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KIVONAT

Az elmult években a jelolésmentes optikai bioszenzorok egyre szélesebb korben
keriltek alkalmazésra az alap és alkalmazott kutatasokban és nagyban hozzajarultak szdmos
biokémiai-, illetve biofizikai mechanizmus megértéséhez. Nagy elényiik, hogy még a rendkiviil
kis molekulatomegii hatoanyagok (100 Da alatti) molekularis kétési folyamatainak a kinetikai
elemzésére is lehetséget biztositanak. [1]

Meéréseimet racscsatolt interferometria (GCI, az angol Grating-Coupled Interferometry

név roviditése), egy hullamvezeté interferometrian alapulo, nagyérzékenységii jelolésmentes
optikai bioszenzor technika segitségével vegeztem a WAVEdelta elnevezésii késziiléken. A
modszerrel — molekularis  kolcsonhatasok  vizsgalatara, immobilizalt  ligandummal
kolcsonhatasba 1épé molekulak koncentraciojanak, egyes Kinetikai paramétereinek, illetve a
kotéhelyek affinitasi allandoinak meghatarozasara is lehetdség nyilik. A miiszer rendkiviili
érzékenysege abban is megmutatkozik, hogy segitségével akar a 100 Da alatti moltomegii
molekulak mérése is lehetségessé valik. Miikodésének alapja egy kitagitott 1ézernyalab, mely
egy kétcellas folyadékkristaly-modulatoron (LCM) keresztil vilagitja meg a GCI hullamvezetd
chipet. A megvilagito lézernyalab méro-, illetve referencia-nyalabokra van osztva, ezek pedig
egy hullamvezet6 rétegbe vannak bevezetve optikai racsok segitségével. A mérényalab egy
optikai raccsal torténé becsatolas utan végighalad a hullamvezeté rétegen. Miutan a
referencianyalab is becsatolt, és a hullamvezetében talalkozik a mérényalabbal, a két nyalab
interferal egymassal, és egyiittesen alakitjak ki az interferencia jelet. Az ered6 jel kicsatolodik
egy 3. racson keresztill a detektorba, ahol az ered6 intenzitas és az interferencia jel mérhetd. [1]
[21[3]
A mérési feliilet a GCI esetében a hullamvezet6 réteg azon része, ahol a mérényaléb végighalad,
és ahol torésmutato-valtozas kovetkezik be az Ugynevezett evaneszcens térben. Utdbbi a
hullamvezeté réteg feliilete folotti azon térrészt jelenti, ahol az elektromagneses hullam adott,
a feliilettdl tavolodva exponencialisan lecsengé intenzitassal jelen van. [2] [3]

A mérések soran a PNGaz F (glikopeptidaz F) - mely az egyik legszélesebb korben
alkalmazott és leghatékonyabb glikozidaz enzim glikoproteinek deglikozilalésara - hasitd
hatasat vizsgaltam a fetuin-A glikoprotein cukoregységeinek vonatkozasaban. [i1] [i2]

A fetuin-A egy igen sokrétli funkcioval rendelkezdé glikoprotein, mely foként az
embriondlis sejtekben és hepatocitdkban fejezddik ki. Kutatasok azt tdmasztjdk ala, hogy

szamos korkép patogeneziseben is fontos szerepet jatszik. [4]



A mérések f6 célja annak vizsgalata volt, hogy mekkora mértékii valtozas figyelhetd
meg a fetuin szénhidrategységeinek feliileti tomegsiiriiségben a PNGaz F enzim deglikozilald
hataséara. A kiértékelés sordn megallapitottam, hogy a glikoprotein cukoregysegeinek feluleti
tomegstirtisége az 1-es csatornan -31,4 pg/mm?, a 2-es csatornan -19,3 pg/mm?, a 3-as csatornan
pedig -6,8 pg/mm? értékre csokkent az 1. ciklus soran, majd ciklusrél-ciklusra egyre kisebb lett.

A jelenség a GCI bioszenzorral valds idében Kivaléan nyomon kovetheto.



ABSTRACT

In the past decades, label-free optical biosensors have been increasingly employed in
both basic and applied researches and have contributed significantly to the understanding of
numerous biochemical and biophysical mechanisms. Their notable advantage is that they offer
the possibility of kinetic analysis of even the affinity binding of low molar mass compounds
(below 100 Da). [1]

My measurements were carried out using grating-coupled interferometry (GCl), a high-

sensitivity, label-free optical biosensor technique based on waveguide interferometry, by
employing a device called WAVEdelta. The method can be used to study molecular
interactions, to determine the concentration of molecules interacting with surface immobilized
ligands, key kinetic parameters of the interactions, and their affinity constants. The instrument's
top sensitivity is also reflected in its ability to detect molecules as small as 100 Da in-molar
weight. It works by using an expanded laser beam that illuminates the GCI chip through a two-
cell liquid crystal modulator (LCM). The light beam from the laser source is split into a
measurement beam and a reference beam, which are coupled into a waveguide layer by an
optical grating. The measuring beam passes through the waveguide layer after being coupled in
by an optical grating. After the reference beam is coupled and encounters the measuring beam,
the two light beams interfere with each other and form the interference signal. The combined
beam arrives at a detector through a third outcoupling grating, where the intensity and
interference can be measured. [1] [2] [3]
The measurement surface for GCI is the part of the waveguide where the measurement beam
passes through and where refractive index changes occur in the so-called evanescent optical
field. The latter refers to the region of space above the surface of the waveguide layer where
the electromagnetic wave is present with an exponentially decaying intensity away from the
surface. [2] [3]

The measurements were performed to investigate the cleavage effect of PNGase F
(glycopeptidase F), one of the most widely used and efficient glycosidase enzymes for
glycoprotein deglycosylation, on the sugar units of fetuin-A glycoprotein. [i1] [i2]

Fetuin-A is a glycoprotein with a wide range of functions, expressed mainly in
embryonic cells and hepatocytes. Research suggests that it plays an important role in the

pathogenesis of many pathologies. [4]



The main aim of our measurements was to investigate the extent of change in the surface
mass density of the carbohydrate units of fetuin due to the deglycosylation effect of PNGase F.
In the evaluation | found that the surface mass density of the glycoprotein sugar units decreased
to -31,4 pg/mm?in channel 1, -19,3 pg/mm? in channel 2 and -6,8 pg/mm? in channel 3 after
the first cycle, and then decreased cycle by cycle. The small molecular scale effect could be

followed by GCI in real-time.
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1. BEVEZETES

A bioszenzorok tervezése és technologiai fejlesztése az elmult évtizedben exponencialis
ndvekedésen ment keresztil és szamos kutatas kézponti eleme lett. Mindez nem meglepd, és a
bioszenzorok széleskori alkalmazasainak koszonhetd, mind az orvostudomany, mind a
kornyezetvédelem, mind a biotechnoldgia tertletén. [5] [6]

A kutatomunkadt az ELKH-Energiatudomanyi Kutatokozpont Nanobioszenzorika
Laboratériuméban végeztem, melynek soran kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazott PNGaz
F szénhidrathasitdé enzim deglikozilalé hatdsat vizsgaltam a fetuin glikoproteinen,
jelolésmentes optikai bioszenzor felhasznalasaval.

A GCI egy nagyérzékenységi, hullamvezetd interferometrian alapul6 technika, mely
széleskori kinetikai vizsgalatok elvégzésére ad lehetdséget. Mitkodésének alapjat egy kitagitott
Iézernyaldb keépezi, melynek sugara kettévalik mér6- és referenciasugarra. A hullamvezet6
felllet egy nagy torésmutatdja TaOs -réteg, a méresi felilet pedig a hullamvezet6 azon
szakaszat jeloli, ahol a mérényalab végighalad. A feliilleten megk6t6dé molekulak torésmutatd-
valtozast eredményeznek az evaneszcens térben, ahol az elektromégneses hullam a
szenzorfeliilettél tavolodva exponencialisan csdkkend intenzitassal van jelen. [1] [2] [3] A GCI
technika kifejlesztésében a Nanobioszenzorika Laboratérium kdzponti szerepet jatszott.

A WAVEdelta (Creoptix AG, Svajc) elnevezésii miiszer részét tobb egység képezi: a
WAVECcore, ami a méré berendezés, a WAVEsampler, ami a minta adagolé rész, illetve egy
vezérld szamitégép, ami WAVEcontrol program segitségével teszi lehetévé a valds idejli
kisérlet-megfigyelést. A WAVEchip segitségével parhuzamosan tébb mérés bonyolithato le,
emellett viszonyitési alapként funkcional referencia-csatorna alkalmazasat is lehetové teszi. A
miszer rendkiviili érzékenysége bizonyos esetekben hatrany is lehet, hiszen még a legkisebb
valtozasokat is észleli, melyek megnehezithetik a kisérleti adatok pontos kiértékelését. [1] [2]

A fetuin glikoprotein elsGsorban a vérben és az extracellularis folyadékban talalhato
meg. Hordozd plazmafehérje, mely sz&mos szervezetben végbemend biokémiai folyamatban
jatszik szerepet. [4]

A PNGaz F enzim igen széleskorben alkalmazott glikozidaz, mely alkalmas a fehérjék
és peptidek N-glikan egységeinek lehasitasara. A kutatomunkam f6 célja az enzim
deglikozilaciés képességét bebizonyitani a fetuin szénhidrategységeivel kapcsolatosan,

melynek feliileti tomegsiiriiségében csokkenést varok. [i1] [i2]



2.  SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1 Optikai bioszenzorok

A bioszenzorok olyan érzékelék, melyek komplex mintaban jelenlévé biomolekulak
detektalasara képesek. Mindezt gy teszik, hogy az érzékelt fizikai vagy kémiai jelet optikali
vagy elektromos jellé alakitjak, ami végsd soron az analit koncentracidjanak meghatarozasahoz
hasznalhato fel. [6] [7]

A bioérzékelok tobbféle komponensbdl tevodnek ssze. Van egy analit, amely definicio
szerint azt az anyagot jeloli, mely 6sszetevéinek azonositasa vagy kimutatasa torténik (példaul
glikoz, ammonia vagy alkohol). A bioreceptor képes felismerni és kdlcsonhatést kialakitani a
célszubsztrattal (analittal). Funkcidjuk szerint bioreceptor szerepet betOlthetnek példaul
enzimek, sejtek, nukleinsavak vagy antitestek. A jelatalakitd, vagy masnéven transzducer a
bioszenzorok kulcsfontossagu eleme, amely az analit-bioreceptor kdélcsonhatasok szamaval
aranyos optikai vagy elektromos jelet generdl. A feldolgozas soran az elektromos jelek erésitése
és digitalis formaba torténd alakitasa zajlik, végs6 soron pedig a feldolgozott jeleket egy kijelz6
egység, altalaban szamitdgép szamszerusiti. [6] [7]

A jelatvitel mddszere szerint beszélhetlink optikai, elektrokémiai, kalorimetrikus,
piezoelektromos vagy magneses bioszenzorokrdl. Az optikai bioszenzorok miikodése az
optikai mez6 és a bioérzékel6 elem kolcsonhatasanak kihasznalasan alapul, és jeldléses,
valamint jel6lésmentes detektaldsra oszthat6. Utobbi esetében a detektélt jelet kbzvetlenil az
elemzett anyag és a jelatalakitd kolcsénhatasa hozza létre. [5]

Az optikai bioszenzorok szdmos elénnyel birnak a hagyomanyos analitikai technikékkal
szemben, mivel lehet6vé teszik a mintak valos idejt és jelolésmentes detektalasat. Nagyfoku
specificitassal és érzékenységgel rendelkeznek, emellett viszonylag kis méretiiek és
koltséghatékonyak. [5]

analit referencia elektronika megjelenités
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1. dbra: Sematikus abra a bioszenzorok miikodésérdl Naresh, V., & Lee, N. cikke alapjan [6]



2.2 A GCl bioszenzor felépitése

A GCI (grating-coupled interferometry) olyan hullamvezet6 interferometrian alapuld
modszer, mely molekularis kdlcsonhatasok megfigyelése mellett immobilizalt ligandummal
kotohelyek affinitasi allandoinak meghatarozasara is lehetdséget ad. A miszer egy rendkiviil
nagy érzekenységgel rendelkezé - mar 100 Da alatti tomegii molekuldk (vagy akar ionok)
mérésére is lehetdséget biztosito - jel6lésmentes optikai bioszenzor. [1] [2]

A WAVEdelta elnevezési késziilék tobb részbol tevddik Ossze: a WAVEcore
mérdegységbdl es a WAVEsampler mintafelvevo egységbdl — melyek a 2. dbran figyelhetok
meg -, illetve egy vezérlésre hasznalt szamitdogép is a miiszer részét képezi. Az Ggynevezett
WAVEchip — a 3. abran-, amely négy mikrofluidikai csatorndval rendelkezik, mindig a
méréegység elején keriil behelyezésre. A négy mikrofluidikai csatorndnak koszdnhetéen

egyszerre tobb mérés is lebonyolithatd, illetve referencia-csatorna alkalmazésa is lehetséges,

mely viszonyitasi alapként szolgalhat a kisérletek soran. [1] [2]

\

2. dbra: A WAVEcore mérdegység és a WAVEsampler mintafelvevd-egység

10



3. abra: 4-poli-karboxilat polimer feltlettel boritott Creoptix WAVEChip (hullamvezetd szenzor
integralt mikrofluidikaval). A képen jol lathato a 4 db parhuzamos mérdcella.

2.3 A GCl bioszenzor m(kodési elve

A szenzor miikodésének alapja egy eredetileg 0,8 mm széles, kitagitott Iézernyalab,
amely keétcellas folyadékkristaly-modulatoron (Liquid Crystal Modulator, LCM) keresztill
vilagitja meg a GCI chipet. A lézerforrds fénysugara ketté van osztva mérdsugarra, illetve
referenciasugarra, és ezek egy optikai hulliamvezeté TaOs-rétegbe vannak bevezetve. A
hullamvezet6 feliilet — egy, a két becsatolasi racs kozotti 2-3 mm hosszu teriilet kivételével -
vastag SiO -réteggel van boritva. A két sugar tokéletesen parhuzamos, és ugyanazon a
folyadékkristaly modulatoron haladnak keresztil. A mérési felilet a GCI esetében a
hullamvezetd azon szakaszat jelenti, ahol a mérésugar halad, és torésmutato-valtozas
kdvetkezik be az Ggynevezett evaneszcens térben. Az evaneszcens tér a hullamvezet6 réteg
feliilete folotti azon térrész, ahol az elektromagneses hullam adott, a feliilett6l tavolodva
exponencialisan csokkend intenzitassal jelen van. A kialakult evaneszcens tér a mar emlitett,
két racs kozott elhelyezkedd, 2-3 mm hosszu terileten Iép kdlcsonhatisba az altalunk
kivalasztott mintaval. Amikor a mérésugér talalkozik a referenciasugarral, a ketto interferal
egymassal, es egyuttesen hozzak létre az interferencia jelet. Az eredd jel kicsatolodik egy 3.

racson keresztul a detektorba, ahol az ered6 intenzitas és az interferencia meérésére nyilik

lehet6ség. A méronyalab fazisdnak valtozasaval az interferencia karakterisztikaja is

11



megvaltozik. Az interferencia-karakterisztika nagypontossagu mérésehez idében valtozo jelet

szlikséges elGallitani, erre szolgal a mar emlitett LCM. [2] [3]

evaneszcens

2. 3. becsatolas

mérdényalab referencianyalab optikai szal

a
detektorba

4. &bra: A GCI bioszenzor miikodése Patko, D és tarsai cikke alapjan [3]

2.4 Glikoproteinek

A glikoproteinek olyan fehérjek, amelyek N- és O-glikozidos kotéssel rendelkezd,
Osszetett szerkezetli és funkcidji szénhidratlancokat hordoznak. Szerkezetilkre mar neviikbol
is kovetkeztethetiink: fehérjéhez kotott cukorrészt foglalnak magukba. E két komponens
kovalens kémiai kotéssel kapcsolddik egymashoz, mely egy rendkiviil stabil molekulat képez,
és nem csak megakadalyozza a peptidkotések proteolizis soran torténd lebomlasat, hanem
homérséklettel szemben is sokkalta ellenallobba teszi. [i3] [8]

Oldott, membranhoz kotott és extracellularis folyadék formajaban szintlgy jelen vannak
a sejtekben, azok feliiletén elhelyezkedve részben a sejtek egymashoz tapadasat szolgaljak,
részben pedig a sejt és kornyezete kozott meghatarozott molekulak, ionok vandorlasat,
széllitasat teszik lehet6vé. Az él6 szervezetben szamos biokémiai folyamat szerves részeét
képezik. Funkciojuk szerint legtobbszor enzimek, transzfermolekuldk, jelzéfehérjék vagy
strukturdlis komponensek, de kozremiikodnek a hormonképzésben, a véralvadasban és az

immunrendszer miikkodésében is. [i3] [9]
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5. abra: A glikoproteinek felépitése a N-glikén és O-glik&n szénhidratkomponensekkel Li, Y és tarsai cikke
alapjan [10]
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6. dbra: Glikoproteinek és mas membranalkot6k a sejtmembranba agyazva Sarah Knapp cikke alapjan [i3]
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2.5 Glikozilacid

A bioldgia centralis dogméja kimondja, hogy az él6 szervezetekben az informacio
aramlasa egyirdnyld, azaz DNS-r61 RNS, majd fehérje képzddik. A transzlaciot, az
intracellularis fehérjeszintézist kdvetdéen azonban tovabbi valtozasok mennek még végbe,
amelyek sziikségesek ahhoz, hogy egy sejt, szOvet és szervezet a kés6ébbiekben majd el tudja
latni bioldgiai funkciojat, aktivitasat. Mindez a poszttranszlacios modositasok révén valdsul
meg, melyek a fehérjékben a szintézis utan végbemend, jellemzOen enzimek altal Katalizalt,
kovalens kemiai modositasokat jelentik. [i4] [11]

A fehérje-glikozilacié az egyik leggyakrabban el6forduld poszttranszlaciés modositas,
mely egy szénhidratrész kovalens kapcsolodasat jelenti egy aminosavhoz, ezéltal glikoproteint
alkotva. A glikozil&cios reakciok igen sokfélék, és kiilonboz6 enzimek segitségével valosulnak
meg, amelyek specifikus glikanokat, szénhidrat-komponenseket kotnek specifikus
aminosavakhoz. [i4]

Az eukaridta fehérjék glikozilaciojat altalaban két f6 tipusba soroljak. Ezek kozul egyik
az N-kotést, amikor a cukormolekula az aszparagin aminosav nitrogénjéhez kapcsolodik, mig
maésik az O-kotésii, amikor a cukormolekula a szerin vagy treonin aminosav oxigénatomjahoz
kotodik. [i4]

A protein-glikozilacié a sejtek kulcsfontossagu fizioldgiai és patolégias folyamatait
szabalyozza a szervezetben. Az aberrans, normalistol eltéré glikozilacié éppen ezért szorosan
0sszefligg bizonyos betegségek kialakulasaval. Mindez megmagyardzza, miért is relevans a

glikozilacio jelenségével kapcsolatos kisérletek végzése. [12]

2.6  Fetuin glikoprotein

A fetuin vagy masnéven alfa-2-Heremans Schmid glikoprotein (AHSG) olyan
heterodimer plazma-glikoprotein, amely egy 282 aminosavbol all6 A-lancot és egy 27
aminosav-maradvanybol allo, inter-diszulfidkotéssel 0Osszekapcsolt B-lancot tartalmaz.
Elsésorban embrionalis sejtekben, illetve hepatocitakban expresszalodik, és a vérben, valamint
az extracellularis folyadékban talalhaté meg. 1944-ben Kai Pedersen fedezte fel magzati
borjaszérumban. [4] [13] [14]

Bar a fetuin-A poszttranszlaciés mddositasai nem teljesen tisztazottak és igen valtozoak

lehetnek, szamos vizsgalat azt tdmasztja ala, hogy a human fetuin A és B polipeptidlancai

14



egyarant glikozilacion, proteolitikus hasitason, foldingon es foszforilacion is keresztiilmennek
a biologiailag aktiv glikoprotein szerkezet kialakul&saig. A nativ fetuin-A modositésa altalaban
N-glikozilacioval indul a durva felszinii endoplazmatikus retikulumban, amelyet O-glikozilacio
kovet a Golgi-apparatusban. [4]

Szamos kutatasi eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a fetuin-A rendkivil
multifunkciondlis szerepkort betolt6 fehérje. Olyan alapvet6 biologiai folyamatokban jatszik
kulcsfontossagu szerepet, mint példaul a csont- és kalcium-anyagcsere, vagy az inzulin-
jelatvitel. A fetuin-A-rol azt is megallapitottak, hogy kozremiikodik kiilonb6z6é korképek
kialakulasaban, mint példaul az inzulinrezisztencia (IR), a 2-es tipust diabetes mellitus
(T2DM), a nem alkoholos zsirméajbetegség (NAFLD), egyes sziv- és érrendszeri betegségek
(CVD), bizonyos daganatos elvaltozasok és agyi rendellenességek. [4]

2.7 PNGaz F enzim

A PNGaz F (masnéven glikopeptidaz F vagy peptid-N4-(N-acetil-béta-glikozaminil)
aszparagin amidaz) az egyik leghatékonyabb, illetve legszélesebb kdérben hasznélt glikozidaz
enzim a N-kotésti oligoszacharidok lehasitasara, eltavolitasara a glikoproteinekrdl ¢és
glikopeptidekrdl, melyek igy proteomikai elemzés ala vethetok. A glikopeptidaz enzim a
komplex oligoszacharidok N-acetil-glikozamin- és aszparagin-maradékai kozott hasit. [i1] [i2]

A PNGaz F-et gyakran hasznaljak annak meghatarozasara, hogy a fehérjék
tartalmaznak-e glikozilalt peptideket, és hogy a deglikozilacié befolyasolja-e a fehérje
enzimaktivitasat. Emellett el0szeretettel alkalmazzak fehérjék és/vagy peptidek glikozilacios
szintjének meghatarozasara, N-glikdnok funkcionalis szerepének elemzésére és fehérjék

heterogenitasanak csokkentésére. [i2]
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Afukéz

«— PNGaz F
aszparagin_ polipeptid l{lﬂc

O mannoéz
O galaktéz
. N-acetil-gliikozamin

7. abra: PNGaz F enzim hasitésa a glikoprotein N-acetilgliikozamin és aszparagin része kdzott Karav S., és
tarsai cikke alapjan [15]
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3. CELKITUZES

A kutatbmunka soran célul tiiztem ki annak megfigyelését, hogy a fetuin glikoprotein
PNGéaz F glikozidaz enzimmel végzett hasitdsa sordn torténik-e valtozas a glikoprotein
szénhidrategységeinek vonatkozasaban, és ha igen, akkor mekkora mértékii a csokkenés a
cukoregysegek mennyiségében, melyrél a kinetikai gorbék kiértékelését kovetden a fellleti
tomegstriiség szolgaltat informéaciot. Tehat ha sikeres a glikoprotein deglikozilalasa, a
szénhidrat-komponensek lehasitdsa, abban az esetben a feliileti tomegsiiriség kapcsan
csokkenés figyelheté meg.

A méréseket - melyek egy 4-PCP-felllettel boritott WAVECchip segitségével valosulnak
meg - a WAVEdelta jel6lésmentes optikai bioszenzoron, a WAVEcontrol nevii programban
tudjuk valos idében nyomon kovetni és még a legkisebb valtozasokat is észlelni.

A kondicionalasi és a stabilizaciés miiveletet kovetéen a fetuin glikoprotein a
WAVECchip 1-es, 2-es, és 3-as csatornajan keriil immobilizalasra, a 4-es csatorna pedig
referencia-csatornaként funkcional a mérések soran.

A Kkinetikai széria keretében a PNGé&z F glikozidaz enzimet a chip mind a négy
csatorngjan injektaljuk. Az enzimatikus hasitd hatas révén bekdvetkezé valtozasokat valds
id6ben figyeljuk a szamitdgépes programban.

Végs6 soron a kapott eredmények a referencia-csatorndval korrigalva keriilnek

kiértékelésre.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhaszndlt anyagok

o foszfatpuffer (PBS tabletta, pH= 7,4, Sigma-Aldrich)

e borét puffer, pH=9 (Xantec Bioanalytics)

e EDC (Xantec Bioanalytics)

e NHS (Xantec Bioanalytics)

e etanolamin, pH=8 (Sigma-Aldrich)

e NaH2POj4 (Spektrum 3D)

e Milli-Q viz (ultratiszta viz, 18,2 MQ-cm ellenallasu 25°C-on)
e PNGAaz F enzim (Pannon Egyetem)

o fetuin (fetalis szallitd fehérje, Pannon Egyetem)
4.2  Meérési modszer

A mérések egy négycsatornds, PCP-feliileti WAVEchip segitségével valosulnak meg,
melynek sematikus abraja a 8. abran figyelheté meg. Erre torténik meg a fetuin glikoprotein
ligandum immobilizalasa, kovalens kikdtése. A chip csatornain a mérések soran folyamatos az

oldat-aramoltatas.

PCP

LWV A LX)

8. &bra: Poli-karboxilat polimer feliiletii Creoptix WAVEchip sematikus dbrdja [i5]

4.2.1 Kisérlet referencia-csatorna helyettesitéseére

Mérésunk soran egy tobbszordosen emésztett csatorna, illetve egy 2 M-os koncentracioju
guanidin-kloridos denaturacion atesett csatorna referencia-csatornaként torténé alkalmazasaval
is probalkoztunk. Ezek koziil egyik esetben sem tapasztaltunk szdmottevd véltozast a sima

referencia-csatornahoz viszonyitva.
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4.3 Mérések menete

A glikozidaz enzimes hasitast tobb mérés keretében is vizsgaltuk. Dolgozatomban ezek
kdzil most egy mérést mutatok be a kondicionalasi miivelett6l kezd6dben a kiértékelés soran
kapott eredményekig. A mérés sordn a kiilonbdz6 csatornakon kiilonboz6 higitasban

alkalmaztuk az enzimet és figyeltiik meg deglikozilacios hatasat.

A PNGaz glikozidaz enzim-oldatot a Pannon Egyetemrdl kaptuk, melynek fehérje-

koncentracidja 0,12 mg/ml volt. Méréseink soran ezzel, illetve ennek higitasaival dolgoztunk.

Egy GCI ciklus tobb 1épésbdl all, ezek az alabbi abran figyelheték meg. Az alapvonal
beallitasat kdvetden injektalas zajlik, ez az asszociacios 1épést foglalja magaba. A mosas pedig

a disszociacios lépést jelenti.

injektalas

50

40
‘30
8
[=14]
2
S 20
7
=14}
(5]
g
810
€ alapvonal mosas
=1
& -0 d

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

idd (s)

9. abra: Egy GCI ciklus szakaszai: az alapvonal bedllitasa, injektalasi 1épés, majd a mosasi l1épés

4.4  Kondicionalas és stabilizacio

Egy mérés minden esetben tobb részre oszthatd, ezek az Ugynevezett széridk, melyek
tovabb oszthatok kisebb ciklusokra. Az els6 ilyen széria a mérések soran az Ugynevezett
kondicionélés volt.

A kisérlet elején 0j 4-PCP-chip keriilt behelyezésre a WAVEcore méréegységbe. Ennek
okan még az immobilizacios széria el6tt elengedhetetlen miivelet a kondicionalas, mely a chip
feluletét tokéletesiti, késziti el6 az immobilizaciora, és biztositja, hogy a lehet6 legnagyobb

mennyiségii ligandum tudjon majd odako6tédni az immobilizacio keretében. A kondicionalési
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csatornain.
A kondicionalast stabilizacios mivelet koveti, mely a méréshez hasznalt puffer, tehat

PBS-oldat aramoltatasat jelenti az alapvonal beallitasanak céljabol. A stabilizacids szeériat

ugynevezett *startupok’ alkotjak.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1  Immobilizacid

Fehérje-ligandumok esetében a legaltalanosabban hasznalt immobilizacios mddszer az
ugynevezett aminkapcsolas, mely egy kovalens keémiai kapcsolds. Ennek soran az
immobilizacio a szabad primer amino-csoportokon keresztul torténik, mint példaul a lizin-
maradvanyok, vagy a fehérjék és peptidek gyakori komponense, tgynevezett N-terminalisa. A
PCP WAVECchip vastag polikarboxilat-alapud, hidrogél bevonata szabad karboxil-csoportokat
hordoz, amelyhez a fehérjéket EDC/NHS kotéskémia segitsegével, az elébb emlitett moédon
kovalensen lehet kotni. [1] [16]

Az immobilizacids széria soran a fetuin glikoproteint a 4-PCP chip 1-es, 2-es, és 3-as
csatornajan immobilizaltuk, az elébbieckben emlitett modon kovalensen kotdttik EDC/NHS
reagens €s 1 M-os etanolamin segitségével a chip fellletre. Az immobilizaciéhoz 50 mM-os
500 ug/ml-nyi fetuint aramoltattunk a chip 1-es, 2-es és 3-as csatornajan 1200 s és 600 s

id6tartamokban.
A 10. abran jol megfigyelhetd, hogy az 1-es csatornan ~8900 pg/mmz, a 2-es csatornan

~8800 pg/mmz, a 3-as csatornan pedig szintén ~8900 pg/mm2 feliileti tomegstiriiségli fetuin
kotddott kovalensen a chipfeliiletre a kisérlet immobilizacios miivelete soran.

A 4-es csatorna a merések soran referencia-csatornaként ker(lt alkalmazasra, ezen csak
aktivalas és passzivalas ment végbe, immobilizacié nem. Az aktivacio soran aktivva tettik a
chip fellletét, hogy minél nagyobb mennyiségii fetuin protein tudjon kovalensen odaké6tédni.
A passzivalas keretében pedig a szabadon maradt kotéhelyeket zartuk le, hogy tovabbi kotodés

a felliletre mér ne tudjon megvalésulni.
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5.2
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10. abra: A fetuin immobilizacios gorbéje a feliileti tomegsiiriiség és az ido fiiggvényében feltiintetve (1-€S

csatorna kék, 2-es piros, 3-as zold szinnel szerepel)
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11. abra: A referencia-csatorna elkészitése az aktivalassal és a passzivalassal
Kinetika

Az 1-es csatornan 1-szeres PBS-oldatot alkalmaztunk pufferként és PNGaz F enzim 50-

szeres higitassal készitett oldatat hasznaltuk. Utobbit 15 ciklus sordn aramoltattuk az 1-es

csatornan. Az asszociacios id6 1800 s volt, mig a disszociacios id6 pedig 150 s. Az asszociacio

az injektalast, a disszociacié pedig mosasi lépést foglal magaba. Sajnos a mérés soran

eléfordult, hogy egyes ciklusok soran levegdbuborék keriilt injektalasra a feliiletre, ezen

ciklusokat a kiértekelés soran figyelmen kivul kellett hagynunk.
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Ci.Injection
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12. abra: Az 1-es és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a feliileti tomegsiiriiség és az idd fiiggvényében
abréazolva (az 1-es csatorna kékkel, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel)

A 2-es csatornan 1-szeres toménységii PBS-oldatot alkalmaztunk, mint puffer és az
enzim 20-szorosara higitott koncentraciojat aramoltattuk a chip 2-es és 4-es csatornajan. Az
asszociacios 1d6 ezen csatorna esetében is 1800 s, a disszocidcios id6 pedig 150 s volt. A 4-es
csatorna ebben az esetben is referencia-csatorna szerepet toltott be, tehat kizé&rdlagosan

aktivalas és passzivalas tortént rajta, immobilizaciét nem végeztiink.
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13. abra: A 2-es és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a feliileti tomegstiriiség és az idé fiiggvényében
abrazolva (a 2-es csatorna pirossal, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel)
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A 3-as csatorna esetében az enzim témény oldatat alkalmaztuk, és szintén 1-szeres PBS-
oldat volt a pufferiink. Az enzim 5 ciklusban lett injektadlva a 3-as és 4-es csatorndra. Az

asszociacids 1dd 1800 s-ra, a disszociacios 1200 s-ra lett beallitva.
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14. bra: A 3-as és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitds utdan a feliileti tomegsiiriiség és az idé fiiggvényében
abrazolva (a 3-es csatorna z6lddel, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel)

5.3 Az 1-es csatorna kisérleti adatainak kiértékelése

A Kisérletek soran kapott gorbéket a referencia-csatornaval korrigaltuk mind a harom
csatorna esetében. A mérések soran tigynevezett ,,blankeket”, vakprobédkat is alkalmaztunk,
melyek az aprobb eltérések, torzitasok kikliszobolését szolgaljak. Definicidjuk szerint a minta
aramoltatasaval kozel azonos, de analit nélkiili injektalasok. Ebbdl trivialis modon kovetkezik,
hogy a vakprdbat pontosan ugyanazzal a pufferrel kell végezni, mint ami az analit készitése
soran kerult felhasznalasra. Minden harmadik-6tddik mintainjektalas utan szikséges egy
vakprébat is végezni. A blankek kivonasra keriilnek a minta injektalasi ciklusaibdl, ez az
ugynevezett kettds referencia alkalmazasa, mely az eltérések eliminalasnak rendkiviil hatékony

modszere. [16]

Az 1l-es csatorna kisérleti adatainak WAVEcontrol program segitségevel veégzett
kiértekelése soran megallapitottuk, hogy a fellleten immobilizalt fetuin glikoprotein
cukoregysegeinek mennyisége -31,4 pg/mm2 -re csokkent az 1. ciklus soran, majd ciklusrdl-
ciklusra tovabbi redukciot mutatott. A 15. abran mindez jol megfigyelhetd, és arra enged
kovetkeztetni, hogy a PNGaz F enzimmel végzett enzimatikus hasitds eredményesnek

tekintheto.
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15. dbra: Az 1-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a referencia-csatornaval korrigalva, a fellleti
tomegsuiriiség és az ido fiiggvényében abrazolva

A fetuin cukoregységeinek csokkenése az egyes ciklusok soran

50-szeres higitas esetén
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16. &bra: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti tomegsiiriiség
és a ciklusok szdménak fuggvényében abrézolva

A 16. abran jol lathat6, hogy az 1-es csatornan a glikoprotein szénhidrategységeinek

feliileti tomegstirlisége az egymast kdvetd ciklusok soran egyre csokkend tendenciat mutatott.
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Az utolso ciklus végén a glikoziddz enzim hatasara a feliileti tomegsiirtiség 8894,2 pg/mm?

érték lett.

5.4 A 2-es csatorna kisérleti adatainak kiértékelése

A 2-es csatorna esetében a referencia-csatorndval korrigalt gorbék alapjan
megallapithato, hogy a feluletre kovalensen kotétt fehérje szénhidratunitjainak mennyisége
-19,3 pg/mm2 -re csokkent (17. abra) az 1. ciklus sordn, majd ezt kovetden ciklusrol-ciklusra
egyre kisebb volt a felileti tomegstiriségben észlelhetd csokkenés. Ez a fellleti
tomegstiriiségben tapasztalhato redukcio szintigy a PNGaz F glikoziddz enzim eredményes

hasitd hatasat timasztja ala.
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17. dbra: Az 2-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a 4-es, referencia-csatornaval korrigalva, a feliileti
tomegsuiriiség és az ido fiiggvényében abrazolva
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A fetuin cukoregysegeinek csokkenése az egyes
ciklusok soran 20-szoros higitas esetén
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18. abra: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti tomegsiiriség
és a ciklusok szamanak fliggvényében abrazolva

A 2-es csatornan minden ciklus utan egyre kevesebb lett a glikoprotein cukorunitjainak
felUleti boritottsaga, ami a 18. abran jol lathat. Ebben az esetben kevesebb ciklus sordn merdilt
fel hiba a levegd buborékok miatt, igy a kapott eredmények alapjan jobban megfigyelheto a
feliileti tomegsiirtiség csokkenése. Az utolsd ciklus végére a boritottsag 8566,3 pg/mm?-re

csokkent.
5.5 A 3-as csatorna kisérleti adatainak kiértékelése

A 3-as csatornan végzett hasitas kiértékelése soran, a kapott eredmények referencia-
csatornaval végzett korrigalasa soran azt allapitottuk meg, hogy a fetuin glikoprotein
cukoregységeinek feliileti tomegstirtisége -6,8 pg/mm2 értékre redukalddott az 1. ciklus soran,
és ciklusrol-ciklusra egyre kisebb lett ez az érték. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy
glikozidaz F enzim ebben az esetben is hatékonynak bizonyult. A kapott értékek az alabbi, 19.

abran figyelhetéek meg.
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19. dbra: A 3-as csatorna az enzimatikus hasitas utan a referencia-csatornaval korrigalva, a feluleti

tomegsuiriiség és az ido fiiggvényében abrazolva

A fetuin cukoregységeinek csokkenése az egyes ciklusok
soran a tbmeny enzim esetén
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20. bra: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti tomegsiiriiség
és a ciklusok szdméanak fuggvényében abrézolva

A 20. abran figyelheté meg méréslink soran a 3-as csatornan bekdvetkezd,
ciklusonkénti szénhidratunit feliileti tomegstrtiségének csokkend tendenciaja. Az utolsé ciklus
végére a feliileti boritottsag 8884,8 pg/mm? értékre redukalodott a PNGaz F enzim hasitasa

réven.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kutatdbmunka sordn a PNGA&z F glikozidaz enzimatikus hasitd hatdsat vizsgaltam a
fetuin-A glikoprotein vonatkozéasaban, valds-idében nyomon kovetve és a GCI jeldlésmentes
optikai bioszenzor segitsegével.

A fetuin foként embrionalis sejtekben €s hepatocitadkban expresszalddo, a szervezetben
multifunkcionalis szerepkort betolté fehérje. A protein-glikozilacionak a fizioldgias, illetve a
patologias elettani folyamatokban egyarant kulcsfontossagu szerep tulajdonithat6, ennek okéan
az ezzel kapcsolatos, proteomikai kisérletek végzése igencsak relevans. [4]

A méréseket kiilonb6z6 higitasi enzim-koncentraciokkal végeztik el, Creoptix
WAVECchip felhasznalasaval. A chip PCP feliiletéhez kovalens kémiai kotéerdkkel, EDC/NHS
reagenssel, az Ugynevezett aminkapcsolassal immobilizaltuk a fetuint az 1-es, 2-es és a 3-as
csatornakon. A 4-es csatorna referencia-csatornakeént funkcionalt, ezen immobilizacié nem
tortént, csak aktivalast s passzivalast végeztink. [16]

A Kinetikai széridban injektaltuk a PNGaz F enzimet a csatornakon, és val6s-idoben
figyeltik meg, milyen hatést gyakorol a fetuin glikoprotein cukoregységeinek feluleti
tomegslirliségére.

A referencia csatornaval vald korrigalas soran megallapitottuk, hogy az 1-es csatornan
-31,4 pg/mmz, mig 2-es csatornan -19,3 pg/mmz, a 3-as csatornan pedig -6,8 pg/mm2 értékre
csokkent a fetuin cukorunitjainak tomegsiriisége az 1. ciklust kovetéen, majd a fellleti
boritottsag ciklusrol-ciklusra egyre csokkend tendenciat mutatott.

A kisérleti adatok referencia-csatornaval vald kiértékelése soran kapott eredmények az
enzim hatékony deglikozilacios képességét tdmasztjak ala, melyet az 1-es, 2-es, és 3-as
csatornakon kovalens kémiai kotéssel immobilizalt fetuin cukoregységeinek redukalt feldleti
boritottsaga bizonyit. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a miiszer Kivaléan alkalmazhat6 e
tipust kisérletek elvégzésére, annak okan, hogy még a deglikozilacio révén bekovetkez6 aprod
valtozasokat is detektalni tudja. Ki lehet jelenteni, hogy a GCI technika kinetikai paraméterek,
kotohely affinitasi 4llandok meghatidrozdsa mellett alkalmas enzimes hasitas valos-idejli

megfigyelésére is.
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