzddni az elvalasztast végz6 oszlop
toltetéhez. Az acetonitril mennyiségének a novelése kedvez6 hatassal van az eluens viszkozitasara is, mivel
Kisebb a viszkozitasa, mint a kezdeti vizes, foszfat puffert tartalmazé eluensnek. A stabil pH biztositasa
érdekében foszfat puffert alkalmazunk, ezért nem novelhetjik meg a szerves olddszerek mennyiségét
tllsdgosan az eluensben, mert akkor a sok kivalnak a kolonnan, ezaltal a kolonna eltémddhet. Fontos
kezdeti 1épés volt, hogy eldszor a kolonnan kiviil, iivegcsovekben meghatarozzuk, hogy mekkora
térfogatszazalékos 0sszetételig nem latunk sokivalast. A két eluensosszetevét, a TBAH-SO4 tartalmu vizes
foszfat puffert és az acetonitrilt kiilonb6z6 aranyokban keverve ellendriztiik, megtorténik-e a puffer
kivalasa. 20 B V/VV%-ig egyaltalan nem lattunk opalos megjelenést, igy eddig az 6sszetételig biztonsagosan
keverhetjiik az eluenseket.

Az egyes Osszetételek mellett az 4ramlasi sebességet is valtoztattuk, amely a mérési 1dd
befolyasolasan tul egy nagyon fontos kdvetkezménnyel jart: Mivel az altalunk hasznalt detektor egy, az
analit szempontjabol ,,id6fliggé” mennyiséget detektal, ezért a klasszikus, UV detektalast alkalmazo
kromatogréfias jelenségek is valtoznak. Amig egy UV kromatogram csucs alatti tertilete csak kis mértékben
valtozik az elicid sebességétdl fliggden, addig ez a mi szcintillacios detektorunk esetében a detektalt jel
nagysaga jelentésen fligg az aramlasi sebességtdl, egészen pontosan az analit detektorcellaben toltott
idejétdl. Ez konnyen érthetd, hiszen a detektor a radioaktiv atom altal elszenvedett bomlasokat detektalja,
tehat kétszer akkora detektorban toltott id6 kétszeres belitésszamot eredményez. Ezt a jelenséget mi
elényiinkre kivanjuk forditani azaltal, hogy alacsonyabb aramlasi sebességet beallitva noveljiik a detektalt

csticsmagassagunkat, igy noveljik az érzékenyeget és a kimutatasi hatart is.

Adott 0Osszetételnél, kulonb6z6 aramlasi sebességek vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy az
elvalasztas hatékonysaga csokkent, ha csdkkentettik a sebességet, ami a diffizid okozat zdnaszélesedés
megndvekedésével magyarazhaté. Ez a jelenség az alapvonali szélesség megndvekedésénél és a
csticsmagassag csokkenésenél latszott. Két cslcs elvalasztasasanak a hatékonysagat a felbontas
(Resolution) jellemzi, ami a retencids idOkbdl és a félérték szélességbdl szamithatd és 1,5-t61 kezdve

mondhatjuk alapvonali elvalasztasnak.
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6. abra — DHFU retencios ideje az aramlasi sebesség és az eluensdsszetétel fuggvényében

A 6. bran azt latjuk, hogy adott a&ramlasi sebesség mellett, ha noveljik az eluensben az acetonitril
térfogatszazalékos Osszetételét, akkor a retencids id6k kismértékben csokkennek, az alacsonyabb aramlasi
sebesség pedig nagyobb retenciés idOket eredményez a vartnak megfeleléen. 0,3 ml/min aramlasi
sebességnél 0%B Osszetételli minta esetén a késziilék hibajabol adéddan a kromatogram nem keriilt
rogzitésre, igy ez a méresi pont sajnos hianyzik. 5 V/V% 0sszetétel felett a kromatogramokon azt
tapasztaltuk, hogy a csucsok 6sszecsusznak, ezéltal az elvalasztas nem hatékony és alacsony DHFU
cstcsok esetén, azaz a szamunkra fontos patoldgias tartomanyban nem értékelhetéek ki. Ez varhato volt,
hiszen viszonylag polaros komponensek elvalasztasat vegezziik C18 allofazison, igy eleve alacsony

visszatartast vartunk.

Ezen mérések alapjan ugy hataroztunk, hogy a tovabbiakban 2,5 V/V% acetonitrilt fogunk a vizes
eluensuink mellett hasznalni, ebben az esetben ugyanis még garantalt az elvalasztas. Mivel ez még tovabbra
is meglehetdsen alacsony szerves Osszetétel egy C18 kolonna szempontjabol, ezért felmeriilt alternativ
allofazis alkalmazasa is, mégpedig egy 100% vizes eluenssel kompatibilis forditott fazisu oszlop hasznalata

ezen polaris komponensek elvalasztasara.
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7. &bra — DHFU csucsmagassaga aramlasi sebesség és eluensosszetétel fliggvényében

2.5

ol

2.0
1
1

0
0 VIV% 2,5 VIV% 5VIV%

o

ol

Alapvonali szélesség (min)

0,5 ml/perc m0,4 ml/perc =0,3 ml/perc

8. abra — 5-FU csucs alapvonali szélessegének aramlasi sebesség és tsszetétel fliggese

A7. és 8. abra alapjan azt lathatjuk, hogy az aramlasi sebességet csokkentve €s az acetonitril aranyat
novelve a csucsmagassag csokken, ami elsére ellentétes a detektor karakterisztik4jatol vart tendenciaval,
valamint, hogy adott dsszetételnél, ha csokkentjuk az aramlasi sebességet vagy noveljik az eluensben az
acetonitril mennyiségét az alapvonali szélesség nd. Ezek a lathato tendenciék a diffuzioval magyarazhatok,
amelynek kovetkezményeként az alapvonali szélesség né és a csicsmagassag csokken. Ez sajnos

esetlinkben rontja az érzékenységet annak ellenére, hogy elézetes feltételezésiink alapjan a
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csticsmagassagnak az dramlési sebesség csokkentésével ndnie kellene. Ezt lathatoan feliilirja a diffuzié
hatasa, ezért sajnos az aramlasi sebesség csokkentése nem hozza el nekiink a kivant javulast. A jelenség
ugyanakkor megfigyelhetd a 9. abran, ahol valoban a csucs alatti teriiletek novekedését tapasztaltuk az

aramlés lassulasaval parhuzamosan.
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9. dbra — 5-FU jel alatti teriiletének valtozasa aramlasi sebesség és dsszetétel fliggvényében
4.2. Enzimreakcio inkubalasi ideje

Az eredeti protokoll szerint az enzimreakciot 40 percig kell inkubalni 37 °C-on razatas mellett és az
inkubélasi id6 letelte utan jéghideg 96%-os etanollal 4llitjuk le a folyamatot. A kovetkezdkben azt
vizsgaltuk, hogy miképp valtoznak az eredmények az inkubalasi id6k flggvényeben 0 és 90 perc kozott.
Az enzimkinetikai legegyszeriibb dsszefliggései alapjan is azt varjuk, hogy novelve az inkubalasi id6t az
enzim nagyobb mértékét fogja atalakitani a gyogyszernek, ezért a DHFU cstcsok ndni fognak, igy javul az

érzékenységunk.
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10. abra — DHFU koncentracio inkubalasi id6 fliggvényében

A 10. abra azt mutatja, hogy az inkubalasi id6t, ha noveljiik, akkor az atalakitas mértéke né, azaz n
a keletkez6 DHFU mennyisége Az inkubalasi id6 valtoztatasa a modszerfejlesztésnél egy egyszerii és
konnyen kivitelezheté modja lehet a jel-zaj arany novelésére, de nem érdemes tul hosszi inkubalési id6t
sem hagyni, mivel az eleve iddigényes klinikai diagnosztikai tesztiink elvégzése még hosszabb iddtartamot
fog igénybe venni. Ezen adatok alapjan ugy dontottiink, hogy a késébbiekben 60 perces inkubdlasi
id6tartamokat fogunk hagyni az enzimreakcionak razatas mellett. A 11. dbran a termékcsucs (8 min
retencios idonél) novekedésével parhuzamosan alig lathaté mértékben csdkkent a kindulasi anyag (5-FU
10,7 min retenci6s id6nél), amelybdl a fentebbi konverzids adatokkal egyutt egy fontos kovetkeztetést
vonhatunk le: Még normal (patologiasnal magasabb) enzimaktivitas esetén is mindéssze 15% konverziot
értiink el, azaz a teljes enzimreakcio alatt megfeleld feleslegben van jelen a reaktans, biztositva a linearis
Osszefliggést enzimaktivitas és termelédé DHFU kozott. Amennyiben ez nem teljesiilne, gy egy bizonyos
enzimaktivitas felett nem all fenn ez a kapcsolat, tehat nem tudnank megkilonbdztetni nagy aktivitasu

mintakat.
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11. &bra —Kromatogramok 40, 60 és 90 perc inkubalasi idejii mintaknal — 8 min retencios idénél a DHFU,

10,7 min retencios idénél az 5-FU csucsa lathato.

4.3. Szubsztrat koncentracio hatasa

A csucs terlletét, azaz a keletkezett termék mennyiségét az enzimkinetika segitségével Ugy is meg
lehet ndvelni, hogy a reakciosebessegi egyenletbél kiindulva annak egyes paramétereit valtoztatjuk. A
reakcidsebességi egyenlet egy olyan elsdrendii differencidlegyenlet, ami 0sszekoti a reakcidosebességet a
mechanizmus alapjan magyarazhat6. Az enzim altal katalizalt reakcid soran az enzim aktiv centrumaba
bekotédik a szubsztrat és ez lehet6vé teszi, hogy egy kisebb aktivalasi energiaju, azaz nagyobb
reakciosebességli tton keresztiil valésuljon meg a szervezetben lejatszodd biokémiai folyamat. Az

enzimreakcié mechanizmusa a kovetketd egyenlet szerint fog zajlani:

E+S <=ES —-E+P

Ahol E az enzim, S a szubsztrat, ES az enzim-szubsztrat komplex és P a termék. Az enzimbd6l és a
szubsztratbol egyensulyi folyamatkent keletkezik (ki reakciosebességi egyiitthatoval) az enzim-szubsztrat
komplex, amely egy instabil allapot, igy vissza tud alakulni a kiindulasi anyagokba (k-1 reakciésebességi

egyltthatoval) vagy tovabb alakulhat (k2 reakcidsebességi egyitthatoval) a termekké. A reakcidsebesség,

V4

VA

DHFU csucs teriilete, ha noveljik a szubsztrat koncentraciot, mikdzben az enzim koncentréacidjat allandé
értéken tartottuk.
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12. dbra — DPD enzim altal katalizalt DHFU termelés Kinetikai gorbéje

Ezt latjuk a 12. abran is, hogy egy telitési gorbét kapunk, azaz bizonyos koncentracio felett
valtozatlan a reakciosebesség, igy ellaposodik a gorbe. Ez a jelenség azzal magyardzhato, hogy a
citoszolbol kinyert enzim teljes mennyisége bizonyos szubsztrat koncentracio felett telitédik, ezért hiaba
néveljik azt tovabb nincs a rendszerben szabad enzim, igy nincs befolyésa a reakcidsebességre. A masik
hatarfeltétel akkor all fent, amikor a szubsztrat koncentracidja kézel nulla, ekkor a differencialegyenlet
elsérendli differencidlegyenletre fog egyszeriisodni, azaz a sebesség linearisan fog fliggeni a szubsztrat
koncentraciotol, ezt mutatja a kezdeti kozel linearis szakasz. A gorbe alapjan azt latjuk, hogy az alalunk
alkalmazott 5-FU koncentraciot, ha noveljiik sem latunk jelentds sebességnovekedést, igy a tovabbiakban

is ezt az 5-FU koncentréciét fogjuk hasznalni.
4.4. Sejtfeltarasi modszerek

A kovetkezékben kiilonboz6 lizalasi modszereket alkalmaztunk és megvizsgaltuk bicinkonin sav
(BCA - Bicinchoninic acid) fehérjekimutatassal a lizatum teljes fehérjetartalmat. Megvizsgaltuk a Potter-
Elvehjem homogenizétor, a fagyasztas — olvasztas ciklusok és a szonikalas hatasat, valamint erés és gyenge
detergenseket is Kiprobaltunk, mint a CHAPS, RIPA és a karbamid.
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1. tAblazat — Lizatumok fehérjetartalma

Minta ¢ (mg/ml)
RIPA 0,41
Szonikalas 0,51
Fagyasztas-olvasztas 0,53
CHAPS 0,30
Karbamid 0,31
Homogenizator 0,45

A BCA teszttel tehat meghataroztuk ugyanannak a limfocita mintanak kiilonb6z6 lizalasi eljarassal
megvalositott lizatumanak az Osszes fehérje tartalmat. A homogenizatorral végzett lizalasnal jelentds
mintaveszteséget tapasztaltunk, ezért nem tudtunk parhuzamos mintakat elokésziteni a BCA merésre. A
méreési adatokbdl az latszik, hogy a legmagasabb fehérje-szinteket a szonikalassal és a fagyasztas—olvasztas
ciklussal vegzett lizalasnal kaptuk. emellett az is lathato, hogy a 8M karbamidos lizalés esetén a tobbinél
alacsonyabb fehérje koncentraciot kaptunk. Mivel a potencialis lizis eljarasok kozul az eredeti fagyasztas-
olvasztas és a szonikalas produkalta a legmagasabb fehérje-koncentraciokat, igy ezek hasznalata mellett
maradtunk. A Potter-Elvehjem homogenizator ellen a szignifikdns mintaveszteség, mig a detergens-alapu
eljarasok ellen az alacsonyabb hatékonysag és a denaturaciobol fakado potencialis aktivitascsokkenes szol.
Az utébbit ellendriztiik aktivitasméréssel, amelynek eredményei a 13. dbran szerepelnek. Lathatd, hogy
detergensek alkalmazasa valoban alacsonyabb mért enzimaktivitast eredményezett, a csokkenés mértéke
azonban nem Osszemérhetd a korabban mért fehérjeszint csokkenéssel, hanem annal jelentésebb. Ez a
kilonbség azonban kénnyen magyardzhatd a fentebb emlitett denaturald hatassal, amely latvanyosan

jelentkezett 8M karbamid esetén, ahol nem tudtunk érdemi enzimaktivitast sem mérni.
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13. abra — Kiilonboz6 lizéalasi eljarasok hatasa a mért DPD aktivitasra
4.5. Limfocitak szeparalasa

A kovetkez6kben a limfocita szeparalas koriilményeit vizsgaltuk meg, azaz, hogy bizonyos
valtoztatdsok hogyan hatnak a limfociték elvalasztasanak a hatéekonysagara, azok szamara és tisztasagara.
A kovetkezOkben négy kiilonb0z6 mddon szeparalt limfocita szuszpenziot készitettiink ugyanazon friss
vermintabol, majd aramlasos citometria segitségével vizsgaltuk azokat: A minta: szeparalasa az
alapmaodszer szerint tortént, B minta: 400g centrifugalasokat alkalmaztunk minden Iépésnél, C minta: az
eritrocitak lizalasat egy alternativ protokoll alapjan csinaltuk hipotonias sooldattal, D minta: a 10 perc
ammonium-kloridos lizalas szobahdmérsékleten tortént meg. A C minta esetén elsd 1épésben egy 0,2 %-0S
NaCl oldatot adtunk a limfocitdkhoz, majd pontosan 30 masodperc utan 1,6 %-0s NaCl oldat segitségével
allitottuk vissza az izotdnias kdrnyezetet. Ez a mddszer szintén az ozmotikus sokk létrehozasan alapszik.
A végs6 mosast kdvetéen nem Hanks’ oldatba tettiik a limfocitakat, hanem 1 ml , kiegészitett PBS” oldatba,
mivel é16 sejteket szeretnénk vizsgalni, amihez nélkildzhetetlen a glikoz jelenléte az oldatban. Az aramlasi
citometrias mérés elott automata sejtszamlaloval szamoltuk meg, hogy mekkora sejtkoncentracio talalhato
a mintaban. A méréshez Thermo Fisher Scientific Countess 3 tipusi automatizalt sejtszamlalot
alkalmaztunk. Sejtszuszpenzid és tripankék festék 1:1 aranyd keverékét mértik ra a készilékhez tartozé
chamber slide -ra. A tripankék egy életképességet vizsgald festék, amely azon alapszik, hogy csak olyan
sejtek membranjan tud behatolni, amik permedabilisek szdmara. Normal koriilmények kozott az €16 sejtek

membranja nem permeabilis, ezért a festék nem jut be a sejten belilre. Ezek a sejtek, tehat az €16 sejtek
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nem festédnek meg, mig a haldoklo sejtek permedbilissd valdé membranjan keresztil a festék behatol és

sotétnek latszanak ezek a sejtek.

Live 1 OO%

1.82 x 10"/mL

Dead

6.28 x 10Y/mL

Resulis

Live
7.26 x 10°/mL

Dead 1 -1 A

8.63 x 10%mL

14. abra — B (felul) és C (alul) mintak Countess 3 automata sejtszamlaloval készitett képei

A késziilék az azonositott €16 sejteket a mikroszkopos képen zolddel, az elhalt sejteket pirossal jeldli.
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A méresek soran azt lattuk, hogy A esetben: 8,6 millio; B esetben 13,2 millig; C esetben: 7,26 millid,
valamint D esetben 9,65 milli6 ¢16 sejtet szamolt 6ssze a készllék 1ml térfogatra vonatkoztatva. A C
esetben azt tapasztaltuk, hogy nagyon erdteljes modszer a vordsvértestek lizalasra alkalmazott 0,2 %-0S
NaCl-lel megval6sitott ozmotikus sokk, mivel nem csak a vorosvértestek, de a limfocitak életképességére
is negativ hatassal van, ami a 14. dbran is jol lathatd. Korébban granulocitdk szeparalasara sikeresen
alkalmazték, viszont a jelen példa azt mutatja, hogy limfocitakat tartalmaz6 mintak esetén ez nem
alkalmazhatd. Tovabba az is észrevehetd, hogy a centrifugalals soran alacsonyabb g-t alkalmazva tobb
sejtet tudunk elvalasztani, azaz a szeparalasunk hatékonyabb. Az A és a D mddszer esetében nem
tapasztaltunk jelentGsebb eltérést. Az dramlasos citometridban a 10 millié sejt az ideélis egy milliliter
térfogatban, ezért az ennel lényegesen tobb sejtet tartalmazé mintakat aranyosan erre a koncentraciora
higitottuk ,kiegészitett PBS” oldat segitségével. A négy kiilonboz6 szeparalassal elkészitett
sejtszuszpenzionk mellett vizsgaltunk egy antitest mentes kontrol mintat, ami semmilyen kezelést nem
kapott, egy CD3 antitesttel, egy CD4 antitesttel, egy CD8 antitesttel jelolt, egy propidium-jodiddal kezelt
kontrol mintat, valamint egy olyan mintat, ami mindegyik jeldlést megkapta. Mindegyik antitesttel
jelolend6 minta esetén vettlink egy centrifugacsovet és belemériink 100 ul sejtszuszpenziot, valamint 2-2
Ml antitesetet. Miutan a sejtszuszpenziok megkaptak a megfelel6 antitestet, 30 percig szobahémérsékleten,
fénytol elzarva hagytuk, hogy lejatszddjon az immunoldgiai jelolésiik. Az inkubalast kovetéen 400g mellett
5 percig centrifugaljuk szobahémérsékleten a sejteket, hogy utana eltavolitsuk a specifikusan nem kotott
antitesteket. A centrifugalast kovet6en eltavolitottuk a feliiliszé folyadékot, majd 300 pl , kiegészitett PBS”
oldatot dntottiink a centrifugacsé aljan maradt szuszpenziora. Ahhoz, hogy jol detektalhato jelet kapjunk a
propidium-jodidos kontrol minta esetében, azt 60 °C-on inkubaljuk 15 percig, amely a sejtek

életképessegének az elvesztését okozza.
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15. &bra —Aramlasi citometrias pontdiagrammok elére iranyuld és oldaliranyt szoras abrazolasaval. Az

abran feltlintettilk az egyes populaciokat, amelyek kozll a limfocitakat CD3, CD4 és CD8 jel6léssel is

megerdsitettiink.

A 15. abra alapjan megallapithatd, hogy a tisztitasi eljaras soran a vart limfocitak mellett tobb egyéb

frakcio is megjelent, mint a monocitak vagy a vordsvértestek és sejtormelék, mig granulocitak csak kis

mennyiségben jelentek meg a szuszpenzidkban. Minden mintara igaz sajnos, hogy az 6sszes detektalt

esemény 80-97%-a kis méretli részecske, vélhetéen maradék VVT vagy sejttormelék. A 16. tablazattal

egyutt tobb megfigyelést is tehetlink a tisztitasi procedurankkal kapcsolatban:
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A C mintaban tapasztalt erételjes lizis hatasa itt is jol lathato, hiszen nem csak az §sszes detektalt

esemény szama, de a limfocitadk szdma is joval alacsonyabb, mint a tobbi mintdban. A D minta esetében,

ahol vorosvértestek szempontjabdl szelektivebb, am az alapmodszernél erételjesebb lizist alkalmaztunk,

bar az 6sszes esemény nem csokkent lényegesen, limfocitaszdmban sajnos az alulmaradt az A és B

mintakhoz viszonyitva.

Erdekes megfigyelni azonban a B minta szamait a 2. tablazatban, valamint a 15. abran talalhato

diagrammot. Mindkett6b6l jol kivehetd, hogy a limfocitak aranya joval magasabb a tobbi harom mintahoz

viszonyitva, valamint, hogy a teljes esetszam joval alacsonyabb, mint az A és D mintdkban. Ezt a

megfigyelést a sejtszdmlalas is meger6siti, ugyanis ott is magasabb mononuklearis sejtkoncentraciot

mértlink. Ezek alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy szamunkra legelonydsebb 1épés a centrifugalasi 1épés

feliilvizsgélata, amellyel nagyobb sejtszamokat, tisztabb sejtszuszpenziot nyerhetiink ezzel novelve az

érzékenységunket.

2. tablazat Aramlasi citometriaval meghatarozott frakciok és sejtpopulaciok

Minta A B C D
Teljes eseméenyszam 1541 376 395 760 415 968 1495 976
Limfocitaszdm

(CD4+,CD8+) 51 656 52 244 18 158 32728
Limfocita arany 3,35% 13,20% 4,37% 2,19%
Monocitaszam 29 983 16 034 14 126 11 160
VVT/sejttormelék szama 1415 323 278 738 353116 1415 653
VVT/sejttormelék aranya 91,8% 70,4% 84,9% 94,6%

A citometrias mérések kiegészitéseként a kiilonboz6 mintakbdl elvégeztiik azok aktivitasmérését is

feltételezve, hogy azoknak a meghatarozott limfocitaszamokkal kell korrelalniuk. A 2. tablazat lathatd

eredmények azonban nem hoztak a vart 6sszefliggést.
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16. abra — Mért DPD enzimaktivitasok kiilonb6z6 limofocitaszeparalasi protokollok mellett

A mért aktivitasokat korrelaltatva a citometrids mérésbdl nyert limfocitaszammal éppen ellentétes
Osszefliggést taldltunk a varttal szemben a 17. abran lathatdé modon. Ennek az ellentmondasnak a
feloldasahoz erdemes felidézni az egyes sejttipusok irodalomban mar kozélt fajlagos DPD aktivitasat,
valamint megvizsgalni a 15. abran lathatd6 mért sejtpopulaciokat. Itt jol megfigyelhetd, hogy jelentds
szamban vannak jelen monocitak is a tisztitott sejtszuszpenziokban, amelyeknek fajlagos DPD aktivitasa
(expresszidja) joval magasabb, mint mas sejttipusoké. Mivel az aktivitdsmerés soran Tirk-oldattal mért
sejtszamra normaljuk a kapott eredményt, amely mindkét sejttipus jelolésére alkalmas, igy a monocita-
limfocita arany, amely valtozhat az egyes mintaelokészitési protokollok kozott, vélhetéen befolyasolja a
mért aktivitasunkat. Mivel a citometrias mérés soran nem alkalmaztunk monocitara specifikus antitesteket,
ezért azok szamat teljes bizonyossaggal nem tudtuk meghatarozni a mérésiinkb6l, mindossze becslésre volt
lehetdséglink méretiik alapjan. A jovoben azonban mindenképpen ilyen irdnyban kivanunk tovabb haladni
a kisérleteinkkel és meghatarozni a két sejttipus aranya és amért aktivitas kozotti dsszefliggést. A modszer
eredetileg a jel maximalasanak figyelembevételével lett beallitva, anélkil, hogy az egyes sejtpopulaciokat
vizsgaltédk volna. Ez helyes megkdzelités, hiszen valos korilmenyek kozott a kezelt beteg vérében 1évo
Osszes, DPD aktivitassal rendelkezd sejt részt vesz a kemoterapids szer katabolizmusaban, nem csak a
limfocitak. A mar hivatkozott sejttipusok fajlagos DPD aktivitasat targyal6 cikk alapjan ugyanakkor az is
lathatd, hogy amig a monocitak fajlagos aktivitasa, tehat a sejteken beltil a DPD expresszidja széles skalan
valtozhat, addig a limfocitdk esetében ez az expresszios szint viszonylag stabil, sziik eloszlast, tehat a

mérések is reprodukalhatébbak és jobban jellemzik az enzimre vonatkoztatott fajlagos aktivitast.
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17. abra — Mért DPD aktivitasok a citometriasan mért limfocitaszam fliggvényében kiilonb6z6 limfocita
szeparéalasi protokollok mellett
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5. Osszefoglalas

Munkénk célja volt, hogy a jelenleg alkalmazott DPD enzimaktivitast mér6 protokoll kiilonb6z6
paramétereit megvizsgaljuk annak érdekében, hogy javitsunk a maddszer érzékenységén,
reprodukélhatosagan és megbizhatésagan a patoldgias tartomanyban, ahol csdkkentett enzim aktivitasrol
beszéllink. Az érzékenység javitdsanak potencialis eszkdze a kotott analitikai berendezés mellett a
detektaland6 termék koncentraciojanak ndvelése volt, amelyet a kromatografids paraméterek
optimalizalasan til az enzimreakcio és az azt megel6z6 mintaelokészitési protokoll javitasaval Kivantunk

elérni.

A kromatografias elvélasztas fellllvizsgalata sordn valtoztatva az eluensisszetételt és az aramlasi
sebességet azt talaltuk, hogy 100% vizes puffer helyett 2,5% acetonitrilt tartalmazd izokratikus eltciot
¢lettartamara, teljesitOképességére az elvalasztds hatranyos befolyasolasa nélkil. Elvalasztasunkat
atultettiik egy alternativ, 100% vizes eluenssel kompatibilis polaris C18 oszlopra is, amelyen az eredeti 2
cstcsunk mellett egy tovabbi termékcsucs jelent meg, amit az Gj allofazis polaris szelekcioja okozott. Az
alkalmazott Gj oszlopnal azonban sajnos technikai problémak akadtak az all6fazis stabilitasaval, ezert a
munkat a megszokott forditott fazisi kolonnan folytattuk. Ujabb poléris kolonna beszerzését kovetéen
tovabb kivanjuk folytatni ezt a fejlesztesi vonalat, amelynek része a modszer LC-MS kompatibilisse tetele

és ezt kdvetden az Ujonnan megjelent termékcsucs vagy termékcsucsok tdmegspektrometrias azonositasa.

Az enzimreakcio felllvizsgalata soran az inkubalasi id6nél a vartaknak megfelelden azt tapasztaltuk,
hogy azt megnovelve jelentdsen emelkedett a DHFU mennyisége, ezaltal kedvez6bb jel-zaj aranyt kaptunk.
hatékonysaganak a novelése érdekében, itt azonban a megndvekedett mintaclékészitési idé miatt nincs
lehetéségiink korlatlan jelnovelésre. A szubsztrat-koncentracio ndvelése nem vezetett megndvekedett
termékkoncentraciohoz, tehat mar igy is egy szubsztrattal telitett enzimrendszerrel van dolgunk, emiatt itt
nincs lehetdségiink tovabbi jelndvelésre. Vizsgaltuk még a limfocitdk lizisére alkalmazott eljaras
hatékonysagat alternativ sejtfeltarasi modszerek mellett, fehérjeméréseink és az aktivitasadatok alapjan a
modszer eredeti, fagyasztast-olvasztas alapu lizise a szonikalashoz hasonloan biztositotta a lehetd legjobb

hatasfokot, mig a detergenses mddszerek ezeknél gyengébben teljesitettek.

A modszer limfocita szeparalasi lépésének vizsgalata soran az aramlasi citometrias mérések azt

mutattak, hogy alacsonyabb centrifugalasi g-k esetén joval nagyobb szazalékban tartalmaz limfocitakat a
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sejtszuszpenzionk, azaz kevesebb sejttdrmeléket vagy hemolizisen &t nem esett vordsvertestet tartalmaz,
ezzel szemben a mért enzimaktivitas joval alacsonyabbnak adddott varakozéasunkkal szemben. Ennek
latszolagos feloldasara vizsgaltuk mas citometrias paraméterekkel vald korrelaciojat, amely soran arra
jutottunk, hogy a latsz6lagos anomalia oka monocitdk jelenléte a tisztitott sejtszuszpenzidban, amely

irodalmi adatok alapjan magasabb fajlagos DPD expresszidja miatt okozoja lehet ennek a jelenségnek.

Munkénkat tervezzik tovabb folytatni, amely soran a mddszert atultetjik polaris C18 all6fazisu
elvéalasztasra, amelyet LC-MS kompatibilis médon szeretnénk megvaldsitani, majd szeretnénk azonositani
az esetlegesen megjelend tovabbi reakciotermékeket is. Emellett szeretnénk ugyanezen platformon
beallitani egy metabolomikai médszert is plazma Uracil/dihidrouracil és timin/dihidrotimin mérésre az
aktivitisméres eredmenyeink kiegészitésére. Ezen tul szeretnénk még mélyebben vizsgalni a limfocita
szeparalasi protokollunkat és alaposan korbejarni, mely sejttipusok felelések leginkabb az altalunk mért

enzimreakcidban a tapasztalt aktivitaseért.
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