DIAGNOZIS VERMINTABOL?

RAKKUTATAS
VATTAVAL

Mindannyian jol ismerjiik a hétk6znapokban hasznalt vattat, nagyon
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jol alkalmazhaté példaul smink vagy kéromlakk lemosasahoz, de a
tal nagy cip6 orrat is ki lehet vele tomni, hogy tokéletesen a labunk-
ra illeszkedjen. Sok-sok hétkdznapi felhasznalas, rengeteg eddig

feltérképezetlen lehetoség. Arrél viszont bizonyara kevesebben hal- .

lottak, hogy a vatta szilard fazisi extrakcios tisztitasi médszer allo-

fazisként is alkalmazhato biologiai mintak tisztitasa soran. Nekem csakigy, mint a tobbi alkalmazas,

ez is a mindennapjaim részét képezi. De lassuk, hogy pontosan mi is ez a médszer, hogyan hasznalhato

a vatta biologiai mintak tisztitasara, és mindez hogyan kapcsolodik a rakkutatas targykoréhez!

z elobbi kérdések megvala-
Aszoléséhoz picit messzebbrdl
kell indulnunk. Szervezetiink

t6 épitdkovei a fehérjék. Ezek a mole-
kuldk szamtalan feladatot latnak el,
amelyek folyamatosan valtoznak attdl
fligeben, hogy éppen milyen allapot-
ban van a szervezettink. Sajat magun-
kon ezt nem feltétlentl vessziik észre,
de gondoljunk csak a pillang? és a her-
nyo esetére. A védtelen kis hernyo lat-
vanyosan kiilonbozik a kifejlett lepké-
tol, pedig a kettd ugyanaz az él6lény,
ugyanazokat a tulajdonsagokat kodo-
16 génekkel. A mer6ben eltéré fizikai
jellemzdk a két életszakaszban jelentd-
sen kiilonbozd  fehérjekészletiiknek
koszonhetdk. Ugyan a mi életiink so-
ran a hernyohoz hasonlé mértéka at-
alakulas nem fordul el®, azonban a fe-
hérjék szerepe szervezetiink miikodé-
se szempontjabdl ugyanolyan jelentos.
Egy élolény életciklusahoz hasonlo-
an bizonyos betegségek kialakulasat
és elérehaladasat is egyes fehérjék
megvaltozasa kisérheti. Ezért is fon-
tos, hogy rendszeresen ellendrizziik
szervezetiink allapotat, figyeljiik,
hogy minden rendben van-e és id6-
ben észrevegytiik az esetleges elvalto-
zasok kialakulasat. Ezt megtehetjiik
példaul az egyszertien kovethet6 fi-
zikai paraméterek mérésével (pl. vér-
nyomasmérés, EKG), de mindezek
mellett ajanlott félévente vérvételre
is jarnunk, ahol a vérbdl kimutathatd

A vatta sokszinii felhasznalasi lehetéségei.

ionok, molekulak mennyiségének
valtozasa jelezheti betegségek kiala-
kulasat. Ahhoz, hogy lehetséges le-
gyen egy adott betegség vérbol valo
kimutatasa, talilnunk kell egy olyan
molekulat (biomarkert) a szervezet-
ben, aminek a mennyisége vagy
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szerkezete jelentésen megvaltozik
egy adott betegség kialakulasinak
kovetkeztében.  Egy-egy ilyen
biomarker felfedezését és klinikai
gyakorlatba valé bevezetését altala-
ban t6bb évtizedes alapos kutatomun-
ka el6zi meg. Ennek a folyamatnak
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a kiindul6pontjanal — a felfedez6 ku-
tatasoknal — kapcsolodik be kutato-
csoportunk a rakkutatasi lancba.

Vadaszat a molekularis
killonbségekre
Kutatasaink célja molekularis kiilonb-
ségek keresése egészséges és rakos sz6-
vetek kozott, hogy egy nap a szovetbdl
torténd mintavétel nélkiil, egy egysze-
rl vérvételt kovetden ki lehessen mu-
tatni a szervezetben fellépd daganatos
elvaltozast, igy lehetévé téve a még

1d6ben torténd beavatkozast.

A molekularis kiilonbségek kutatasa-
nal vizsgalhagjuk magukat a fehérje-
molekulakat, vagy a hozzajuk kapcso-
16d6 utgynevezett poszt-transzlacios
modosulasokat (PTM-ket). A PTM-ek
a fehérjelanc szintézisét kovetGen ala-
kulnak ki, kiilonbozd molekulak fehér-
jelanchoz  torténé  kapcsolodasaval.
Ezek a molekulak sok esetben nagy-
mértékben befolyasolhatjak a fehérjék
funkcidit, tulajdonsagait. Ezen tal igen
sokfélék lehetnek, mint példaul foszfat-
csoport,  acetilcsoport,  kiilonbozd
lipidek, szénhidratok stb. En kutato-
munkam soran glitkozaminoglikinok
(GAG-0k) vizsgalataval foglalkozom,
amelyek a glikozilacios (szénhidratok
kapcsolodasaval létrejovs) PTM-ek ko-
z¢ tartoznak. A fehérjék és GAG lan-
cok kapcsolodasaval létrejov moleku-
lakat proteoglikanoknak nevezziik.

A GAG-ok olyan poliszacharid 1an-
cok, amelyek egy tetraszacharid-
(négytagt szénhidrat) molekulin ke-
resztiil kapesolodnak a fehérjelanchoz.

~

tetraszacharid 0sszekot6
egység

Maguk a lancok diszacharid- (kéttagt
szénhidrat) egységek ismétlodésével
éptilnek fel, amikhez kiilonb6z6 pozi-
cidkban szulfatcsoportok is kapesoldd-
hatnak. Hasonl6 szénhidratok a min-
dennapi élettinkben jél ismert cukrok
18. Diszacharid példaul a kozonséges ré-
pacukor, a legismertebb monoszacharid
(egytagt szénhidrat) pedig minden bi-
zonnyal a vércukorszintért felel6s glii-
koz, hétkoznapi nevén szolocukor.

Kevésbé kozismert azonban, hogy
a cukorbetegségen kiviil szamos mas
kéros elvaltozas soran is bekovetke-
zik kiilénboz6 szénhidritok meny-
nyiségének valtozasa. Egy példa erre
a mukopoliszacharidézis. Ez egyfaj-
ta anyagcserezavar, amely kivaltd
oka bizonyos enzimek alulmtikodése
a szervezetben. Ennek hatisara egyes
poliszacharidok, koztiik a GAG-ok le-
bontasa karosodik, melynek eredmé-
nye, hogy karos hatasti bomlastermé-
kek halmozddnak fel a sejtekben.
Mindezen tal egyre tobb kutatas fog-
lalkozik a GAG-ok mennyiségének
valtozasaval kiilonbozé stadiuma és
eredetG daganatok esetén. A fentiek
alapjan lathato, hogy kifejezetten fon-
tos ezen molekulak vizsgalata.

Tat keresni a szénakazalban
A GAG-ok vizsgalatanak legelterjed-
tebb modja, hogy a hosszi lancokat
diszacharid épitéegységeikre bontjuk,
és ezutan muszeres analitikai mod-
szerrel, példaul nagyhatékonysagt
folyadékkromatogratiaval kapcsolt
tomegspektrometriaval (HPLC-MS)

A proteoglikdanok altalanos
szerkezete. A fehérjevazhoz
egy tetraszacharid 6sszek6té
egységen keresztiil,
ismétlédé diszacharid e
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hatdrozzuk meg a mennyiségiiket.
Nézziik ezt a munkafolyamatot részle-
tesebben! Elsé épésként vizsgalni ki-
vant szoveti biopsziakra enzimoldatot
csepegtetve levalasztjuk a fehérjevazrol
a GAG-lancokat, és ezzel egytitt felha-
sitjuk Oket diszacharid épitdegységeik-
re. Az emésztést végzd enzimek olyan
tehérjék, amelyek képesek a molekulak
meghatarozott helyeken torténd felha-
sitasat elvégezni. Ezt kovetGen egy tisz-
titasi lépés kovetkezik, majd a HPLC
segitségévelszétvalogatjuk a diszacharid
molekulakat a szerkezeti eltéréseik
alapjan. Végil a tomegspektrometrias
keésziilékben zajlik a diszacharidok mo-
lekulatomegének és mennyiségének
meghatarozasa, melyet a vizsgalatok
eredményeinek bioinformatikai érté-
kelése kovet. A fent részletezett mun-
kafolyamat soran tehit HPLC-MS
technikaval azt vizsgaljuk, hogy meg-
figyelhet6-e eltérés a kiilonbozo pozici-
okban  szulfatcsoportot  tartalmazo
diszacharidok mennyiségében, azaz a
kiilonbozé épitdegységekben az egész-
séges és rakos, illetve kiilonbozé stadiu-
mt daganatos mintak kozott.

A folyamatnak ugyan nagyon fontos
része a muszeres mérés, de mindez mit
sem €r a tisztitasi lépés nélkul. A tiszti-
tasra azért van sziikség, mivel egy bio-
16giai eredeti mintaban nagyon sokféle
anyag lehet jelen, amelyek a vizsgalat
szempontjabol éppen nem relevansak,
vagy akar zavarhatjak is azt. Ilyenek
példaul az emésztési folyamat soran al-
kalmazott fehérjék és sok, valamint a
szovetekbdl kivont egyéb molekulik.
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Ezek esetenként sokkal nagyobb meny-
nyiségben lehetnek jelen a mintaban,
mint a GAG-ok, igy komoly kihivas-
nak néziink elébe, ha ezek valtozasat
akarjuk megmérni a sokasigban. Ezt a
jelenséget ahhoz hasonlithatjuk, mint
amikor egy vilagos szobaban kapcso-
lunk ki és be egy kis zseblampat. A sok
kiils6 fénytdl nem latunk semmi valto-
zast. De ha ugyanezt a kisérletet egy s6-
tét szobaban ismételjik meg, mar jol
latszik a zseblampa fényének valtozasa.
Hasonloképpen, ha eltavolitunk minél
t6bb zavard komponenst a vizsgalando
molekulak melldl, sokkal jobban meg-
figyelhet6vé valnak a kilonbozd min-
tacsoportok kozti kiilonbségek is.

Idealis anyag

A zavaré komponensek eltavolitasa-
hoz mi egy specilis tisztitasi modszert
alkalmaztunk, amit a szakirodalom
szilardfazist extrakcidnak (,,solid phase
extraction”, SPE) nevez. Ehhez a mod-
szerhez sziikség van egy olyan megko-
t6 anyagra (alléfazisra), amihez na-
gyon jol hozzakotddnek a vizsgalni
kivant molekulak, mig az egyéb zava-
r6 komponenseket el tudjuk mosni
melloliik. A folyamat végén egy leol-
dasi (elacios) 1épéssel nyerhetjiik ki az
igy mar megtisztitott célmolekulakat.

Az 3llofazis és az alkalmazott oldo-
szerek kivalasztasait neheziti, hogy
rendkiviil sokfélék lehetnek. Hogy
mik a f6bb elvarasok ezekkel szemben?
Az egyik szempont, hogy az alléfazis
kosse meg a mérni kivant cukrokat, de

ne annyira erdsen, hogy ne legylink
képesek a tisztitas végén leoldani rdla.
A masik t6bb kovetelmény pedig az,
hogy a szennyez molekulak ne ko-
tédjenek hozza jelentés mértékben.
Ha ezeket teljesitettiik, mlndenkepp
érdemes figyelembe venni azt is,
hogy kénnyen, gyorsan hozzatérhe-
téek legyenek, valamint hogy legye-
nek olcsok és  kornyezetbaratok.
Ezek aztan a kihivasok!

Az eddigi kisérleteink alapjan minden
jel arra utal, hogy felfedeztiink egy, az
elvarasoknak megfelel6 anyagot a vatta
képében. A vatta anyaga celluloz, mely-
nek feltilete hidroxilcsoportokat (-OH)
tartalmaz, amik képesek megkotni a
vizet. Igy, ha az oldészerben kis meny-
nyiségben viz is jelen van, a vatta feliile-
tén egy vékony vizréteg tud kialakulni,
amiben a legtobb GAG diszacharid
megkotddik, mig az egyéb, vizben
rosszul 0ldodé szennyezdk kénnyen el-
moshatok melléle. Ez a moddszer az
ugynevezett HILIC-tipust  (hidrofil
interakciés  kromatografia) tisztitasi
modszer. Ha minden zavard anyagot
sikeresen eltavolitottunk, utolso 1épés-
ként ammoniaoldatot hasznalunk a
GAG diszacharidok leoldasara, mivel
ennek segitségével vizben kivaldan ol-
dodo sokat képeznek ezek a molekulak.

Az eljaras el6tt a vattat én magam
toltom bele kismérett pipettahegyekbe
2-3 mm-es magassagban, ahogy az az
abrankon is lathato. A fejlesztés soran
kisérleteket végeztem eltérd mennyi-
ségli vatta alkalmazisaval, részlegesen
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és 100%-ban pamutot (cellulozt) tar-
talmazodval, valamint tobbféle marka-
ja vattat is Osszehasonlitottam. Ered-
ményeim azt mutattak, hogy minden
fenti tulajdonsag valtoztatisa jelentds
eltéréseket eredményezett a hatékony-
sag tekintetében. Ezért a kovetkez6 al-
kalommal egy drogériaban jarva érde-
mes atgondolni a vasarlasunkat. Ha
igazan multifunkcionalis vattat szeret-
nénk, ami akiar GAG-diszacharidok
SPE tisztitasara is alkalmas lehet, csak
100% pamuttartalmtban gondolkod-
junk. Az ember sose tudhatja, mire le-
het egyszer sztiksége. . .

Vizsgalataink igazoltik, hogy a
vatta megfelel a megkotési elvara-
soknak, tehat wvaloban alkalmas
GAG-diszacharidok tisztitasara. Mi
a helyzet azonban a t&bbi szempont-
tal? A vatta ezeknek az elvarasoknak
1s megfelelt, hiszen nagy mennyiség-
ben hozzaférhetd, emellett celluloz-
bdl van, ami kérnyezetbarat, lebom-
16 anyag, igy nem terheli nagymér-
tékben a természetet. Végil pedig
lényegesen olcsobb, mint a kereske-
delemben kaphato altalanosan hasz-
nalt extrakcios allofazisok.

Mindezekbdl Ggy tlinhet, hogy meg-
talaltuk a tokéletes megoldast, azonban
a vatta kivalasztasaval koran sem ért
még véget a feladatunk. A modszer-
tejlesztés soran teszteltiink szamos ol-
doszert, oldoszertérfogatot, savakat,
lagokat, kiilonboz6é hémérsékleteket
a mosasi lépéshez, mindezt a leghaté-
konyabb tisztitas elérése érdekében.
Kozel egy éves munka utan pedig, két
GAG-osztalyra (heparan-szulfatokra,
kondroitin-szultatokra) is sikertilt ki-
fejleszteniink egy-egy optimalis tisz-
titasi modszert.

A sziikséges —igen kiilonleges — mod-
szerek kifejlesztése utan elérkeztiink a
biologiai  vizsgalatok elvégzéséhez,
amelyek soran emberi szovetmetszetek
GAG diszacharidjait fogjuk Gsszeha-
sonlitani. Kilonbségeket, hasonlosago-
kat, mintazatokat kutatunk kiilonbozd
szervekbdl szarmazo, azonban hasonlo
patologiai karakterisztik4ji mintak ese-
tében. A felfedezett molekularis minta-
zatok segithetnek a betegségek bioké-
miai lefolyasinak mélyebb megértésé-
ben, ezaltal lehetdvé tehetik a tumoros
megbetegedések korai diagnosztizala-
sat vagy hatékonyabb terapias célpon-
tok azonositasat.
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