i NI LR YT e L T i i imirmim
T} T

i e

MUEGYETEM 1782

BUDAPESTI MUSZAKI ES GAZDASAGTUDOMANYI EGYETEM
VEGYESZMERNOKI ES BIOMERNOKI KAR

Vatta és grafitalapu szilard fazisu
extrakcios rendszerek fejlesztése és
alkalmazasa prosztata- és emlotumoros
szovetek gliikozaminoglikan tartalmanak
vizsgalatara

OTDK dolgozat

Szerzo:
Fiigedi Kata Dorina

MSc vegyészmérnok hallgatod

Témavezetok:

Dr. Toth Gabor
tudomanyos munkatars

Dr. Turidk Lilla

tudomanyos fdmunkatars

Belso témavezeto:
Dr. Horvath Viola

egyetemi docens

2022



Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

Tartalomjegyzék

1. Bevezetés és CEIKItUZESeK ..............cccooviiiiiiiiiiiii e -6 -

2. Irodalmi AtteKinteés ...............cccooiiiiiiiiiiii e -8 -
2.1. Az extracellularis MALIIX............ocoiiiiiiiiii e -8-
2.2. Proteoglikanok és gliikozaminoglikanok szerkezete, funkcifi...............c....cee. -8-
2.3. Gliik6zaminoglikanok miiszeres analitikai vizsgalati modszerei...................... -13-

2.3.1. Gliikkézaminoglikdnok vizsgalata tomegspektrometria alapu modszerekkel:

“bottom-up ” €s “top-down” MEGKOZEIILES .........ccveviiiiriiiiiiiisieee e -13-
2.3.2. Kromatografias modszerek GAG-ok vizsgalatara...........ccccovveiviieniieeiinennne, -15-
2.3.3. Mintatisztitasi lehet6ségek GAG diszacharidok vizsgalatdhoz...............c........ -17 -
2.4. Emlérakos és prosztatarakos megbetegedések ..................c.ccoooiiiiiiiiiiiiiiinnn. -18 -

2.5. Gliikozaminoglikanok szerepe és valtozasa prosztatarakban és emlérakban. - 21 -

3. Kisérleti anyagok és modszerek................cccoevviiiiiiiii i -23 -
3.1. Felhasznalt anyagok Listaja................ccoooiiiiiiiiii e -23-
3.2. Kapillaris nanoHPLC kolonnak Készitése...................ccocoviiniiininiiniciiicien, -24 -
3.3. Szilard fazisu extrakciés médszerek és fejlesztésiik..............cocovvrininiiinnnnnn -24 -

3.3.1. Moddszerfejlesztés HS diszacharidok tisztitdSara...........ccovvviviiiciiiciiciicn, -24 -
3.3.1.1. Vatta-HILIC mddszer fejlesztése HS diszacharidok tisztitdsara..........cccocveveenee -24 -
3.3.1.2. Kiilonboz6é gyartoju grafitalapu allofazisok tesztelése és Osszehasonlitasa HS
diszacharidok tISZHIEASATA. .....c..eiiiiiiiiii it -28 -
3.3.1.3. HS diszacharidok tisztitasara fejlesztett kombinalt protokoll ............cc.cccovriiinnne -29 -

3.3.2. Mddszerfejelsztés CS diszacharidok tiSZtitASAra ...........cevvvviiieiiiieiicneennns -30-
3.3.2.1. Vatta-HILIC modszer fejlesztése CS diszacharidok tisztitasara ...........cccoevvvernennne -30 -
3.3.2.2. Kiilonbozé gyartoja grafitalapa allofazisok tesztelése és Osszehasonlitasa CS
disZacharidok tISZUIEASATA . ......c.veiueeiiiiie ettt nee e -32-
3.3.2.3. CS diszacharidok tisztitasara fejlesztett kombinalt protokoll...........c.ccocerviiiiinnnes -32 -

3.3.3. HS tisztitasi modszer biologiai alkalmazhatosaganak viszgalata — HSBK, HSPIM -
33 -

3.3.4. CS tisztitasi modszer bioldgiai alkalmazhatdsdganak viszgalata — PCa. .......... -33-
3.3.5. Kromatografias parameterek ..........occeveiieiiiiiiiieeiieeseee e -33-
3.3.6. Tomegspektrometrias parameterek .........ccoovveviiiieiiiiiiieiiciese e -34-
3.4. Prosztata- és emlétumoros elvaltozasok vizsgalata ...................ccoccooviiiiinnn, -34 -
3.4.1. Mintak KIVAIASZIASA .....ccuviivveiieiiiiieiiecc e -34 -
3.4.2. Szoveti mintdk vizsgalati munkafolyamata............ccooooviiiiiiiiciiiiic -36-
3.4.3. Szovetmetszetek elokészitése az emésztési 1€peshez........covvvvviiiiiiiiciiinnnn, - 36 -
3.4.4. Heparan-szulfat lancok szovetfeliileti emESZLESE ..........ovvrvriviiieiiiiiiieieen -37 -
3.4.5. Kondroitin-szulfat lancok szovetfeliileti emESZtESe ..........ouvverrireierinirinnne -37 -

-2-



Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

3.4.6. A mintak szilard fazisu extrakcios tiSZHASA ....c.eevveervieiiiiiieiie e -37 -
3.4.7. Kromatografias parameterek ..........ccocovveriviiiiieiiiiee e -38 -
3.4.8. Tomegspektrometrids parameéterek .........cocvviiiiiiiiiiiiii e -38 -

3.4.9. Proteoglikan vazfehérjék mennyiségének ,,shotgun” proteomikai elemzése ... - 38 -

3.5. Mérési adatok Ert€Kelése..............ccooiiiiiiiiiiiiici e -39 -
4. Eredmények €s értéKelésiik ..............ccccooviiiiiiiiniiiiii i -41 -
4.1. Szilard fazisa extrakcios tisztitasi modszer fejlesztése heparan-szulfat
ISZACNAITUOKIA ... -41 -
4.1.1. Vatta-HILIC mOdSZerfe]leSZtes ......uiviuiiiiiiiiiiiieiiiie i -41 -
4.1.1.1. Toltési folyamat és alkalmazhatOsagi teSZt ........c.cevvvviiiiiiieiienieic e -41 -
4.1.1.2. Az allo6fazis anyaganak és mennyiségének kivalasztasa ..........cccooeviiiiiiiienicnnnns -42 -
4.1.1.3. Oldoszertérfogatok OPtIMALASA ........eerviiririeiiiieie e -44 -
4.1.1.4. Felviteli olddszer dsszetételének optimalasa..........cocvviveiiiiiiiiiiiiiieeesee - 45 -

4.1.1.5. Hités és melegités hatasa a felvitel €s elicio soran, tobblépéses ellcio vizsgalata - 46 -

4.1.1.6. Eltcios oldoszerosszetétel VIZSZAlAta ..........cveiieiiiiiiiiiiieiee e -48 -
4.1.1.7. OSSZEFOGIALAS ......co.vcevreceeseeee ettt -49 -
4.1.2. Grafitalapli modszerek fejlesztése ... - 49 -
4.1.3. Kétlépéses kombinalt modszer fejlesztése vatta-HILIC és grafitalapt all6fazisok
AlKAIMAZASAVAL.....cviiiiiiie e -51-
4.1.3.1. Kombindlt modszer tesztelése: standard HS diszacharid keverék vizsgalata.......... -51-
4.1.3.2. Kombinalt mddszer tesztelése biologiai mintakon — HSBK, HSPIM ..................... -53 -
4.1.3.3. OSSZEFOGIALAS ... -53 -

4.2. Szilard fazisu extrakcids tisztitisi modszer fejlesztése kondroitin-szulfat
ISZACNANTUOKIA ...t -55-
4.2.1. Vatta-HILIC mOdszerfejlesztes .........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiciicec e -55-
4.2.1.1. Eltcios oldatdsszetétel optimalasa ..........c.eovvieiiiiiiiiiiiiee e -55 -
4.2.1.2. Felviteli 1€p€s OPUMALASA .......eevviiviiiieiiiiiiie it - 56 -
4.2.1.3. OSSZEFOGIALAS ......covvivivieiveiiieiesce ettt -57 -
4.2.2. Grafitalapti modszerek fejlesztese ........covimimiiiiiiiiiiiiie s -58 -
4.2.3. Kétlépéses kombinalt modszer fejlesztése vatta-HILIC és grafitalapa allofazisok
AlKalMAZASAVAL........eiiiiiii e -59 -
4.2.3.1. Kombinalt modszer tesztelése: standard CS diszacharid keverék vizsgalata........... -59 -
4.2.3.2. Kombinalt modszer tesztelése biologiai mintakon — PCa ........cccevviviiiiiiiciennns -59 -
4.2.3.3. OSSZEFOZIALAS .......ocoocvevieieeiiieeieicee et - 60 -

4.3. Prosztata- és emlétumoros szovetek GAG tartalmanak 6sszevetése ................ -62 -
4.3.1. Heparan-szulfat és kondroitin-szulfat lancok 6sszmennyisége............ccevvennene -62 -
4.3.2. Heparan-szulfat [ancok szulfatdcioja........c.coovviiiiiiiiiiiiiiic -64 -
4.3.3. Kondroitin-szulfat lancok szulfatacids mintazata ...........cccccevveeeeriveresiieninennnns -68 -

-3-



Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

4.3.4. Eredmények Osszevetése, proteoglikan vazfehérjék mennyisége .................... -71-

5. OSSZEIOGIAIAS ...........cooveecviceeecee e - 74 -
6. IrodalomjegyzeEK ............coccvviiiiiiiiiiie e - 76 -
7. FUGEEIEKEK. ... - 82 -
7.1. Roviditések, jelolések jegyzeEKe .............cccoviiiiiiiiiiiiiiiii e -82-
7.2. A Lawrence KOd értelmezése ..................ccccooiiiiiiiiiiiiicii e -84 -

7.3. Prosztatariakos és emlorakos betegségek vizsgalatanal felhasznalt szovetmintak

DELEYAALAL ... .. s -84 -
7.4. Prosztata és emlé vizsgalt szovetek paronkénti dsszehasonlitiasa soran elvégezett
statisztikai tesztek és probakhoz tartozo p-értékek ................ccccoooiiiiiiiiiiininen, - 87 -
7.5. HS és CS vatta-HILIC modszerfejlesztés.................ccccooviniiiiiininiieen, -89 -
7.6. Proteomikai VizsgAlatokK .................ccoooiiiiiiiiii -91-
7.6.1. Fehérjék szovetfeliileti emésztése €s tiSZItASA ....ouvrrviriiiriiiiiiiiierieeee e -91-
7.6.2. Forditott fazisti nanoUHPLC-MS/MS meErések ..........coovmviiiiiniiinniniiinnnnne -91-
7.6.3. Proteomikai mérési eredmények adatért€kel€se.........occvviiniiiniiiiiiiiiiiiiennnn, -92 -




Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindenekelott témavezetdimnek, Dr. Toth Gabornak és
Dr. Turiak Lillanak, akik segitsége és iranymutatasa nélkiil nem johetett volna létre ez a munka.
Nagyra értékelem a rengeteg segitséget €s tamogatast, amit a gyakorlati munka és a dolgozat
elkészitése soran téliikk kaptam. K6szoném Dr. Horvath Violanak, hogy belsé témavezetdként
tamogatta munkamat. K6sz6nom Dr. Drahos Laszlonak a dolgozat atnézését, Sugar Simonnak
pedig a dolgozat atnézését és a statisztikai eredmények kiértékelésében nyujtott segitségét.
Kosz6nom tovabba Bugyi Fanninak és P4l Domonkosnak a rengeteg tamogatast. Halas vagyok
az MS Proteomika Kutatécsoport Osszes tagjanak szakmai segitségilikért és tamogatasukért
egyarant. Végiil, de nem utolsésorban kdszondm csalddomnak és barataimnak és mindenkinek,

aki hozzéjarult ennek a munkanak a 1étrejottéhez, hogy végig timogattak.

A munka az Emberi Eréforrasok Minisztériuma Uj Nemzeti Kivalosiag Programjanak
UNKP-22-2-1-BME-135 palyazatanak, a Bolyai Janos Kutatasi Osztondijnak, az OTKA PD
121187 és OTKA FK 131603 palyazatok tdmogatasaval késziilt.




Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

1. Bevezetés és célkitiizések
A tumoros elvaltozasok napjaink egyik legelterjedtebb betegségei kozé tartoznak.

Eléfordulas tekintetében a prosztatardk és az emlérak egyarant vezetének szamit. Bar a kétféle
betegség eltérd szervi eredetii €s gyakorisaguk nemtdl fliggd, a mogottes biokémiai
folyamatokban szamos hasonlosag figyelhet6 meg. Ugyan rendelkezésre allnak kiilonb6zo
terapias lehetdoségek ezen betegségek kezelésére, az elvaltozasok biokémiai hatterének
részletesebb megértése tovabbra is kiemelt jelent6séggel bir a hatékonyabb diagnosztikus és

terapias lehetdségek felfedezéséhez.

A proteomika az €16 szervezetek fehérjekészletével foglalkozo tudomanyag. A fehérjék
szamos fontos biologiai feladatot latnak el a szervezetlinkben, amelyet a hozzajuk koétddo
kémiai csoportok, a poszt-transzlacios modosulasok (PTM-ek) nagymértékben befolyasolnak.
A leggyakrabban vizsgalt PTM a glikozilacid, mely soran a fehérjéhez kiilonbozé méretii és
szerkezetli szénhidrat molekulak kapcsolédnak. A daganatos megbetegedések soran a szovetek
proteomikai és glikomikai dsszetétele jelentésen megvaltozik, amelyben kézponti szereppel bir
az extracellularis matrix (sejtek kozotti tér, ECM) atrendezddése.

Az ECM-ben lejatsz6dd folyamatok egy jelentds részét proteoglikanok (PG-k) iranyitjak,
amelyek Kkitiintetett vazfehérjékhez kapcsolodo gliikozaminoglikan (GAG) lancokbol alld
makromolekuldk. A GAG-ok ismétl6dd diszacharid egységekbdl felépiild, linearis
poliszacharid lancok, melyekhez kiilonb6z6 pozicidkban szulfatcsoportok kapcsolddhatnak.
A GAG-okat a felépito diszacharid egységek alapjan négy osztalyba sorolhatjuk, melyek koziil
a munkam soran a kondroitin-szulfat (CS) és heparan-szulfat (HS) GAG osztalyok vizsgalataval
foglalkoztam. Az ezeket felépitd diszacharid egységek meghatarozott poziciokban
szulfatalodhatnak (diszacharidonként akéar 3 szulfatcsoport kapcsolddasa is lehetséges),
igy er6sen polaris makromolekulékat 1étrehozva, melyek intakt formaban torténd vizsgalata
kiilonosen nehéz feladat. Ebbdl adoddan a CS és HS lancok vizsgalatanak elterjedt modszere
azok enzimatikus emésztéssel diszacharid ismétlodo egységekre valo bontasa, majd a keletkezo
diszacharidok folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias (HPLC-MS) vizsgalata.
A mérési eredmények statisztikai feldolgozasa soran kdvetkeztethetiink a GAG lancok szintjén
lejatszodo atlagos valtozasokra, amelyek alapjan kovetkeztethetiink a szovetekben lezajlo

biologiai folyamatokra.

A miiszeres mérést megel6zen azonban sziikség van a diszacharidokat kis mennyiségben
tartalmaz6 emésztett mintdk tisztitasara, eltavolitva ezzel a zavard bioldgiai matrixot valamint
az emésztési maradvanyokat. Erre a 1épésre az irodalomban kevesebb hangsulyt fektetnek,
hiszen a legtobb ilyen tisztitasi modszer bonyolult és draga, pedig alkalmazéasuk jelentdsen

befolyasolja a mérési eredményeket. Egy uj szilard fazisu extrakcios (SPE) modszer
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kialakitasara alkalmasak lehetnek a grafitalapu és a hidrofil interakcids kromatografia (HILIC)
tipusu allofazisok. A HILIC és a grafitalapt mddszereket is egyre elterjedtebben alkalmazzak
GAG-ok kromatografias elvalasztdsdhoz, igy SPE allofazisokként is igéretesek lehetnek.
Ezen kiviil a kétféle modszert elterjedten hasznaljak a tulajdonsagaiban hasonld N-glikdnok
tisztitasara és dusitasara is.

Kutatdémunkam sordn célul tiiztem ki kis mennyiségii biologiai mintdkbol kinyert HS és CS
diszacharidok tisztitisara alkalmas SPE modszerek fejlesztését, mindezt olcsd és
kornyezetbarat modon megvalositva. Ezutdn célom volt prosztata- és emlddaganatos mintak
szoveti GAG tartalmanak vizsgalata a koros biokémiai mechanizmusokat leird eltérések és

hasonldsagok széleskori feltérképezése érdekében.
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2. Irodalmi attekintés
2.1. Az extracellularis matrix

Az extracellularis matrix (ECM) a szovetek és szervek kozotti teret kit6lté nem sejtes
alkotoelem, mely nem csupan alapveté fizikai stabilitast biztosit, hanem szamos fontos
biokémiai jelatviteli folyamat résztvevdje is. Ezen folyamatok iranyitjak tobbek kozott a
sejtnovekedést, morfogenezist, differencialodast és homeosztazist [1-3]. Bar az ECM
alapvetéen vizbol, fehérjékbdl és proteoglikanokbol (PG-K) all, minden szévetnek egyedi
Osszetételit ECM-je van, amely a szovetfejlédés soran alakul ki a kiillonb6z6 szovetek kozotti
dinamikus biokémiai és biofizikai kdlcsonhatdsok révén. Az sejtek kdzotti kommunikacid miatt
az ECM szerkezete, Osszetétele folyamatos atalakulason megy keresztiil, enzimatikus és
nem-enzimatikus modositasok révén [1,4]. Az esetlegesen kialakulé rendellenességek azonban

eldsegithetik a tumoros elvaltozasok kialakulasat [4].

2.2. Proteoglikanok és glilkézaminoglikianok szerkezete, funkciéi

A fehérjék egyik leggyakrabban vizsgalt poszt-transzlacios modosulasa a glikozilacio,
mely jelentésen befolyasolhatja a fehérjék biologiai funkcioit, a kapcsolodo poliszacharidok
tipusa, mérete és kémiai tulajdonsagai altal. Az extracellularis matrixot alkot6 fobb fehérjék
a kollagén, elasztin, fibronektin és laminin [2]. A glikozilacio faj- és sejtspecifikus, amelyet
a fehérjevaz szerkezete és a szénhidrat-kotéhely is meghataroz, ami azt jelenti, hogy barmely
fehérje glikozilacidja attol a sejttdl vagy szovettdl fiigg, amelyben termelédik [5-7].

A proteoglikanok (PG-k) a glikoproteinek egy alosztalya, melyek egy fehérje vazbol
¢s a hozza egy tetraszacharid kotdegységen keresztiill kovalensen kapcsolodd
glikézaminoglikan (GAG) lancokbol allnak (1. dbra) [8]. A PG-k osztilyozasa az
elhelyezkedésiik, a felépité vazfehérjéik szerkezete és a kapcsolodd6 GAG lancok alapjan
torténik [9].

GAG lanc
A
S N
[ @]
gfehérjevéz
galaktoz
L=0 xiloz "4 glukoronsav
w5 OO O
L J
Y COOH
HO
tetraszacharid 6sszek6to — 0 o
/ e egysé
+ - fehérje vaz ayseg OH o
! HO OH
OH NHAC

diszacharid épit6 egység

1. abra A proteoglikanok altalanos szerkezeti felépitése.
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Lokalizaciojuk alapjan megkiilonboztetiink intracellularis (szerglicin), sejtfelszini
(szindekan és glipikan csaladok), extracellularis (pl. dekorin, verzikan), és bazalis membran
(pl. perlekan) proteoglikanokat (2. dbra) [10]. A proteoglikanok szabalyozzak az extracellularis
matrix jelatviteli folyamatait, példaul a morfogének és kemokinek eloszlasat, és befolyasoljak

a sejtfelszinen a jelatviteli folyamatokat, amik befolyasoljak a sejtek életciklusat,

--------

> )
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2. dbra A leggyakrabban vizsgalt proteoglikanok csoportositasa és elhelyezkedése [10].

A fehérjevazhoz kotddd GAG lancok ismétlodd diszacharid egységekbdl felépiild
linedris poliszacharid lancok, mely egységek egy hexuronsavbol vagy galaktozbol és egy
N-acetilhexdzaminbol allnak (HexA/Gal-HexNAC) (/.dbra) [12,13]. A diszacharid ismétlédé
egységek alapjan négy f6 osztalyba sorolhatok: keratan-szulfat, kondroitin/dermatan-szulfat és
heparin/heparan-szulfat, hialuronsav (1. tabldzat). Mig az elsé harom osztaly tartalmazhat
szulfataciot, addig a hialuronsav csak nem-szulfatalt formaban fordul el6 [8,14-16], tovabba
nem kapcsolodik vazfehérjéhez. Ezek a molekulak rendkiviil hidrofilek, és linearis
szerkezetiiknek koszonhetden segitik a hidrogéles szerkezetek kialakitasat, ami lehetévé teszi

hogy mechanikai védelmet biztositsanak nyomoéerdk ellen [1].
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1. tablazat A GAG osztalyok dltalanos szerkezeti képlete és tradicionalis roviditése. Az abran kékkel
szedett Z jelolés a szulfatalas lehetséges helyét jeloli. Heparan-szulfat esetén a megjelené
N-szulfatalas (pirossal szedve) helyett lehetséges a tobbi osztalyban megtalalhato N-acetildlas is.

Tradicionalis
rovidités

COOH
(0]
Homo/ GIcA - GIcNAc Hialuronsav (HA)
OH @) (0]
OH NHAGc 0
on9Z z0
M /m Gal - GIcNAc Keratan-szulfat (KS)
%Ho S
OH NHAc Jn

Szerkezeti képlet Osztaly elnevezése

coon 20 OF - Kondroitin-
1 E o ‘ oL GIcA/lIdoA - GalNAc  szulfat/dermatan-
oz NHAG In szulfat (CS/DS)
- GooH_ oz ] Heparan-
/MOZO GIcA/IdoA - GIcNAc szulfat/Heparin
_ ©z NZ OL (HS/Hep)

A heparan-szulfat (HS) kiemelked?6 szerkezeti sokszinliséggel rendelkezik és biologiai
szempontbol a legtobb informaciot hordozo GAG osztalynak tartjak [17]. A HS osztaly épitd
diszacharid egységei egy N-acetil-glikézamin (GICNAC) ¢és gliikuronsav (GICA) vagy
iduronsav egységbdl allnak [8]. A heparan-szulfat proteoglikanok (HSPG-k) egy vagy tobb
HS lancot hordoznak, és harom kiilonalld osztalyba sorolhatok: a szindekdnok, amelyek
egyetlen transzmembran doménnel rendelkeznek, a glipikdnok, amelyek a kiilsé
plazmamembranhoz kapcsolddnak, és a szekretalt proteoglikanok sokféle csoportja, beleértve
a perlekant, agrint és a kollagént. A lancinditast kovetéen a HS lancokat glikozil-transzferazok
szintetizaljak a Golgi késziilékben. A lancok kezdetben csak N-acetil-gliikozamint és
glilkuronsavat tartalmaznak, de a lanc szintézisének befejeztével tovabbi médosulasok mennek
végbe. Az N-deacetilaz/N-szulfotranszferaz enzim egyes régiokban a GICNAC
(N-acetil-glikozamin) egységeken az N-acetil-csoportokat N-szulfatokka alakitja. Az igy
kialakult N-szulfatalt régiokban a C5-epimeraz enzim a kozeli glikuronsavat modositja
iduronsavva és a specifikus szulfotranszferazok tovabbi O-szulfataciot idézhetnek eld
[11,12,18]. A leggyakoribb épitéegységek igy nem-szulfatalt, egyszeresen, kétszeresen,

valamint akar haromszorosan szulfatalt diszacharidok. Ez a sokféle szerkezet lehetdvé teszi a
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HSPG-k szamara, hogy a fehérjék széles skaldjahoz kotddjenek [11]. Tovabba, szulfatacios
motivumaik Kulcsfontossaguak a HS lancok novekedési faktorokkal, citokinekkel és
fehérjékkel vald kolcsonhatasaban, ezért szulfataciés mintazatuk informaciot adhat biologiai
szerepiikrol [8].

A kondroitin-szulfat (CS) az emberi szervezetben legnagyobb mennyiségben jelen
1évé GAG, szintjének megemelkedését szamos rakos megbetegedésnél mutattak ki korabban
[19-21]. A CS lancok ismétlédé diszacharid egységei egy gliikuronsavbol (GICA) és egy
N-acetilgalaktozaminbol (GalNAc) allnak [22]. A CS lancok a sejtfelszincken és az
extra/pericellularis matrixokban proteoglikanok formajaban fordulnak elé leginkabb.
A kondroitin-szulfat proteoglikanok (CSPG-k) nemcsak kiilonféle normal fiziologias
folyamatokban (pl. citokinézis, morfogenezis) vesznek részt, hanem koros folyamatokban is,
beleértve a csontrendszeri rendellenességeket, valamint a virusok és baktériumok altal okozott
fertézéseket. A CS lancok szintézise endoplazmatikus retikulum/Golgi apparatusaban torténik,
¢s a HS-hez hasonldan a GAG—protein kotérégid szintézise inditja, amely kovalens kotéssel
kapcsolodik szerinen keresztiil a vazfehérjéhez. A kotorégio tetraszacharid szerkezete egyedi
monoszacharid egységek egymas utani, lépésenkénti hozzaadasaval jon létre [23].
A tetraszacharid kotéegység nem redukalo terminalis részére a GalNAc-transzferaz I kialakitja
az els6 N-acetilgalaktozamin csoportot, ezaltal inicialva a kondroitin vaz szintézisét. A CS-re
jellemzé ismétlédd diszacharid régid a glilkkuronsav és egy N-acetilgalaktozamin csoportok
valtakoz6 hozzdadasaval szintetizalddik a GIcA transzferdz II és a GalNAc transzferaz II
tartalmazhatnak szulfatcsoportokat, igy nem-szulfatalt, egyszeresen, valamint kétszeresen

szulfatalt ismétlodo egységekbdl épiilnek fel [12].

A GAG-ok szerkezetének leghatékonyabb vizsgalati modszere a diszacharid alkoto
elemeinek feltérképezése. A diszacharid analizishez a GAG lancok depolimerizalasat
bakterialis poliszacharid 114z enzimekkel vagy salétromsavval torténd dezaminativ hasitassal
végzik [24-27]. A salétromsavval végzett kémiai bontas megérzi a sztereokémiai
informéciokat, de a hexdzamin nitrogénjének szubsztituensével kapcsolatos informacio
elveszhet [25]. A poliszacharidok enzimatikus emésztése telitetlen C-C kettds kotéseket hoz
létre a C-4 és C-5 kozott a hexuronsavmaradékok nem redukald végén, ami az uronsav C-5
bakterialis liaz talalhato kereskedelmi forgalomban. Bar mechanizmusukban igen hasonloak,
mivel mindegyik enzim a GICNAc/GICN-HexA kotést hasitja, azonban a degradacid helye
eltéré. A Heparinliaz I az iduronsavban gazdag N-szulfatalt régiot hasitja, a Heparin-liaz I1I a

gliikuronsavban gazdag N-acetilalt régiot hasitja, mig a Heparin-liaz II mindkeét régiot hasitja,
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azonban kisebb aktivitassal a masik ketténél [24]. Abban az esetben, ha nem egy specifikus
régid vizsgalata a cél, a részletezett kiilonbségek miatt a harom enzim keverékét szokés

alkalmazni.

A CS lancok emésztéséhez altalaban Kondroitinaz-ABC enzimet alkalmaznak.
Ezt megfelelé pH-n és hdmérsékleten alkalmazva biztosithato a specifikus CS degradacio, ezzel
elkeriilve az emészés alatt a nem kivant dermatan-szulfat és hialuronsav GAG-o0k
tradicionalis nomenklataraja, valamint Lawrence-kodos jelolése 3. dbran lathato. A dolgozat

tovabbi részében az egyes diszacharidok Lawrence-kddos jelolését fogom alkalmazni.

HS diszacharidok

COOH COOH COOH

NHSO,H

AHexA-GlcNAc AHexA2S-GlcNAc  AHexA-GlcNAc6S AHexA-GIcNS

DOAO D2A0 DO0A6 DO0SO
AHexA2S-GlcNAc6S AHexA2S-GIcNS AHexA-GIcNS6S AHexA2S-GleNS6S
D2A6 D2S0 D0S6 D2S6
CS diszacharidok

COOH COCH

Ho,so 0503H Ho,so osom

NHAc

AHexA-GalNAc AHexA-GalNAc4S AHexA-GalNAcﬁS AHexA-GalNAc4S6S
D0a0 D0a4 D0aé6 D0al10

3. dbra A heparan-szulfat és kondroitin-szulfat GAG-0K bakteridlis liaz emésztése sordn keletkezd
diszacharidok szerkezeti képlete, tradicionalis, valamint Lawrence-kodos roviditése. A Lawrence-
kéd értelmezését a 7. fejezet Fiiggelékek F-1 dbrdja mutatja be [29].
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2.3. Gliikozaminoglikanok miiszeres analitikai vizsgalati modszerei

Ahogy a 2.2. fejezetben lathatd, a GAG-ok rendkiviil dsszetett, heterogén szerkezetii
poliszacharidok, amelyek olyan alapvet6 bioldgiai folyamatokat modulalnak, mint példaul a
sejtnévekedés és a sejtek kozotti jelatvitel [6]. Annak érdekében hogy jobban megérthessiik
ezen bioldgiai folyamatok lefolyasat, sziikség van a GAG-ok mindségi és mennyiségi
analizisére, ami azonban szerkezeti sokszinliségiik miatt nagy kihivast jelent. Az alapvaz
polaritasa mellett kiilonds nehézséget jelent a kiillonbozd mértékii szulfatacid miatti jelentds
polaritaskiilonbség is, amely kifejezetten nehézzé teszi az 6sszes GAG épitdegység egyidejii
vizsgalatat.

Jelenleg a GAG-ok szerkezeti elemzésének altalanos stratégidja tobb 1épést foglal
magaba, amelyek a PG-k szovetekbdl vagy tenyésztett sejtekbdl torténd izolalasaval kezdodik.
A GAG lancokat ezutan kémiai vagy enzimatikus modszerekkel szabaditjak fel. A teljes
lancszerkezet az intakt GAG-ok vagy azok részleges enzimatikus depolimerizacidjaval
eléallitott nagyobb oligoszacharid- vagy diszacharid-fragmensek elemzésével térképezhet6 fel.
Egyetlen analitikai modszer sem biztosit onmagaban teljeskori szerkezeti és mennyiségi leirast
a GAG-struktarakrol. Ezért sziikséges kiilonboz6  analitikai  technikak, példaul
a tomegspektrometria (MS), a magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia,
a folyadékkromatografia (LC) vagy kapillaris elektroforézis (CE) kombinaciojaval 1étrehozott

kapcsolt analitikai technikak alkalmazasa [13].

2.3.1. Gliik6zaminoglikanok vizsgalata tomegspektrometria alapi médszerekkel:
“bottom-up” és “top-down” megkozelités

A GAG-0k elemzését “bottom-up” (alulrol felfelé), mind “top-down” (fentrdl lefelé)
megkozelitéssel végzik (4. abra). A top-down megkozelités soran az intakt (teljes)
GAG-poliszacharidok elemzése részletes informaciot nytjthat az intakt GAG-lanc
szekvenciajarol és a kiilonbozo régiok struktarajarol. Az NMR-spektroszkopia fontos szerepet
jatszik az intakt lancok analizisében, és részletes informécidkat szolgéltathat a sztereokémiarol,
valamint a monoszacharidok 6sszetételének elemzésérdl [30], azonban milligram mennyiségii
tiszta mintat igényel a GAG poliszacharidok teljes szerkezeti elemzéséhez, mely sok esetben
azonban nem all rendelkezésre [13]. Intakt és oligomer GAG-ok elvalasztasara alkalmas
tovabba a gélelektroforézis és a kapillaris elektroforézis is [31,32]. Az olyan hatékony
elvalasztasi technikak, mint a forditott fazisi ionparképzésen alapuld kromatografia [33] és
a hidrofil interakcios kromatografia (HILIC) [34] MS-sel kombinalva szintén alkalmasak
a heterogén GAG-ok hatékony szerkezeti azonositasara. A HPLC-MS alapu technikak azonban

csupan a kisméreti GAG-lancok analizisére korlatozodott, mint példaul a bikunin
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(~ 25 kDa), mivel a nagyobb makromolekulak vizsgalata méretiikb6l adodoan egy jelentésen

nehezebb feladat [35].
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4. dbra 4 ,, bottom-up” és ,,top-down” GAG analizis megkézelitésmodok munkafolyamatai [13].

Az ezzel ellentétes elvet alkalmazé technika az #n. bottom up analizis. A folyamat
GAG poliszacharidokat kisebb
diszacharidokra/oligoszacharidokra bontjak (/dsd 2.2. fejezet), majd altalaban HPLC vagy CE

soran  a kémiai vagy enzimatikus hasitassal
elvalasztast kovetden tomegspektrometriaval elemzik. Ezen til, ezt a megkozelitést alkalmazva
altalaban sziikséges Kkiterjedt minta-el6készitési 1épések alkalmazasa még a miiszeres
vizsgalatok el6tt [36,37]. Ezt a modszert széleskorben alkalmazzak, mivel a kisméretii
diszacharidok mérése jelent6sen konnyebb analitikai feladat az intakt GAG-ok mérési
lehetdségeihez képest. A modszer alkalmas a diszacharidok azonositdsara és mennyiségi
meghatarozasukra, azonban az egyes GAG-lancok els6dleges szerkezetének vagy

szekvenciajanak megallapitasahoz sziikséges informaciok elvesznek. [13].

A tomegspektrometria (MS) egy hatékony analitikai technika, amely lehetové teszi a
diszacharid 6sszetétel, az oligoszacharid hossz, a molekulatomeg, a szubsztituensek, példaul a
szulfatcsoportok szdmanak és tipusanak megallapitasat. Szdmos ionizacios és detektalasi
technika all rendelkezésre a tomegspektrometrias mérések elvégzéséhez, azonban GAG-0k
analizisére szigor kovetelményeknek kell megfelelni. Elektroniitkdzéses és kémiai ionizacios

technikakat alkalmazva a GAG-okon 1év6 kémiailag labilis szulfatcsoportok leszakadhatnak,
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ezzel informaciovesztést okozva. A lagy ionizacios technikak, mint az elektrospray ionizacid
(ESI) és a matrix-segitett 1ézer deszorpcid/ionizacidé (MALDI), elmult évtizedekben torténd
térhoditasaval azonban egyre elterjedtebben alkalmazzak a GAG-ok elemzésére is [13,38,39].
Ezen vegyiiletek MALDI ionizacioval torténd vizsgalatdhoz, azonban kiilonleges technikak
hasznalata sziikséges példaul anionos MALDI matrix-modositok [40] vagy hiit6tt/nagy
nyomasu MALDI forras [41], mivel ezek nélkiil jelentés a diszacharidok szulfatvesztése a
forrason beliili disszociacié miatt. Igy elsédlegesen ESI ionforrast alkalmaznak amelyben
negativ ionizaciot és megfeleld beallitdsokat alkalmazva, minimalizalhat6 a szulfatvesztés
mértéke [42].

Az izomerek MS-alapu megkiilonboztetésére litkdzés indukalt disszociaciot alkalmazo
tandem tomegspektrometrias modszerek alkalmazisa az elterjedt, azonban
felhasznalhatosaga korlatozott a fellépd szulfatvesztések miatt [13,43]. Emellett izomerek
elvalasztasara alkalmas lehet HILIC tipust kromatografia is, példaul CS izomereket sikeresen
valasztottak szét ZIC-HILIC allofazist alklamazva [44]. Ezen kiviil a porozus grafit all6fazist
(PGC) alkalmaz6 kromatografias modszerek is alkalmasak GAG diszacharid izomerek és
enantiomerek elvalasztasara diasztercomer komplexek kialakitasa révén [45]. lzomerek
megkiilonboztetésére alkalmas tovabba az ionmobilitds tomegspektrometria is, amellyel

lehetséges példaul a HS izomerek elvalasztasa elhanyagolhat6 szulfatvesztés mellett [46].

2.3.2. Kromatografias modszerek GAG-ok vizsgalatara

Kromatografias modszereket is elterjedten alkalmaznak diszacharid-analizisre
UV-, fluoreszcencia- vagy MS-detektalasat egyarant alkalmazva. Az UV-detektalas
alacsonyabb érzékenységet biztosit a fluoreszcens vagy MS-detektalashoz képest [13].
A fluoreszcens detektalas érzékeny és szelektiv modszer, azonban a GAG-ok nem hordoznak
természetes fluorofor csoportokat, ezért azok kialakitasa érdekében egy tovabbi jelolési 1épésre
van sziikség [47]. Az elmult években egyre gyakrabban alkalmazzak az MS-alapti modszereket
a legujabb fejlett MS-technologiak miatt, amelyek a diszacharidprofilok ultraérzékeny
feltérképezését teszik lehetdvé még kismennyiségii mintakban is [13].

Az alkalmazott kromatografias modszerek elsédleges technikai (5. dbra) a forditott
fazisa kromatografia, a forditott fazisi ionpar kromatografia, a pordzus grafit allofazist

hasznald kromatografia és a hidrofil interakcios folyadékkromatografia [13].

A forditott fazisu kromatografia (RP) nativ (moddositas nélkiili) diszacharidok
meghatarozasara nem alkamas, mivel polaris jellegiik miatt nincs visszatartasuk ezen az
allofazison. A modszer alkalmazhatdsaga szarmazékképzés (hidrofob csoportok bevitele a

molekulakba) alkalmazasaval biztosithato, melyek koziil a leggyakrabban alkalmazott reagens
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a 2-aminoakridon [20,47,48]. A diszacharidok forditott fazisu analizisére egy masik megoldast
jelenthet az ionparképzé (RP-1P) anyagok alkalmazasa. Az ionparképz6 anyagok ionpart
képezve a diszacharidokkal semlegesitik azok toltését apolarisabba téve azokat, igy
megnovelve retencidjukat a forditott fazisu alléfazisokon. Alkalmazott ionparképzd agensek,
példaul a tributil-amin vagy n-pentilamin [49-51]. A poroézus grafit kromatografia (PGC)
kevésbé elterjedt GAG-0k analizisére, stabilitdsi problémai miatt, valamint hogy a
haromszorosan szulfatalt diszacharidok nem vagy nehezen elualtathatok az allofazisrol
[32,52,53]. A molekulatomeg alapjan valé megkiilonboztetéshez hasznalnak méretkizarasos
kromatografiat (SEC) is GAG-ok analizisére, egészen diszacharidoktél 8-10
monoszacharidbol allo egységig [54], azonban a robosztussaga és megbizhatosaga ellenére
hatranya az alacsony felbontas [55]. A hidrofil interakciés kromatografia (HILIC) szintén
alkalmasnak bizonyult GAG-ok eclemzésére, mivel hatékonyan valasztja el a polaris
vegylileteket, ¢s konnyen Osszekapcsolhatdé MS-el, kiilondsen ESI ionforrast alkalmazva
[34,56]. A kutatocsoportunkban kifejlesztettek egy HILIC és gyenge anioncsere (WAX)
retencios mechanizmusok 0j kombindcioéjat alkalmazé modszert GAG diszacharidok érzékeny

mérésére [57-59]. TDK munkam soran én is ezen modszereket alkalmaztam.
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5. dbra GAG-0k analiziséhez elterjedten alkalmazott kromatografias modszerek.
SEC: méretkizarasos kromatogrdfia, RP: forditott fazisu kromatografia, RP-1P: forditott fazisu
ionpar kromatografia, HILIC: hidrofil interakcios kromatografia, PGC: porézus grafitalapu
kromatografia [27].
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2.3.3. Mintatisztitasi lehetdségek GAG diszacharidok vizsgalatiahoz

A mintak HPLC-MS mérése el6tt sziikség van egy tisztitasi 1épésre, amely soran
eltavolitjuk a mérést zavaro bioldgiai matrixot €s az emésztési maradvanyokat. Az irodalomban
azonban kis szamban talalhatok erre iranyulo modszerfejlesztések.
A leggyakoribb példa, hogy méret alapjan valasztjak el a keletkez6 GAG diszacharidokat vagy
oligoszacharidokat az emésztdenzimektdl valamint tovabbi fehérjéktdl centrifugalis molekula
sziiréssel (3000 Da) [49,51,60], poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) [61], vagy
méretkizarasos kromatografia alkalmazasaval [62]. Emellett talalhaté példa anioncserés
kromatografia alkalmazasara is [47,63], azonban ennek tomegsSpektrometrias mérések elotti
1étjogosultsaga megkérddjelezhets. A legtobb esetben azonban elhanyagolt teriilet a mintak
tisztitasa, mivel a rendelkezésre allo modszerek dragak (pl. méretkizarasos kromatografia) vagy
bonyulultak és tovabbi minta-elokészitési 1épéseket igényelnének (PAGE). Ezért célom volt
egy olyan tisztitasi modszer kifejlesztése, ami olcséd és konnyen kivitelezhetd a diszacharidok
hatékony tisztitasara.

A szilard fazisa extrakcio (SPE) egy hatékony minta-elokészitési modszer a komplex
mintdkban 1évd kiilonféle vegyiiletek elvalasztdsara, frakciondldsara, ezaltal tisztitdsara és
dusitasara. A tisztitds soran elsé 1épésben aktivalni kell az allofazis funkcids csoportjait, amit
az allofazis ekvilibralasa kovet. Miutan az 4llofazist alkalmassd tesszilk a tisztitas
elvégzéséhez, a vizsgalandd minta felvitele kovetkezik, amely soran a mintakomponesek
megkotddnek az allofazis feliiletén. Ezutan egy mosasi 1épésben eltavolitjuk a szennyezd
diszacharidokat, mikozben a vizsgalando molekuldk az alléfazison megkotott formaban

maradnak. Végiil a megfeleld oldoszerrel elualjuk a megkotott diszacharidokat [64].

Glikomikai elemzések soran az SPE elengedhetetlen Iépés a szennyezddések
eltavolitasara és a nyomokban taldlhatod glikanok dusitasara a HPLC vagy HPLC-MS analizis
elott [65]. Ilyen SPE allofazisnak alkalmasak a konvencionalis HILIC allofazisok [66,67],
valamint celluloz és gyapot szintén HILIC allofazisként vald alkalmazasa, mely modszert
alkalmaztak N-glikanok szelektiv dusitasara [68]. Ezen kiviil pordzus grafit alléfazisu SPE-t
széles korben alkalmaznak nativ glikanok dusitasara [65,68,69]. Az N-glikanokhoz hasonlo
tulajdonsagaik révén, valamint a kromatografias elvalasztasban megfigyelheté eredmények
(2.2.2. fejezet) alapjan, GAG-ok SPE tisztitasara két igéretes alternativa lehet szintén

a HILIC és a grafitalapu rendszerek alkalmazasa.

A HILIC moddszerek alkalmazasaval polaris vegyliletek polaris allofazisokon
valaszthatok el vizzel elegyed6 szerves oldoszerek felhasznalasaval [56]. HILIC koriilmények
kozott a polaris allofazis feliiletén kialakulo stabil, vizben gazdag réteg elésegiti a hidrofil

glikanok visszatartasat, mig a kisebb hidrofilitasu molekulak (példaul peptidek) megoszlasa a
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szerves mozgofazisban nagyobb, és konyebben eludlodnak. A médszer GAG diszacharidokon
valo alkalmazhatosagat igazolja, hogy a HILIC egyre fontosabba valik a szénhidratok és ezen
beliil a GAG-ok elvalasztasaban is [42,56,70].

A PGC polaris és hidrofob kolesonhatasok kialakitasara is alkalmas, igy képes a polaris
glikanok megkdtésére [65,71]. A grafit allofazis alapvetden apolaris feliilete miatt elsdsorban a
hidroféb vegyiiletek elvalasztasara alkalmas, azonban a fellépd diszperzids kolcsonhatas
erOssége nagymértékben fiigg attol, hogy a molekula mennyire illeszkedik a lapos
grafitfeliilethez. [72]. A grafiton 1év6 pi-elektronok és a grafit nagy polarizalhatésaga azonban
erds polaris kdlcsonhatasok kialakitasat is lehetdvé teszi [73,74], ami a tobbszordsen szulfatalt
hidrofil glikdnok permanens megkotését is eredményezheti. Ezen kiviil képes diasztereomer
komplexek képzésén keresztiil elvalasztani példaul izomereket és enantiomereket [45].
Bar a kolcsonhatasi mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak, a PGC mindenképp egy

igéretes anyag lehet GAG diszacharidok SPE éllofazisként valo alkalmazasara.

2.4. Emlorakos és prosztatarakos megbetegedések

Az emlérak a n6k korében a leggyakrabban eléfordulo rosszindulatti daganat (6. dbra).
A korai emlérak — vagyis az a rak, amely a mellben talalhat6, vagy csak a honalj nyirokcsomoira
terjedt ki — gyogyithatonak tekinthetd, amivel szemben az elérehaladott (attétes) betegség nem
tekinthetd annak. A jelenleg rendelkezésre 4llo terapids lehetdségekkel azonban kezelhetd az
utdbbi eset is, amelynél a terapia 6 célja a talélés meghosszabbitasa és a tiinetek csokkentése
a kezeléssel 6sszefiiggd alacsony toxicitas mellett az életmindség fenntartdsara vagy javitasara
[75].

ELOFORDULAS . HALALOZAS
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9,2 millié uj eset 4.4 milli6 halaleset

6. dbra Kiiloénbozé szoveti eredetii rakos megbetegdések eldfordulasi és haldlozasi aranya nék

kérében [76].

Az emlOrak diagnosztizalasa harmas teszten alapul, amely klinikai vizsgalatot,

képalkotast (altalaban mammografiat és/vagy ultrahangot) és tiibiopsziat tartalmaz, figyelembe
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véve a betegek jellemzOit, panaszait [77]. Az emlbkarcinogenezis osztilyozasara jelenleg
a klinikai gyakorlat jellemzden o6t altipusbol allo osztalyozast alkalmaz a szovettani és
molekularis jellemz6k alapjan [75]. A mammografias sziirés egyik legnagyobb hatranya a
gyakori alpozitiv visszahivas, valamint a tulkezelések [78]. Molekularis szinten a mellrak igen
heterogén betegség. A molekularis jellemzok kozé tartozik a humén epidermalis névekedési
faktor receptor (HER2, ERBB2 altal kodolt) aktivalasa, a hormonreceptorok aktivalasa
(6sztrogén receptor és progeszteron receptor) és/vagy a BRCA mutaciok. A BRCAL és
BRCA2 mutacidk példaul a mellrdk kialakulasanak kockdzataval jarnak egyiitt 80 éves korig
[79]. Az eml6rak kezelésének tobb lehetésége van, mint példaul a sebészeti beavatkozas,
gyogyszeres kezelés, kemoterapia, sugarkezelés, valamint hormonterapia [80]. A kezelési
dontéseket az emldrak szovettani és molekularis jellemzdi nagymértékben befolyasoljak, igy
egy specialis, multidiszciplinaris csapat altal végzett kezelés javitja a tulélési esélyt és az
¢letmindséget a korai és attétes emldrakban szenvedd betegeknél.

A prosztatarak a masodik leggyakoribb rosszindulatu daganat (a tiidérak utan) férfiak
korében (7. abra) [76]. El6fordulasi gyakorisaga és mortalitasa Osszefiiggésbe hozhat6 az
¢letkorral (a diagnozis idépontjaban az atlagos életkor 66 év), valamint étrend és a fizikai
aktivitas fontos szerepet jatszik a prosztatardk kialakuldsdban és progresszidjaban.
A prosztatarak korai stadiumaban tiinetmentes lehet, és gyakran enyhe lefolyasu €s sok esetben
minimdlis kezelést igényelhet, vagy egyaltalan nem igényel kezelést. A leggyakrabban
eléfordulo panasz a vizelési nehézség, a gyakoribb vizelés melyek azonban joindulata prosztata
megnagyobbodasbol (BPH) is szarmazhatnak [81]. A prosztatarakot legtobb esetben
a prosztata-specifikus antigén (PSA) megnovekedett plazmaszintje alapjan mutatjak ki, amely
glikoprotein altalaban a prosztataszovetben expresszalodik. A 4 ng/mL alatti PSA-szint
normalisnak tekinthetd, 4-10 ng/mL kozotti szint ,,gyanis”, a 10 ng/mL folotti szint pedig a

,veszélyes” kategoriaba esik, azonban az alapszintet altalaban korrigaljak életkorsavokkal [82].
ELOFORDULAS EProsztata HALALOZAS
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1. dbra Kiilonbozd szoveti eredetii rakos megbetegdések eldforduldsi és halalozdsi aranya ferfiak
kérében [76].
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Mivel azonban szamos egyéb elvaltozasnal, példaul BPH és gyulladasos folyamatoknal
is emelkedhet a PSA vérszintje, igy az alkalmazasa magas téves pozitiv aranyhoz ¢és jelent6s
tuldiagnosztizaldshoz vezet, igy a szOvetbiopszia a standard eljards a rdk jelenlétének
megerdsitésére [83]. Az alacsony kockazati tumorok esetén a leggyakoribb kezelés az aktiv
megfigyelés, a nagyobb kockazati rakok kezelésére pedig altalaban kiilonbozd sebészeti
beavatkozasokat (pl. radikalis prosztatatektomia) valamint kemoterapias kezelést

alkalmaznak [84].

A prosztatardk osztalyozéasara az ugynevezett Gleason pontszamot alkalmazzak, ami a
sejtek differencialtsaga alapjan torténd besorolast jelenti. Egy otfokozati skalan hatarozzak
meg a két legnagyobb mértékben jelen 1év6 differencialtsagi szintet (mintézatot), ehhez egy-egy
szammal Gleason gradust rendelnek [85]. A génkapcsolati vizsgalatok hét kiilonb6z6 génen
mutatjak ki a prosztata karcinomara valo f6bb érzékenységet. Az egyik ilyen gén a HPC1, ami
a ribonukleaz L enzimet kodolja, ami fontos szerepet jatszik példaul az apoptotikus sejthalal
szabalyozasaban [81]. A HPC egy részhalmaza a BRCAL- és 2-mutacioval rendelkezd
férfiakban fordult eld, amelyek a prosztatarak klinikailag agressziv formajat mutattak [86].
Ezenkivill a BRCA2 mutaciok a prosztatarak magasabb el6fordulasi gyakorisagaval is

korrelaltak [87].

A prosztatarak és az emlorak kozott tobb jelentos hasonlésag figyelheté meg.
Az emld- és prosztatadaganat kozos jellemzdje, hogy fejlddésiik bizonyos szakaszaban
hormonfiiggd rakos megbetegedések, ezért a hormonterapia egy hatdsos terapids megkozelités
lehet [88]. Vizsgaltak szteroid hormonok szabalyozé hatasat a mell- és prosztatarak
novekedésére ¢és fenntartasara, amelyek sok esetben mindkét rak esetében kozosnek
bizonyultak. A szteroid hormonok szintézisének ¢és hatasmechanizmusanak alaposabb
megertése az emld- és prosztatarak progresszidjanak minden szakaszaban lehetdséget teremt 0
terapias megkozelitésekre, amelyek igéretesnek bizonyulnak [88]. Ezen kiviil mindkét
raktipusra jellemz6 a kiilonb6z6 BRCA mutaciok megjelenése, melyek kozotti dsszefiiggések
kutatas alatt allnak. Egy tanulmédnyban vizsgaltdk az emld ¢€s prosztatarak mutacidok kozotti
hasonldsagot, ahol a BRCA-hoz hasonlé PALB2 mutacio valdszinisithetéleg egyarant ndvelheti
a mellrak és prosztatarak kockazatat [86]. Ezek az eredmények mind alatamasztjak, hogy a
prosztatardk és az emlérdk sok szempontbdl hasonldsdgot mutat, igy ezek dsszehasonlitasa és

kozos tendencidk keresése igen fontos a folyamataik alaposabb megismeréséhez.
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2.5. Gliikozaminoglikanok szerepe és valtozasa prosztatarakban és

emlorakban

Az extracellularis matrix proteoglikanjai szerkezeti molekulakként miikodnek a sejtkozi
kollagénekkel egyiitt, mig a pericellularis proteoglikanoknak szerepet tulajdonitottak a sejt-sejt
adhézioban, a sejtmatrix adhézidban ¢és a sejtszintli migracioban és embriologiai
morfogenezisben [10,89,90]. Az egyes proteoglikan fajtaknak egymassal ellentétes szerepiik
lehet, igy a szovetben a proteoglikdnok egyensulydban bekovetkezett barmilyen valtozas
elOsegitheti vagy gatolhatja a tumor progressziojat. Fontos, hogy a daganat proteoglikan

Osszetétele a tumorsejtek és a stromasejtek szintetikus €s lebonto aktivitasanak 6sszege [10].

A kiilonb6z6 daganatok GAG tartalmaban mennyiségi és mindségi modosulasokat
egyarant talaltak. Egyontetli valtozas nem mutathat6 ki, de visszatéré megallapitasok kozé
tartozik a HS csokkendé mértékli szulfatacidja és a megndvekedett CS tartalom.
A GAG-tartalom valtozasa nem korlatozodik a rosszindulati daganatokra [89]. Kiilonb6z6
vizsgalatok kimutattak a joindulatt elvaltozasok, példaul az eml6 fibroadenoma és a jéindulati
prosztata hiperplazia GAG-tartalmanak valtozasat. Az eml6 esetében példaul a 4- és 6-szulfatalt
kondroitin-szulfatok szintje magas volt a rakos szOvetben, a daganat progresszidjaval a
hialuronsav mennyisége lecsokkent. Heparan-szulfat mennyiségben nem talaltak szamottevo
kiilonbséget [91]. A prosztatarakban kimutattak CS, DS, HS és HA jelenlétét a normal felnott
prosztataban, valamint a CS megndvekedett szintjét BPH-ban [92]. A proteoglikanok GAG
oldallancainak szintjében és szerkezetében bekovetkezett valtozasok, mint példaul a CS
fokozott expresszidja és a HS deszulfatalodasa, Osszefiiggésbe hozhaté a rosszindulatu
daganatok kialakulasaval és progresszidjaval kiilonb6zo szovetekben [93,94]. Kevéssé ismert
azonban a proteoglikanok és a hozzajuk kapcsolodé GAG oldallancok szerepe a prosztatarak
progresszidjaban.

A CS potencidlisan hasznos marker lehet, mivel ismert, hogy befolyasolja a sejtek
novekedését és differencialodasat, és befolyasolhatja a rosszindulata progressziot. Kimutattak,
hogy a prosztatarak esetében a CS GAG-ok emelkedett szintje a betegség progresszidjaval jart
egyiitt, valamint hogy az emelkedett stromalis CS és a mitét eldtti PSA-koncentracio erésen
Osszefligg a korai stadiumu daganatokban [90]. Ezen kiviil a verzikan mennyisége novekszik
BPH és prosztatarak (PCa) esetén, és hozzajarul a betegség patologiai lefolyasahoz [95].
A prosztataszovet GAG tartalmat vizsgaltak celluloz-acetat-elektroforézissel is. A joindulata
prosztata-megnagyobbodasos és a prosztatarakos mintakban szignifikansan magasabb CS
tartalom volt kimutathatd, mint a normal prosztata szovetekben, mikozben a dermatan-szulfat
mennyisége lecsokkent. A HS kismértékben, de szignifikdnsan csokkent prosztatardkban a

BPH-s és normal szovetekhez képest [89]. A perlekan esetén tumoros elvaltozast gyorsitd
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funkciot talaltak, mivel a magas perlekan szint magas Gleason pontszammal és gyors
sejproliferacioval jart egyiitt [96].

Szamos tanulmany vizsgalta a GAG szerkezetének vagy expresszios szintjének
valtozasait és a mellrak kozotti kapcsolatot is. A talalt 6sszefiiggések kozott szerepelt a magas
HS-szint és a tumorok kozotti Osszefliggés [97], valamint a CS GAG-tartalom jelentds
novekedése emlédaganatokban [98]. A rakos szovetekben bekovetkezd szerkezeti valtozasokat
jellemz6en a normal kdrnyez6 szovethez viszonyitva allapitjak meg [99]. A mellrak kiilonb6z6
régioit vizsgalva a kdzponti karcindmas teriileteken a kondroitin-szulfat és az uronsav tartalom
jelentésen megndtt, a dermatan-szulfat-tartalom pedig szignifikdnsan csokkent a
fibroadenomahoz képest. A kornyezd karcindmas szovet kondroitin-szulfat tartalma pedig
szignifikansan magasabb volt, mint a nem érintett szovetekben [100]. GAG-0k szerkezetét
vizsgalva normdl kornyezd szovetcsoport valamint két emlérdkos betegcsoport
Osszehasonlitdsaval, a tapasztalatok alapjan a rdkos szovet tipusatdl fiiggetleniil, a tumor
kialakulasaval magasabb a CS 6S-szulfatacioja, amit 6sszefliggésbe hoztak a sejtproliferacioval
[101]. Az emlS6tumorhoz kothet6 halalozas daganatos és normal szoveti régiok esetén egyarant
Osszefiiggésbe hozhatod alacsonyabb HS szulfatacioval, amit a 6S szulfatacié csokkenése és

szulfatalatlan diszacharid egységek mennyiségének novekedése okoz [99].

Bar az irodalomban talalhaté tobb példa is emlStumoros és prosztatarakos szovetek
gliikozaminoglikan analizisére, hidnyos azonban a két betegség GAG tartalmanak diszacharid
szintli szerkezeti Osszehasonlitdsa. Mivel az emldérak és prosztatardk k6zott szamos bioldgiai
hasonlosagot mutattak ki (lasd 2.4 fejezet) mindeképp érdekesnek talaltuk a kétféle szervi
eredetli betegség GAG tartalménak részletes elemzését és Osszehasonlitdsat, amit munkam

soran meg is valdsitottam.
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3. Kisérleti anyagok és modszerek

3.1.

Felhasznalt anyagok listaja

Acetonitril: VWR, LC-MS grade

Ammonium-acetat: Sigma-Aldrich

Ammonium-formiat: Sigma-Aldrich

aro kozmetikai vattakorong 60% pamut 40% viszkoz

dm ebelin BIO Watte-Pads 100% pamut

Eppendorf Tubes® Protein LoBind Tubes

Etanol, abszolut: VWR, LC-MS grade

Formamid: Next Advance, Inc.

Fused szilika kapillaris: Polymicro technologies, ,,optornis polymicro polyamid coated
persylilated” szilika kapillaris 250 pm i.d.

Glygen Corp, TopTip C18 + Carbon 10-200 uL centrifugalis SPE rendszer
GoldenGate Bioscience 200 pL LFR Steril pipettahegy

Hangyasav: Sigma-Aldrich

HILIC-WAX toltet: GlycanPac™ AXH-1 1,9 um; analitikai kolonnabo6l (2,1x100mm,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)

HSPIM: Heparan-szulfat, sertés bélhambal izolalt: Iduron Ltd., Manchester, UK
HSBK: Heparan-szulfat, szarvasmarha vesébdl izolalt: Sigma-Aldrich
Heparan-szulfat diszacharidok: Iduron Ltd., Manchester, UK

Heparinaz I, I and III enzim: Iduron Ltd., Manchester, UK

Kalcium-hidroxid: Sigma-Aldrich

KASIL® 1: kalium-szilikat 29,1 tdémegszazalékos vizes oldata; Next Advance, Inc.
KASIL® 1624: kalium-szilikat 24,0 témegszazalékos vizes oldata;

Next Advance, Inc.

Kék pille vatta 100% pamut

Kondroitin-szulfat diszacharidok: Iduron Ltd., Manchester, UK

Kondroitinaz ABC: Sigma-Aldrich

Lys-C+Tripszin keverék: Promega

Metanol: VWR, Chromasolv® for gradient elution

Nivea vattakorong 100% pamut

Pierce™ Graphite Spin Columns centrifugélis SPE rendszer

Spar S-Budget kozmetikai vattakorong 100% vatta

Thermo HyperSep MicroTip Hypercarb 1-10 pL

Tripszin Gold: Promega

Ultratiszta viz. VWR, LC-MS grade

Xilol izomerkeverék: VWR
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3.2. Kapillaris nanoHPLC kolonnak készitése

A nanoHPLC-MS mérésekhez egy sajat toltésii kapillaris kolonnat alkalmaztam, mely
toltési folyamatat a csoportban dolgoztak ki [57]. A folyamat soran 250 pum atmér6ji kapillarist
vagtam le 20-30 cm hosszu nagysagban. A méretrevagast kovetden a kapillaris egyik végén frit
toltettartd réteget alakitottam ki. A frit elkészitéséhez a kapillaris végét Kasil® 1 és formamid
3:1:1 ardnyu keverékébe martottam, majd ezutdn a kapillarist 4 6ran keresztiil 80°C-on
termosztaltam. A folyamat végén kialakult az eluens atengedéséhez megfeleléen pordzus, de az
allofazis megtartasahoz elegendé nagy teherbirast frit, melyet a holttérfogat minimalizasa
érdekében 2 mm hosszura vagtam. Ezt egy metanolos mosas kdvette, valamint elkészitettem
1 mg/uL toménységii HILIC-WAX toltetszuszpenzidt acetonitril és viz 3:1 aranyu
keverékében. Az elkészitett szuszpenziot egy nagynyomasu celldba belehelyezve 2000 psi
nyomasu nitrogén gazzal jutattam a kapillarisba, amely sordn a toltetszemcsék felgyiilemlenek
a frit réteg mogott az altalam kivant magassagig. Ezt kovetéen a megfeleld kolonnatomorség

érdekében, 6000 psi nyomast alkalmazva egy tomoritési 1épést végeztem.

3.3. Szilard fazisu extrakcios modszerek és fejlesztésiik

A szovetfeliiletrél kinyert emésztményt mérés elott sziikséges megtisztitani, hogy
eltavolitsam a zavard biologiai matrixot vagy emésztési maradvanyokat, annak érdekében, hogy
a kis mennyiségben jelen 1évé6 GAG diszacharidok is jol mérhetdek legyenek. HS és CS
diszacharidok tisztitasahoz kétféle, altalam fejlesztett szilard fazisu extrakcids modszert
alkalmaztam. A fejlesztési kisérletek soran a biologiai eredetli mintak kivételével standard HS
¢s CS diszacharid keveréket alkalmaztam mérendé mintaként, amely minden diszacharidot
10 pmol mennyiségben tartalmazott. Kontroll mintaként a visszanyerések szamitasahoz
tisztitatlan, standard HS és CS diszacharid keveréket hasznaltam, amely minden diszacharidot
szintén 10 pmol-ban tartalmazott. A tisztitasi kisérleteket beallitasokként tobb parhuzamos
(altaldban négy darab) minta eldkészitésével és mérésével végeztem. A modszerfejlesztés

folyamatat és a végleges modszereket a kovetkezo fejezetekben részletezem.

3.3.1. Mbodszerfejlesztés HS diszacharidok tisztitasara

3.3.1.1. Vatta-HILIC médszer fejlesztése HS diszacharidok tisztitasara

A vatta-HILIC szilard fazist extrakciés modszer fejelsztése soran (lasd 4.1.1 fejezet) a
2. tablazatban lathatd paraméterek felhaszndlasdval térképeztem fel a modszer
alkalmazhatdosagat. Ezt kovetden szamos kisérletsorozatot végeztem mind az allofazis, mind az
oldoszerek paramétereinek valtoztatdsaval. Vizsgaltam a vatta mennyiségének, dsszetételének
a hatasat a kiilonbozd 1épésekben fellhasznalt oldoszerek Osszetételének és homérsékletének

valamint az SPE modszert kiegészitd 1épés hatasat, melyek egyes kisérletsorozatnal alkalmazott
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pontos beallitasait a 4-5. tablazatban tintettem fel. A végsd, optimalt vatta-HILIC protokoll

pedig a 3. tdbldzatban lathato.

2. tablazat Kiinduldasi vatta-HILIC mddszer HS diszacharidok tisztitasara.

téfogat oszetétel ismétlés
feliiletaktivalas 50 uL 60% ACN (H-0) -
c e 0,1% FA; 95% ACN
kondicionalas 50 uL (H0) 2X
i 0,1% FA; 95% ACN
L ’ ' -
felvitel 50 p (H0)
ujrafelvitel - - 2X

Mmosas

0 - 950
50 uL 0,1% FA; 95% ACN i

(H20)
eldcio 50 uL 0,1% FA(H.0) -
vatta marka dm

vatta mennyisége

2-3 mm-es magassagba toltve 10 pL-es pipettahegybe

centrifugalasi paraméterek

2500 rpm 1min

3. tablazat Optimalt vatta-HILIC modszer HS diszacharidok tisztitasara.

téfogat oszetétel ismétlés
feliiletaktivalas 50 uL 60% ACN (H20) -
kondicionalas 50 uL 2X
. 1% TFA; 95% ACN
L ’ -
felvitel 30 (H:0)
ujrafelvitel - - 2X
1% TFA; 95% ACN
r L b -
Mmosas 50 (H:0)
elucié 10 uL 5% NHs, 40°C 2X
vatta marka dm

vatta mennyisége

2-3 mm-es magassagba toltve 10 uL-es pipettahegybe

centrifugalasi paraméterek

2500 rpm, 1min

-25-



Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2023 Fiigedi Kata Dorina

4. tablazat HS fejlesztés sordan alkalmazott kisérletsorozatok 1-4. Zolddel kiemelve lathatok az adott kisérletsorozat alapjan a tovabbiakban régzitett paraméterek.

mods’zer 1. kisérletsorozat 2. kisérletsorozat 3. kisérletsorozat 4. kisérletsorozat
paraméterek
vatta marka dm Spar :)(ifll; Nivea aro dm dm dm
. (o kis kozepes nagy e (o (o
vatta mennyisége kis (2—3 mm) (2-3mm)  (3-szoros)  (10-szeres) kis (2-3 mm) Kis (2-3 mm)
feliiletaktivalas 50 uL 60:40 viv ACN:H>0 50 uL 60:40 v/iv ACN:H>0 50 uL 60:40 v/v ACN:H,O 50 pL 60:40 v/iv ACN:H0
kom!lc.lonalasl, feIVI.terll, 95% 95% 95% 95% 98%
mosasi ACN mennyiség
kondlC}OPalasl,.fe,!V!teh, 0,1% FA 0,1% FA 0,1% FA TEA FA
mosasi savminéség
fel\j’ltel’l o!doszer RT RT RT RT
homérséklete
djrafelviteli 1épések 2 2 2 2
szama
felvitel oldat térfogata 50 uL 50 uLb S50pl.  30pL 10 pL 30 uL
mosasi oldat térfogata 50 uL 50 uLb S50pl. 30pL 10 pL 50 uL
elucids oldat térfogata 50 uL 50 uL S50pl.  30pL 10 pL 10 uL
eliciés oldészer
homérséklete RT RT RT RT
elucios 1épések szama 1 1 1 1
elucios osszetétel 0,1 FA (H20) 0,1 FA (H20) 0,1 FA (H20) 0,1 FA (H20)
cenmﬁfgalas' 2500 rpm 1min 2500 rpm 1min 2500 rpm 1min 2500 rpm 1min
paraméterek
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5. tablazat HS fejlesztés soran alkalmazott kisérletsorozatok 5-7. Zélddel keimelve lathatok az adott kisérletsorozat alapjan a tovabbiakban rogzitett paraméterek.

modszer paraméterek

5. kisérletsorozat

6. kisérletsorozat

7. Kisérletsorozat

vatta marka

dm

dm

dm

vatta mennyisége

kis (2-3 mm)

kis (2-3 mm)

kis (2-3 mm)

feliiletaktivalas 50 pL 60:40 v/iv ACN:H0O 50 pL 60:40 viv ACN:H>0 50 uL 60:40 viv ACN:H0
kondicionalasi, felv1.te!1, mosasi ACN 95% 95% 95%
mennyiség
kond1c10nalas1,.fe}vzteh, mosasi TEA TEA TEA
savminéség
kondicionalasi, felv1'te’ll, mosasi TFA 01% 05% 1% 5% 1% 1%
mennyiség
felviteli oldoszer homérséklete RT 4°C RT RT
ujrafelviteli 1épések szama 2 2 2
felvitel oldat térfogata 30 uL 30 uL 30 uL
mosasi oldat térfogata 50 uL 50 uL 50 uL
elucios oldat térfogata 10 uL 10 uL 10 uL
elticios oldoszer homérséklete RT 40°C RT 40°C
eluciods lépések szama 1 1 2 2
eliiciés dsszetétel 0,1 FA (H;0) 1 206 FA o OLYOFA 2X 10oeMe0 2 LOASFA
' 2 0,1%FA 2.100% H,O  10% ACN (:-I 5% NHj3 2. 2% HCI

centrifugaldsi paraméterek

2500 rpm 1min

2500 rpm 1min

2500 rpm 1min
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3.3.1.2. Kiilonboz6é gyartéju grafitalapha alléfazisok tesztelése és Osszehasonlitasa HS
diszacharidok tisztitasara

Kivalasztottunk harom, a kutatocsoportban is alkalmazott, kereskedelmi forgalomban
kaphato grafitalapun SPE allofazist (Thermo: Hypersep Hypercarb, Pierce: Graphite Spin
Columns, Glygen: TopTip grafit + C18), melyeket teszteltem GAG diszacharidok tisztitasara
valé alkalmazhatésdganak szempontjabol. A legjobb Osszehasonlitas érdekében a kisérletek
soran mindharom gyartd altal ajanlott protokollt kombinaltam mindharom all6fazissal.
Az alkalmazott kisérleti beallitasokat 6-8. tablazatban tintettem fel. A kivalasztott legjobban

teljesitd modszer paraméterei pedig a 9. tablazatban lathatok.

6. tablazat Hypersep Hypercarb oldoszerrendszerben alkalmazott oldoszerdsszetételek, térfogatok és

ismétlésszamok.
téfogat oOszetétel ismétlés

aktivalas 20 uL 0,1% FA 70% ACN (H20) 5
kondicionalas 20 uL 0,1% FA (H20) 5
felvitel 20 uL 0,1% FA (H20) 20
mosas 20 uL 0,1% FA (H20) 5
elucié 20 uL 0,1% FA 70% ACN (H20) 20
allofazisok Hypersep Hypercarb Tips, Pierce, TopTip Grafit + C18

7. tablazat Pierce oldészerrendszerben alkalmazott oldoszerisszetételek, térfogatok és ismétlésszdamok.

téfogat oszetétel ismétlés tova!)bl
paraméterek
aktivalas1 100 uL 2% NHs (H20) 2
aktivalas 2 100 pLL 100% ACN (H20)
kondicionalas 100 uL 1% TFA (H20) 2
felvitel 50 uL 1% TFA (H20) - + 2 perc inkubalas
ujrafelvitel - - -
mosas 100 uL 1% TFA (H-0) 3
0,
elticié 50 UL 50%0A1§NF€420) 3
centrifugalasi 2500 rpm 1min
paraméterek
alléfazisok Hypersep Hypercarb Tips, Pierce, TopTip Grafit + C18
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8. tablazat TopTip grafit + C18 oldoszerrendszerben alkalmazott oldoszerdsszetétek, térfogatok és

ismétlésszamok.
téfogat oszetétel ismétlés
e s 0,1% FA (H20)
aktivalas 100 pL 80% ACN (H-0) 2
kondicionalas 100 pL 100% viz 3
felvitel 50 uL 100% viz -
ujrafelvitel - -
mosas 50 uL 100% viz -
. 0,05% TFA
elicio 50 uL 40% ACN (H:0) 3
centrlfllgalam 2500 rpm 1min
paraméterek
allofazisok Hypersep Hypercarb Tips, Pierce, TopTip Grafit + C18
9. tablazat Kivalasztott optimalt grafitalapu modszer HS diszacharidok tisztitasara.
TopTip grafit + C18 oldoszerrendszer Pierce allofazist alkalmazva.
téfogat oOszetétel ismétlés
s 0,1% FA
aktivalas 100 pL 80% ACN (H:0) 2
kondicionalas 100 pL 100% viz 3
felvitel 50 uL 100% viz -
ujrafelvitel - - -
mosas 50 uL 100% viz -
. 0,05% TFA
elicio 50 uL 40% ACN (H;0) 3
centrlfl{galas1 2500 rpm 1min
paraméterek
allofazis Pierce

3.3.1.3. HS diszacharidok tisztitasara fejlesztett kombinalt protokoll

A kisérleti eredmények alapjan a fejlesztett vatta-HILIC és kivalasztott grafitalapu
modszerek kiegészitik egymast, mivel a két modszer kombinalasaval tudtam a lehetd
legmagasabb visszanyeréseket és legkisebb torzitast elérni (lasd 4.1.3 fejezet). A kombinalt
modszer soran elsé 1épésként elvégeztem a vatta-HILIC tisztitasi modszert (3. tablazat), mely
soran kiilon frakcioként osszegytijtottem a felviteli €s mosasi atesot és kiilon frakcioként az
eluciot. Ezt kovetden a masodik 1épésben a felviteli+mosasi atesot oldoszercsere utan tovabb
tisztitottam a TopTip modszer Pierce allofazist alkalmzoé kivalasztott modszerrel (9. tablazat),

--------

torténd olddszercserét kovetden az egyesitett frakciobol torténik a miiszeres HPLC-MS mérés.
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3.3.2. Modszerfejelsztés CS diszacharidok tisztitasara

3.3.2.1. Vatta-HILIC modszer fejlesztése CS diszacharidok tisztitasara

A CS diszacharidokra alkalmazand6 vatta-HILIC szilard fazist extrakciés modszer
fejelsztése soran (lasd 4.2.1 fejezet) alapul a HS modszerfejlesztési tapasztalatokat vettem.
Kiindulasi modszerként a 3. tdbldzatban lathato végsé HS vatta-HILIC modszert alkalmaztam.
Ezt kovetden tobbféle kisérletsorozatot végeztem, azonban csupan a HS fejlesztések soran
meghataroz6 paramétereket valtoztattam, minden mas paramétert a HS modszer végsod
beallitasai alapjan rogzitettem. A vizsgalatok hangsulya a kiilonb6z6 1épésekben felhasznalt
oldészerek Osszetételének kivalasztasa volt. Az egyes kisérletsorozatnal alkalmazott pontos
beallitasokat a 11. tablazatban tiintettem fel, a végsd, optimalt vatta-HLIC protokoll pedig a
10. tablazatban lathato.

10. tablazat Optimalt vatta-HILIC modszer CS diszacharidok tisztitdsara.

térfogat osszetétel ismétlés
feliiletaktivalas 50 uL 60% ACN (H20) -
konditcionalas 50 puL 95%12\00-[\":'(0"_'20) 2X
felvitel 30 UL 95%1K’CLF®20) ;
ujrafelvitel - - 2X
Mmosas 50 uL 1% TFA -

95% ACN (H.0)
1% NHs (H.0)

elacio 10 uL 40°C 2X
vatta marka dm
vatta mennyisége 2—-3 mm-es magassagba toltve 10 puL-es pipettahegybe
centrifugalasi paraméterek 2500 rpm 1min
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11. tablazat CS fejlesztés soran alkalmazott kisérletsorozatok. Zolddel keimelve lathatok az adott kisérletsorozat alapjan a tovabbiakban régzitett paraméterek.

modszer paraméterek 1. kisérletsorozat 2. kisérletsorozat . 3
kisérletsorozat
vatta marka dm dm dm
vatta mennyisége kis (2-3 mm) kis (2-3 mm) kis (2-3 mm)
.. < o1z 50 uL 60 %
0 o
feliiletaktivalas 50 uL 60 % ACN (H20) 50 uL 60 % ACN (H:20) ACN (H-0)
kondicionalasi, felv1.te!1, mosasi ACN 95% 92% 95% 98% 95%
mennyiség
kOndICIOHaIaSl,.fe}V}tell, mosasi TEA TEA FA HEBA TEA HEBA
savminéség
kondicionalasi, felv1.te’ll, mosasi TFA 1% 0.2% 1% 506 1%
mennyiség
felviteli oldoszer hémérséklete RT RT RT
ujrafelviteli 1épések szama 2 2 2
felvitel oldat térfogata 30 uL 30 uL 30 uL
Mmosasi oldat térfogata 50 pL 50 uL 50 uL
elucios oldat térfogata 10 uL 10 uL 10 uL
elicios oldoszer homérséklete 40°C 40°C 40°C
elicios 1épések szama 2 2 2
R, . 0,1% 1% 5% 10% 25mM  0,1% 0 0
elacios osszetétel NHs NH:  NHs NH: NHJFA EA 1% NHs 1% NH;
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3.3.2.2. Kiilonboz6é gyartéju grafitalapa alléfazisok tesztelése és osszehasonlitisa CS
diszacharidok tisztitasara

A HS fejlesztésnél kivalasztott harom, kereskedelmi forgalomban kaphato grafitalapu SPE
allofazist (Thermo: Hypersep Hypercarb, Pierce: Graphite Spin Column, Glygen: TopTip grafit
+ C18), teszteltem CS diszacharidok tisztitasara. A HS fejelsztésnél szerzett tapasztalatok
alapjan a TopTip olddszerrendszer alkalmazéasaval végeztem a harom allofazis
Osszehasonlitasat (lasd 8. tabldzat). Ezen kiviil ezen olddszerrender kismértéki valtoztatasaval
teszteltik az ammonia hatasat is az elicié hatékonysagara (5% (H20) elucios olddszer).

A kivalasztott legjobban teljesitd modszer paraméterei pedig a 12. tablazatban lathatok.

12. tablazat Kivalasztott optimalt grafitalapi modszer CS diszacharidok tisztitasara.
TopTip grafit + C18 olddszerrendszer Pierce allofazist alkalmazva.

téfogat oOszetétel ismétlés
. ars 0,1% FA;
aktivalas 100 pL 80% ACN(H:0) 2
kondicionalas 100 pL 100% viz 3
felvitel 50 uL 100% viz -
ujrafelvitel - - -
mosas 50 uL 100% viz -
;s 0,05% TFA,
elicio 50 uL 40% ACN(H:0) 3
centrlfllgalam 2500 rpm 1min
paraméterek
alléfazisok Pierce

3.3.2.3. CS diszacharidok tisztitasara fejlesztett kombinalt protokoll

A kisérleti eredmények alapjan ebben az esetben is kiegészitik egymast a fejlesztett
vatta-HILIC és kivalasztott grafitalapi modszerek. A két modszer kombinalasaval tudtam a
leheté legmagasabb visszanyeréseket és legkisebb torzitast elérni (lasd 4.1.3 fejezet).
A kombinalt modszer sordn elsd 1épésként elvégeztem a vatta-HILIC tisztitdsi modszert
(10. tablazat), mely soran kiilon frakcioként dsszegytijttem a felviteli és mosasi atesot és kiilon
frakcioként az eluciot. Ezt kovetden a masodik 1€pésben a felviteli+mosasi atesét oldoszercsere
utan tovabb tisztitottam a TopTip modszer Pierce allofast alkalmzo kivalasztott modszerrel
Az injektalasi oldoszerre torténd olddszercserét kovetden az egyesitett frakciobol tortént a

miuszeres HPLC-MS mérés.
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3.3.3. HS tisztitasi médszer biolégiai alkalmazhatosaganak viszgalata — HSBK, HSPIM

Sertésbélhambol (PIM) és a marhavesébdl (BK) izolalt HS lancok vizsgalataval
teszteltem a HS diszacharidokra fejelsztett SPE moddszer bioldgiai alkalmazhatosagat.
Harom emésztendd oldatot készitettem 60 ng/ul koncentracidoban tartalmazva a mintakat,
minden esetben 600 ng mintat felhasznalva, HSBK, HSPIM ¢és a kett6 1:1 aranyt keverékébol.
A harom minta emésztéséhez 5 pl. 10 mU/uL heparin liaz I-et, 1 pL 10 mU/uL
heparin liaz 11-6t, és 1 pL 10 mU/uL heparin liaz I1I-at kevertem 6ssze 17 uL H2O-el, mely
enzimoldatbdl emésztési Iépésenként 4 uL-t adtam a mintakhoz. Az emésztési puffer (pH = 7,5)
osszetétele pedig: 20 mM Tris HCI puffer, 50 mM natrium-klorid, 4 mM-os kalcium-klorid
voltak. Az emésztést két ciklusban végeztem az elsé 4 pL enzimoldat hozzaadasa utan 37°C-on
inkubaltam 24 6raig, majd ismételt 4 pL enzimoldat adagolasa utan ujabb 24 6ras inkubalas
kovetkezett. Végiil az emésztést 80°C-os melegitéssel (5 min) allitottam le, majd az emésztett

oldatot 60 ng-os mintakra osztottam szét, majd paroltam be a tisztitas elvégzéséig.

3.3.4. CS tisztitasi modszer bioldgiai alkalmazhatésaganak viszgalata — PCa

A CS tisztitasi modszer alklamazhatdsaganak tesztelésre 13 db prosztatarakos mintat és
azok kornyezd normal szoveteit vizsgaltam, feliileti emésztést alkalmazva. A szovetekben 1évo
CS lancok emésztéséhez készitett vizes emésztési oldat Osszetétele: 20 mM Tris, 2,5 mM
ammonium-acetat, 10% glicerin, 2 mU/uL kondroitinaz ABC. Az enzimoldatot 6t ciklusban
adagoltam az alabbiak szerint: 3 pL emésztdoldatot pipettaztam a feliiletre majd 37°C-on
inkubaltam 40 percig egy ciklus soran. Az emésztés soran keletkez6 diszacharidokat 5x2 uL

0,3% ammonia oldat felcseppentésével €s lepipettazasaval vontam ki a feliiletrol.

3.3.5. Kromatografias paraméterek

A modszerfejlesztésekhez alkalmazott késziilék a Waters nanoAcquity UPLC (Milford,
MA) volt. A tisztitott diszacharidok mérésére 10,5 cm hosszu, 250 um atmérdji kapillaris
nanoUHPLC kolonnat hasznaltam, melyen 8 plL/min aramlasi sebességet alkalmaztam.
A mintdkat  tisztitds utdn  beparoltam, majd 8 pL injektdlasi  olddszerben
(10 MM ammoénium-formiat 75:25 viv. ACN:viz (pH = 4,4) oldottam fel, amelybdl 2 pL-t
injektaltam.

A HS diszacharidok mérése soran felhasznalt eluensek: A eluens: 10 mM
ammonium-formiat, 75:25 viv ACN:viz (pH = 4,4), B eluens: 65 mM ammoénium-formiat,
75:25 viv ACN:viz (pH = 4,4). A mérések soran alkalmazott gradiensprogram: 0,5 min 6% B
eluenst tartalmazoé izokratikus szakasz majd 3 perc alatt 70% B-re emelés, ezutan 1 perc alatt

90% B-re emelés. Ezt koveten 4 percen keresztiil 100% B alkalmazasaval mostam a kolonnat,
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majd 1,5 perc alatt a kiindulasi oldoszerdsszetételre tért vissza ami mellett 9 percig

ekvilibraltam a kolonnat.

A CS diszacharid mérése soran alkalmazott eluensek: A eluens: 10 mM
ammonium-formiat, 75:25 v/iv ACN:viz (pH = 4,4), B eluens: 65 mM ammoénium-formiat,
75:25 viv ACN:viz (pH = 4,4). A beallitott gradiensprogram: 6% B kezd6 oldoszerdsszetételrdl
0,5 perc alatt 12% B-re emeltem, majd 4,5 perc alatt tovabb emeltem 60% B-re. Végiil 4 perces

100% B 6sszetételti mosas utan ekvilibraltam a kolonnat 5 percig.

3.3.6. Tomegspektrometrias paraméterek

Az alkalmazott késziilék a szilard fazisu extrakcios modszerfejlesztések soran Waters
Q-TOF Premier hibrid kvadrupél-repiilési id6 analizatoros tomegspektrométer volt, negativ
ionizaciés modban. Az alkalmazott ionforras ESI volt, melyben a kapillaris fesziiltséget
2,5 kV-ra allitottam. A forras hémérséklete 80°C-re volt allitva, porlasztogazt pedig 0,5 bar
nyomassal alkalmaztam. A kupfesziiltséget és az ,extraction cone” 15eV-ra és 5 V-ra
allitottam.

A spektrumokat HS diszacharidok mérésekor 180-600 m/z tartomanyon, CS diszacharidok
mérésekor 200600 m/z tartomanyon rogzitette a késziilék. A CS diszacharidok esetében
izomerparok mérésére 22 eV litkozési energiat és N» iitkoz6gazt alkalmaztam az MS/MS

1épésben.

3.4. Prosztata- és emlétumoros elvaltozasok vizsgalata
3.4.1. Mintak kivalasztasa

A prosztatarakot (PCa-t) ¢és joindulati prosztata megnagyobbodast (BPH-t)
Osszehasonlitdo vizsgalatokhoz egy a kutatocsoportunkban elvégzett kisérletsorozatbol
valasztottunk ki 8-8 db BPH és PCa mintat ugy, hogy a vizsgalt csoportok kiegyenstlyozottak
legyenek az emldnél vizsgélt csoportokkal a kétféle szovettipus 0Osszehasonlithatosaga
érdekében (8/4 dbra). A kivalasztas soran figyelembe vett beteg adatok az életkor, patologiai
gradus, valamint a tumoros sejtarany voltak. A vizsgalt prosztata szovetmetszeteket az Esseni
Egyetemi Korhazban gytijtotték. A vonatkozo etikai engedély kibocsatoja: Esseni Egyetem
Etikai Bizottsag, szama: 21-9991-BO. A vizsgélt szovetekhez tartozd betegadatok az
13-14. tablazatban lathatok, részletes informaciok pedig a 7. fejezet Fiiggelékek
F-1, F-3. tablazataban talalhatok.

A vizsgalt emld szovetmetszeteket (8/B abra) a Semmelweis Egyetem Patologiai és
Kisérleti Rakkutatdo Intézetben gyijtotték. A vonatkozo etikai engedély kibocsatoja:
Semmelweis Egyetem Egyetemi Etikai Bizottsag. A HS és CS kohort 8-8 db kérnyz6 normal
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¢s 8-8 db emldrakos mintabol allt. A vizsgalt szOvetekhez tartozd betegadatok az
13-14. tablazatban lathatdk, részletes informaciok pedig a 7. fejezet Fiiggelékek
F-2, F-4 tabldzataban lathatok.

13. tablazat Osszesitett betegadatok a HS vizsgdlatsorozat soran alkalmazott mintdakhoz.

BPH PCa ADNB BCa
Eletkor a - 64,5 év 61 év 67,5 év
diagnoziskor (58 év—T46v) (45év—88¢év) (60 év— 88 ¢év)
Gradus
Gradus 2 - 5db - 4 db
Gradus 3 - 3db - 4 db
Tumoros sejtarany - 55% - 55%
(35% — 70%) (40% — 80%)

14. tablazat Osszesitett betegadatok CS vizsgalatsorozat soran alkalmazott mintdkhoz.

BPH PCa ADNB BCa
Eletkor a - 66 év 57 év 67,5 év
diagnéziskor (58 év- 74 év)  (356v-886év) (60 év-88 év)
Gradus
Gradus 2 - 3db - 4 db
Gradus 3 - 5db - 4 db
Tumoros sejtarany - 55% - 55%
(35%-85%) (40%-80%)
A B

(.J % i?. - s 3 \%&.

8. abra Hematoxillin-eozin festett emlé (A) és prosztata (B) szévetmetszetek. Piros szinnel
bekarikdzva a BCa tumoros régiok, mig zold szinnel bekarikazva a tumoros PCa régiok lathatok.
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3.4.2. Szoveti mintak vizsgalati munkafolyamata

A targylemezekre felhelyezett szovetmetszetek ugynevezett formalin-fixalt é&s
parrafinba agyazott (FFPE) allapotban érkeztek. Mind a formalin fixalas, mind a parrafinba
agyazas a szovetek tartositasara, eltarthatdsaganak novelésére szolgal. A megfeleld emésztési
hatékonysag eléréséhez sziikséges a parrafin réteg eltavolitasa és a formalin keresztkotések
felbontasa, hogy az enzim hozzaférhessen az emésztendd teriiletekhez. Elsé 1épésben
eltavolitottam a kivalasztott metszetekrdl a parrafin réteget és ezzel egyiitt a szovetben 1€vo
lipideket. Ezt egy antigén eléhivasi 1épés kovette, mely soran felbontottam a fehérjék kozott a
formalin keresztkotéseket, ezzel eldsegitve a feliileti emésztés hatékonysagat. A szovetek
elokészitése utdn az enzimatikus emésztés kovetkezett, mely sordn megfelelé enzimkeveréket
a szovet feliiletére cseppentve a HS vagy CS lancokat diszacharid épitdegységeire bontottam.
A diszacharidokat tartalmaz6 emésztmény feliiletrdl torténd kivondsa utdn szilard fazisa
extrakcioval tisztitottam azt a zavar6 bioldgiai matrix és emésztési maradvanyok eltavolitasa
érdekében. Ezt kovetéen HPLC-MS/MS mérések kovetkeztek, mely eredményeibdl
meghataroztam az egyes diszacharidok mennyiségét a mintakban, végiil az igy kapott adatokat
statisztikailag elemeztem (9. dbra). Az egyes 1épések részletes paramétereit a kdvetkezo

fejezetek sordn ismertetem.
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9. dbra A szovetmetszetek vizsgalata soran alkalmazott munkafolyamat.
3.43. Szovetmetszetek elokészitése az emésztési 1épéshez

Els6 1épésben a paraffin réteget tavolitottam el, melyhez novekvd polaritasu
olddszersorban torténd aztatast alkalmaztam. Egy korabban publikalt modszert alkalmazva a
targylemezt xilollal, etanollal majd vizzel mostam [102]. A részletes protokoll a 15. tablazatban
lathat6. A kovetkezd lépésben antigén elohivast végeztem. A folyamat soran a mintakat
hokezeltem, aminek hatasara felbomlottak a formalin fixalas soran kialakitott keresztkotések a
nukleinsavak ¢és fehérjék kozott. Az eljards soran, 80-85 °C hdémérsékleten 0,1 M
natrium-citratot és 0,02 M citromsavat tartalmazé, (pH=6,0) pufferben 30 percen keresztiil

végeztem a mintdk hokezelését.
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15. tablazat Deparaffinezéshez felhasznalt oldatok inkubdlasi iddk.

Alkalmazott oldat Inkubalasi id6
xilol 5 perc
xilol 5 perc
100% etanol 3 perc
100% etanol 3 perc
90% etanol - 10% viz 3 perc
70% etanol - 30% viz 3 perc
10 mM ammonium-acetat vizes oldata 5 perc
100% viz 1 perc

3.4.4. Heparan-szulfat lancok szovetfeliileti emésztése

Az HS lancok emésztéséhez az alabbi Osszetételll vizes emésztési oldatot készitettem:
20 mM Tris, 2,5 mM Ca(OH)2, 10% glicerin, 0,5 mU/uL heparin-liaz I, 0,1 mU/uL heparin-liaz
[1, 0,1 mU/uL heparin-liaz III. Az enzimoldatot 6t ciklusban adagoltam az alabbiak szerint:
2 uL emésztboldatot pipettaztam a feliiletre, az els6 nap 3 cliklushan adagolva, a masodik nap
pedig 2 ciklust elvégezve. A szoveteket az enzim Gjraadagolasi 1épések kozott paras légterii
dobozban inkubaltam 37 °C-on. Ezt kdvetden az elsé adagolési 1€péstdl szamitott 48 ora utdn,
az emésztés soran keletkez6 diszacharidokat 5x2 pL, 1% ammonia oldat felcseppentésével és

lepipettazasaval vontam ki a feliiletrdl, a 4. kivonasi 1épés el6tt 2 perces inkubalast alkalmazva.

3.4.5. Kondroitin-szulfat lancok szovetfeliilleti emésztése

Az emld szovetekben 1évo CS lancok emésztéséhez készitett vizes emésztési oldat
Osszetétele: 20 mM Tris, 2,5 mM ammonium-acetat, 10% glicerin, 2 mU/uL kondroitinaz ABC.
Az enzimoldatot 6t ciklusban adagoltam az alabbiak szerint: 2 pL emésztdoldatot pipettdztam
a feliiletre majd 37°C-on inkubaltam 60 percig egy ciklus soran. Az emésztés soran keletkezd
diszacharidokat 5x2 pL 1% ammonia oldat felcseppentésével és lepipettazasaval vontam ki a

feliiletrol.

3.4.6. A mintak szilard fazisa extrakcios tisztitasa

A szovetekrdl kinyert, diszacharidokat tartalmazé emésztési keverék tisztitdsat az
altalam kifejlesztett kombinalt modszert alkalmazoé szilard fazist extrakcioval végeztem el. HS
diszacharidok esetében lasd 3.3.1 fejezet Modszerfejlesztés HS diszacharidok tisztitdsara
fejezet, CS diszacharidok esetében lasd. 3.3.2 fejezet Modszerfejelsztés CS diszacharidok

tisztitasara.
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3.4.7. Kromatografias paraméterek

Az emld és prosztataelvaltozasok HS és CS tartalmanak vizsgdlata soran Waters
Acquity I-class UPLC (Milford, MA) késziiléket alkalmaztam. A mintakat tisztitas utan
beparoltam, majd 8 pL injektalasi oldoszerben (10 mM ammonium-formiat 75:25 v/v ACN:viz

(pH = 4,4) oldottam fel, amelybél 2 pL-t injektaltam.

A HS tartalom vizsgalatanal a kolonna sajat toltésti, 20—30 cm hosszu, 250 pm atméréjt
kapillaris nanoUHPLC kolonna volt, melyen 10 pL/min aramlasi sebességet alkalmaztam. A
mérések soran felhasznalt eluensek: A eluens: 10 mM ammonium-formiat, 75:25 viv ACN:viz
(pH = 4,4), B eluens: 65 mM ammonium-formiat, 75:25 v/iv ACN:viz (pH = 4,4). A mérések
soran alkalmazott gradiensprogram: 0,5 min 6% B izokratikus szakasz majd 1 perc alatt 100%
B-re emelés, 7 perc tartas, ezutan 1 perc alatt 90% B-re emelés. Ezt kovetden 4 percen keresztiil
100% B alkalmazasaval mostam a kolonnat, majd 1,5 perc alatt a kiindulasi oldoszerésszetételre

tértem vissza ami mellett 9 percig ekvilibraljam a kolonnat.

A CS tartalom vizsgalatanal a kolonna sajat toltésii, 10,5 cm hossza, 250 um atmérdji
kapillaris nanoUHPLC kolonna volt, melyen 10 pL/min aramlési sebességet alkalmaztam.
A mérések soran alkalmazott eluensek: A eluens: 10 mM ammonium-formiat, 75:25 v/iv
ACN:viz (pH = 4,4), B eluens: 65 mM ammonium-formiat, 75:25 v/iv ACN:viz (pH = 4,4).
A bedllitott gradiensprogram: izokratikus 6% B eluens alkalmazasa utan 0,5 perc alatt 12% B-re
emeltem, majd 4,5 perc alatt tovabb emeltem 60% B-re. Végiil 4 perces 100% B 6sszetételi

mosas utan ekvilibraltam a kolonnat 5 percig.

3.4.8. Tomegspektrometrias paraméterek

Az alkalmazott késziilék a szoveti mintdk mérése soran Waters Select Series Ciklikus
ionmobilitas tomegspektrométer (Milford, MA) volt. Alacsony aramlasos ESI forrast
alkalmaztam, amelyben a kapillaris fesziiltség 1,9 kV, a kuapfesziltség 20 eV, a
forrashdmérseklet 120 °C volt. A HS diszacharidok esetén MS1 modban végeztem a méréseket
180-620 m/z tartomanyban, mig a CS diszacharidok esetében MS1 200-600 m/z
tomegtartomanyban, valamint MS/MS mddban mértem. Az egyszeresen-szulfatalt izomerek

(D0a4 és D0a6) mérését 32 eV-os fragmentacioval végeztem a transzferben.

3.4.9. Proteoglikan vazfehérjék mennyiségének ,,shotgun” proteomikai elemzése

A kutatocsportban egy parhuzamosan futd teljes proteomikai kisérletsorozat soran
vizsgaljuk emldrakos ¢és prosztatarakos szovetek fehérjetartalmat. A szovetek triptikus
emésztését €és nanoUHPLC-MS mérését a kutatocsoportban optimalt modszerek

alkalmazasaval végezték [103]. A szovetmintakban detektalhatd Gsszes fehérje mennyiségi
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meghatarozasat MaxQuant szoftver segitségével végezték el. A részletes modszerparaméterek
¢és szoftveres beallitasok a Fiiggelékek 7.6. fejezetében talalhatok. A vizsgalt mintak
megegyeztek a 3.4.1. fejezetben részletezettekkel. A kvantifikalt fehérjék listajat
lesziikitettem azon proteoglikan vazfehérjékre, amelyek detektalhatok voltak az Osszes
altalam vizsgalt szovettipusban annak érdekében, hogy Osszetvethessem a HS és CS

diszacharid-elemzés eredményeivel.

3.5. Mérési adatok értékelése

A GAG-omikai mérési adatok értékelése soran az intenzitas értékeket a kivalasztott
egyedi ion kromatogramok integralasaval végeztem el a Waters MassLynx 4.2 vezérl6 szoftver
QuanLynx beépitett kiértékeld egységének segitségével. A vizsgalt ionok ¢és a hozzajuk tartozo
m/z értékek 16. és 7. tablazatban lathatok.

Az adatok feldolgozésa és abrazolasa Microsoft Excel segitségével késziilt. A bioldgiai
mintak értékelését R kornyezetben az RStudio 1.4.1106 alkalmazasaval végeztem.
A boxplotokat az R szoftver ggplot2 kiegészitd csomagjanak segitségével abrazoltam.
A statisztikai vizsgalatok sordn, az adatok normalitdsat pedig Saphiro teszttel vizsgéltam.
Az egyes szovettipus csoportok kozti szignifikans eltérések megallapitdsara Student- és, Welch
t-teszteket valamint Wilcoxon-féle rangdsszeg probat alkalmaztam. Az alkalmazott statisztikali
tesztek a 7. fejezet Filiggelékek, F-5, F-6 tablazataiban, a p értékek a 7. fejezet Fiiggelékek
F-7, F-8 tablazataiban talalhatok.

16. tablazat HS diszacharidok vizsgalt m/z értékei negativ modban.

Lawrence-kéd Vizsgalt ion Vizsgalt m/z
DOAO [M-HJ 378,10
[M-HJ 458,10
D2A0 [M-3H+K]? 247,50
[M-HJ 458,10
DOAG [M-3H+K]> 247,50
[M-HJ 416,10
DOS0 [M-2H+Na] 438,10
[M-2H]> 207,50
[M-H] 538,05
[M-2H-+Na] 560,05
D2A6 [M-2H+K]" 576,00
[M-2H]> 268,50
[M-H] 496,00
D250 [M-H-SO3] 416,10
[M-2HJ> 247,50
[M-H] 496,00
D0S6 [M-H-SO3] 416,10
[M-2HJ> 247,50
[M-H] 576,00
[M-3H+K]? 306,50
D256 [M-3H+Na]* 298,50
[M-2H-SO4] 247,50
[M-3H]> 191,33
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17. tablazat CS diszacharidok vizsgalt m/z értékei negativ modban és a szulfatacios poziciok
meghatarozasahoz alkalmazott MS/MS dtmenetek.

Lawrence-kéd Vizsgalt ion Vizsgalt m/z Vizsgalt MS/MS
atmenet
D0a0 [M-HT 378,10
Doad [M-HI 458,10 458.10 — 300,10
—
[M-3H+K]* 247,50 ’ ’
D0a6 (M- 428,10 458,10 — 282,10
—
[M-3H+K]* 247,50 ’ ’
[M-H] 538,05
[M-2H+Na] 560,05
D0al0
[M-2H+K] 576,00
[M-2H]* 268,50
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4. Eredmények és értékelésiik
Munkam soran HS és CS GAG diszacharidok tisztitasara alkalmas szilard fazist

extrakcios modszerek fejlesztésével foglalkoztam. A moddszerfejlesztés elsé részében
kereskedelmi vatta, mint HILIC tipusi mddszer alkalmazhatdsagat teszteltem. A felhasznalt
pipettahegyeket sajait magam toltdttem meg a kereskedelmi vattdval, valamint részletesen
feltérképeztem a kiilonb6z6 alkalmazandd paraméterek hatasait, mint az allofazis sszetétele,
mennyisége, valamint a felhasznalt oldoszerek mennyisége és 0sszetétele. A modszerfejlesztés
masodik részében harom kiilonboz6 keredkedelmi forgalomban kaphato grafitalapi SPE
rendszer részletes Osszehasonlitasat valositottam meg. Ezutan a fejlesztett modszerekkel

karakterizaltam €s 6sszehasonlitottam prosztata- ¢s emld- tumoros szovetek HS €s CS tartalmat.

4.1. Szilard fazisu extrakcios tisztitasi modszer fejlesztése heparan-szulfat
diszacharidokra

A fejlesztési kisérletek soran standard HS diszacharid keveréket alkalmaztam (kivétel a
biologiai eredetli mintak) mérend6 mintaként, amely minden diszacharidot 10 pmol
mennyiségben tartalmazott. Az atlagos visszanyeréseket azonos Osszetétell tisztitatlan mintak
mérési eredményeihez viszonyitva szdmitottam. A tisztitasi kisérleteket beallitasonként tobb
parhuzamos (4ltaldban négy darab) minta mérésével végeztem melyek eredményeib6l szorast

szamoltam.

4.1.1. Vatta-HILIC médszerfejlesztés

A vatta-HILIC moédszerfejlesztés soran célom volt a lehetd legmagasabb visszanyerésii
és lehetd legkisebb torzitasti modszer megalkotasa. Kezdeti oldoszerrendszerként egy egyszerti
hangyasavtartalma rendszert vettem alapul (2. tdbldzat), majd szamos paraméter hatasat
vizsgaltam az egyes 1épések optimalasa érdekében. Az allofazis esetében teszteltem tobbfele
mark4ju és mennyiségli vatta toltetet, valamint vizsgaltam az egyes 1épéseknél alklamazott
olddszerek térfogatat, osszetételét €s hdmérsékletét, valamint kiegészitd 1épések alkalmazasat
is.
4.1.1.1. Toltési folyamat és alkalmazhatosagi teszt

Kereskedelmi forgalomban kaphaté 100% pamut tartalmu vattat toltottem 10 pL-es
pipettahegyekbe 2-3 mm-es magassagban. A toltés soran az iires pipettahegyet kimeneti
nyilasaval lefelé, sik feliiletre tdmasztottam, majd egy megfelelden vastag tii segitségével
sikeriilt a vattat beletoltenem. A tiinek elég vastagnak kellett lenni ahhoz, hogy tomoritd hatast
tudjak kifejteni vele, azonban ahhoz elég vékonynak, hogy beleférjen a sziik pipettahegy
végébe. Ezutan enyhe nyomast kifejtve, tomoritések kozott a pipettahegyet forgatva végeztem

a vatta toltését. A megtoltott pipettahegyeket ezutan egy erre kialakitott tartdoegység
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segitségével 2 mL-es Eppendorf csébe helyeztem. Az igy elkészitett Gsszeallitas mar alkalmas
volt a centrifugalis SPE rendszerben valo alkalmazasra. A toltéshez ¢és centrifugalashoz

felhasznalt anyagok a 10. dbran lathatok.

A B

Tolt6 tii

Ures Vattakorong Toltott Vatta all6fazis
pipettahegy pipettahegy

10. dbra A vattatoltéshez és centrifugdldashoz felhasznalt anyagok (A) és a kisérleti
elrendezés (B-D).

A vatta, mint SPE allofazis, alkalmazhatosaganak tesztelésére egy elOkisérletet
végeztem (2. tabldzat). Ennek soran azt vizsgaltam, hogy a vatta a pipettahegyben marad-e
tartoréteg (un. frit) alkalmazasa nélkiil a minta-elokészités centrifugalasi 1épései soran. Emelett
biztositania kellett hasznalt oldatok atengedését, valamint a diszacharidok alloéfazison vald
megkotddeését, majd eludlhatosagat. A minta-el6készités alatt a centrifugalasi Iépések
végrehajtasat kovetden is helyén maradt a toltet a vatta szalas szerkezetének koszonhetden.
A felviteli-mosasi egyesitett ¢és az elucios frakciokban egyarant mérhetéek voltak HS
diszacharidok, az elucioban nagyobb intenzitast mérve. Ezek alapjan alkalmasnak itéltem a
vattat HS diszacharidok tisztitdsara alkalmazott SPE allofazisnak, és moddszerfejlesztésbe

kezdtem.

4.1.1.2. Az all6fazis anyaganak és mennyiségének kivalasztasa
A modszerfejlesztés els¢ 1épéseként eltérd markaju és Osszetételi vattak
alkalmazhatosagat vizsgaltam. Ot kiilonbozd gyarto éltal eldallitott vattat teszteltem, amelyek

koziil négy 100% pamut tartalmt (Spar, Kék pille, Nivea, dm), egy pedig 60% pamut, 40%
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viszkoz tartalmu (aro) volt. Mind a négy esetben 2—3 mm-es magassagban toltottem a vattat
10 uL-es pipettahegyekbe, majd elvégeztem az 1. kisérletsorozatot (4. tdbldzat) alapjan a

tisztitast.

A dm markas vatta alkalmazasaval magas visszanyerést értem el a tobbi beallitasnal
tapasztaltakhoz képest alacsonyabb szoéras mellett, igy ezt valasztottam alkalmazando
allofazisnak (11. abra). Mindemellett, a Spar és Nivea markas vattakkal egyarant sikeriilt dm
vattahoz hasonl6 nagysagl visszanyeréseket elérni, igy a Kék pille kivételével a 100% pamutot
tartalmazo vattakkal jelentésen magasabb visszanyerések voltak elérhetok, mint a viszkozt is
tartalmazd aro markdji esetében. Ez alapjan megallapithaté, hogy bar felfedezhetdok
kiilonbségek az eltérd gyartastechnikaju vattak kozott, azonban a vatta Osszetétele
meghatarozobb a visszanyerések tekintetében. Megallapitottam tovabba, hogy a kezdeti
modszer leginkabb a kevésbé hidrofil, nem-szulfatalt (DOAQ) és egyszeresen szulfatalt
(D0S0, D2A0-DOAG6) diszacharidok tisztitasara alkalmas, ahol 30-60%-os visszanyerések
voltak elérhetdk. A hidrofilebb kétszeresen és haromszorosan szulfatalt diszacharidok esetében

alacsonyabb visszanyerések voltak tapasztalhatok (~20%).

Atlagos visszanyerés [%]

Spar Kékpille aro Nivea dm

ODOAO0 @=D0S0 mD2A0-DOA6 mDO0S6-D2s0 mD2A6 mD2S6

11. dbra Kiilonbozé gydrtoju vatta alkalmazasaval egyes HS diszacharidokra nyert datlagos
visszanyerések. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

A kovetkezd 1épésként a vatta mennyiségének hatasat vizsgaltam harom beallitas mellett
(4. tablazat): kis (az elOkisérletben hasznalt 2-3 mm-es magassagban toltott), kozepes

(~3x a kis mennyiség), nagy (~ 10x a kis mennyiség) (12/A dbra).

Az eltcid visszanyerési értékei csokkend tendencidt mutattak a ndvekvd vatta
tartalommal, mig a felviteli és mosasi fazisnal pont ennek ellentéte volt lathaté (12/B dbra).
Ez azzal magyarazhato, hogy az allofazis mennyiségét megndvelve megnétt az interakciora
alkalmas kotohelyek szama és ezaltal nehezebben eludlhatbak a diszacharidok. Kisebb
vattamennyiség alkalmazasaval a kotéhelyek mennyisége is csokken, igy a mintaban talalhato

molekulak nagyobb részhanyada esett at az alléfazison. A legmagasabb visszanyeréseket igy a
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kis mennyiségt allofazist tartalmazo 6sszeallitassal sikerdilt elérni, mely paramétert rogzitettem
a modszerben. Tovabba, ebben az esetben is megjelenik az elézéekben tapasztalt mintazat,
miszerint a kevésbé hidrofil diszacharidok visszanyerései jelentdsen magasabbak a hidrofilebb
diszacharidokéhoz képest, azonban egy résziik atesik a felviteli és mosasi 1épések soran.

A tobbszorosen szulfatalt diszacharidok jelentds része pedig nem elualodott az allofazisrol.

Atlagos visszanyerések [%]
- N w H n
R 8 8 8 8%
S~ >~ o~ S~ S~

0%

M E

F M E

Kozepes mennyiség

F M E
Kis mennyiség

Nagy mennyiség

ODOAO mD0S0 mD2A0-D0A6 m D0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6

12. abra A: Kereskedelmi vatta pipettahegyekbe toltve a vizsgalt harom kiilonbézé mennyiségekben
a) nagy, b) kozepes, c) kicsi, B: Kiilonbozo mennyiségii vatta alkalmazdasaval az egyes HS
diszachardiokra nyert datlagos visszanyerések. (F: felviteli atesd, M: mosasi datesd, E: elucio datlagos
visszanyerései). A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

4.1.1.3. Oldoszertérfogatok optimalasa

Ezt kovetden a felviteli, mosasi és elucios 1épések térfogatanak optimalasat végeztem
el. A Kkisérleti pontokat Box-Behnken kisérlettervnek megfelelden valasztottam meg
(7. fejezet Fiiggelékek F-9 tabldzat). Harom térfogati beallitas mellett (10 pL, 30 pL, 50 pL)
vizsgaltam a mddszerek teljesitOképességét a felviteli, mosasi és eliicios olddszerek térfogatat
valtoztatva. Megallapitottam, hogy 10 uL felviteli oldészer alkalmazasa mellett
alacsonyabbak a visszanyerések a tobbi esethez képest, azonban Osszességében az egyes
lépésekben alkalmazott oldoszertérfogatok nagysaganak nem volt meghatarozo szerepe a
visszanyerésekre, igy a kisérletterv részletes értékelését nem  végeztem el
(7. fejezet Fiiggelékek F-2 dbra). A legmagasabb visszanyeréseket 30 uL felviteli, 50 uL

mosasi és 10 pL elacids oldoészertérfogatok alkalmazasaval értem el, igy ezt a beallitast

rogzitettem (4. tablazat).
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4.1.1.4. Felviteli oldoszer osszetételének optimalasa

Savmindség és acetonitril tartalom vizsgalata
A modszerfejlesztést a felviteli 1épés Osszetételének optimalasaval folytattam, amely

soran elsé 1épésként hangyasav, ecetsav és 1:1 aranya keverékiik (minden esetben 0,1%-0s
savtartalom), valamint 95% és 98% acetonitril tartalom hatdsat vizsgaltam a visszanyerésekre.
A savak sot képeznek a diszacharidok bizonyos mértékii protonalasaval (4. tdbldzat). ldealis
esetben elérhetd a diszacharidok azonos protonaltsagi szintje az oldatban, ami kikiiszoboli az
esetleges retencids mechanizmusbeli kiillonbségeket igy egyszerlisitve a modszerfejlesztést.
A HILIC hatasmechanizmus esetében a diszacharidok megoszlasa az allofazis és egy vékony
vizréteg, valamint a szerves mozgoé fazis kozott megy végbe, igy a felviteli oldoszerek ebben

az esetben alacsony viztartalmuak és magas ACN tartalmuak (gyenge eluens).

A kisérleteket elvégezve a 13. abrdn lathatd visszanyerések voltak mérhetdk az elucios
frakciokban, amelyek koziil a legmagasabb visszanyeréseket 95% ACN tartalom és TFA
alkalmazasaval értem el. Lathato, hogy 95% és 98% ACN tartalom alkalmazasa soran egyarant
TFA alkalmazasaval voltak elérheték a legmagasabb viszanyerések szinte minden HS
diszacharid esetén. Magas visszanyerést tapasztaltam még a 95% ACN és FA-TFA 1:1 aranyu
keverékének alkalmazasaval. Mivel azonban a 95% ACN tartalmu mintdk nem kiiloniilnek el
egyértelmiien a 98%-os tartalmuaktol, arra kovetkeztethettem, hogy a sav hatdsa nagyobb
mértékben befolydsolja a mechanizmust mint az olddszer hatasa. A tovabbiakban a TFA-t

tartalmaz6 95% ACN felviteli oldoszert rogzitettem a modszerben.

Atlagos visszanyerés [%]

95% ACN  95%ACN  95%ACN  98%ACN 98%ACN  98% ACN
01%FA 01%TFA 01%FA-TFA 0,1%FA  0,1%TFA 0,1% FA-TFA
(H;0) (H;0) (H;0) (H;0) (H;0) (H;0)

ODOA0 mD0S0 mD2A0-DOA6 mD0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6
13. d@bra Kiilonbozo ACN tartalmu és kiilonbozo savmindségii felviteli oldoszerek alkalmazasaval

az egyes HS diszachardiokra nyert atlagos visszanyerések. A Lawrence kodok értelmezéséhez a
3. abra nyujt segitséget.
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crer

Az ¢léz6 kisérletsorozatbol kivalasztott TFA koncentracidjanak vizsgalataval
folytattam a kisérleteinket. Négyféle savkoncentracié mellett teszteltem a TFA mennyiség
hatasat a visszanyerésekre: 0,1%, 0,5%, 1% 2% (5. tdbldzat). Megallapitottam, hogy a
savkoncentracio fliggvényében egy maximumos gorbét ir le minden HS diszacharid
visszanyerése (14. dbra). 1% TFA koncentracié alkalmazasa mellett mértem a legmagasabb
visszanyeréseket, ennél kisebb €és nagyobb koncentraciok esetén is alacsonyabb visszanyerések
voltak tapasztalhatok. Mivel az 1% TFA alkalmazasa bizonyult a legjobb mddszernek, igy
1%-ban rogzitettem a TFA koncentraciot (14. dbra).

Erdemes kiemelni még, hogy az el6z6 méréssorozathoz képest ebben az esetben joval
alacsonyabb visszanyerések voltak tapasztalhatok 0,1% TFA tartalom felhasznalasaval. Ez azt
mutatja, hogy ilyen alacsony koncentraciot alkalmazva nem jo a mddszer ismételhetosége.
Az 1% TFA esetében azonban tovabbi Kkisérleteink soran nem jelentekezett ez az

ismételhetdségbeli probléma.

Atlagos visszanyerés [%]

0,1% TFA 0,5% TFA 1% TFA 2% TFA

ODOAO0 mDO0S0 mD2A0-DOA6 mD0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6

14. abra Kiilonbozé TFA tartalmu felviteli oldoszerek alkalmazdsaval az egyes HS diszacharidokra
nyert atlagos visszanyerések. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

4.1.1.5. Hiités és melegités hatasa a felvitel és elticio soran, tobblépéses elicio vizsgalata
Vizsgaltam a hémérséklet hatasat is a felviteli és elucios 1épésekre (5. tdabldzat).
A felviteli olddszert hiitészekrényben tarolva hiitottem egészen felhasznalasig, mivel korabbi
a kutatdcsoportban végzett kisérletek alapjan a hiités eldsegitheti @ molekulak megkotodését
a felviteli 1épésben [104]. Az elucid elésegitése érdekében pedig 40°C-on termosztaltam az
oldoszereket szintén felhasznaldsig, valamint egy masodik elucids 1épés hatasat is vizsgaltam.
Ezen paramétereket kiillonb6zé kombindciokban egyesitettem, és a kovetkeztetéseket az egyes

modszerek kozti kiilonbségek alapjan vontam le.

A hiitésnek negativ, mig a melegitésnek és a méasodik elucids 1épésnek pozitiv hatdsa

volt a visszanyerésekre. Ez jol megfigyelheté a |. és Il. modszer Osszehasonlitasaval
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(15/C dbra), ugyanis a két modszer annyiban kiilonbozik egymastol, hogy a II. mddszernél
alkalmaztam melegitést az elucidos 1épésnél, mig az l-es modszernél szobahémérsékleten
taroltam az oldészereket. A visszanyerések jol lathatéan a Il. modszernél magasabbak voltak a

tobbi modszernél tapasztaltakhoz képest.

A

Atlagos visszanyerés [%]

Felviteli oldészer | HUitdtt (4°C) | HUtstt (4°C) | Hiitdtt (4°C) | Hiitdtt (4°C) RT
Eldciés oldoszer RT Mel. (40°C) RT Mel. (40°C) RT
Eliici6s lépés tipusa 1 lépés: 1 lépés: 2 lépés: 2 lépés: 2 lépés:
0,1% FA 0,1% FA |10 uL 0,1% FA; |10 L 0,1% FA; 10 pL 0,1% FA;
B o B0 o
=
U | SR m. V. V. VI
8% a0
&5 BT oo
R e B i e
<R j0v ﬂ
0 (it Sy i [l [y () Bt N B
0
'S 0% m.. ._.
Felviteli olddszer| Huitstt (4°C) | Hiitott (4°C) | Huitstt (4°C) | Hiitdtt (4°C) RT RT
Elucids oldészer RT Mel. (40°C) RT Mel. (40°C) RT RT
Elticios lépés tipusa 1 lépés: 1 lépés: 2 lépés: 2 |épés: 1 lépés: 2 |épés:
0,1% FA 0,1% FA  [10 uL 0,1% FA;{10 uL 0,1% FA;| 2% FA |10 L 0,1% FA;
10 L H,0 10 pL H,0 10 pL H,0
D40 ~-rm e ool
c ’ [ i il iV, V. Vi
100%  ----mmemmmeemmmem e mmmem e Jren T e
L e e T R SR
L | EE et S B e
2
e DR [ | | I .
L I || R lE ---------------------------------------------
N
R T R | RN maet SRS | | FAESEEEE | SRR SRS
>
T o et | || (WA SRR || EEESRRER N | | [ (ESEEREY | RSSO
o
2 30% -yl (LR S| (| | (Rl
L 20% - S (S| R | R -
10% [T/ Io-c---1 SO - S - - (R
0%

RT
RT

Huitstt (4°C)
RT

Hiitstt (4°C)
Mel. (40°C)

Hatétt (4°C)
RT

Hiitdtt (4°C)
Mel. (40°C)

Felviteli oldészer

Eldcids olddszer

Elticios Iépés tipusa

1 lépés:
0,1% FA

1 lépés:
0,1% FA

2 lépés:

10 pL 0,1% FA;|10 puL 0,1% FA;

10 uL H,0

2 lépés:

10 pL H,0

10 pL 0,1% FA;

2 lépés:

10 pL H,0

ODOA0 mD0S0 mD2A0-DOA6 mD0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6

15. abra A homérséklet varialas és kiilonbozo elucios lépésekkel nyert atlagos visszanyerések az
egyes diszacharidok esetében, A: felviteli frakciok, B: mosdsi frakciok, C: elucios frakciok.
(RT: szobahomeérséklet). A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.
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A masodik elucio hatasa pedig jol szemléltethetd a I. és 1. mddszer 6sszehasonlitdsaval,
ahol is a IIl. modszernél nagyobb visszanyerések lathatok az 1.-hoz képest, amelynél nem
alkalmaztam madasodik elicids 1épést (ugyanez a jelenség megfigyelhetd a II. és IV. modszer
Osszehasonlitasaval). A III. modszernél pedig a hiités negativ hatasa figyelheté meg
a VI. modszerrel Gsszehasonlitva, hiszen ugynacsak jeletOsen alacsonyabb visszanyerések
voltak elérhetdk az elsd, hiitést is alkalmazo esetben. A fentiek figyelembevételével az elucids
oldészer 40°C-ra vald termosztalasat ¢s a masodik elicios 1€pés elvégzését rogzitettem a
modszerben. Ez a két paraméter hozzdjarult a diszacharidok hatékonyabb eludldsdhoz, mig a

hiités ezzel ellentétes hatast fejtett ki.

4.1.1.6. Eluciés oldészerosszetétel vizsgalata

A modszerfejlesztés utolsd 1épéseként tobbféle polaritasi és kémhatast oldatot
vizsgaltam az elicios 1épés hatékonysaganak novelése érdekében (5. tdblazat). Teszteltem
acetonitril, metanol, ammonia ¢és hangyasav-sosav keverék hatasat (16. dbra).
Az 5% ammoniatartalmu elticio kimagaslott a tobbi beallitassal kapott visszanyerések koziil,
mely beallitast rogzitettem is a modszerben. A jelenség magyarazhato azzal, hogy a bazikus
folyamat érvényesiil a feliileti emésztést kovetd ammonias kivonas soran is, ahol a szintén
megnovekedett vizoldhatésagnak kdszonhetden nagyobb hatékonysaggal lehet a megemésztett

diszacharidokat a feliiletrél eltavolitani.

Megallapithat6 tovabba, hogy a kevésbé hidrofil karakterti diszacharidok egy része nem
kotédik meg megfeleld6 mértékben és atesik a felviteli és mosasi 1épésnél, a hidrofilebb

karakterii diszacharidok azonban jol megko6tddnek és elualhatoak.

40%

Atlagos visszanyerés [%)]

20%

0%

2x 10% ACN 2x 10% MeOH 2x 5% NH;(H;0) 1. elucioé: 0,1% FA;
(H:0) (H:0) 2. elucié 2% HCI

ODOA0 =D0S0 mD2A0-DOA6 mD0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6

16. d@bra Kiilonbozo elucios dsszetételek alkalmazasaval elért atlagos visszanyerések az egyes
HS diszacharidok esetében. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.
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4.1.1.7. Osszefoglalas

A vatta-HILIC moddszerfejlesztés eredményéiil megalkottam egy sajat toltésti allofazist
tartalmazo SPE moédszert (17. dbra), mely alkalmas HS diszacharidok tisztitasara (3. tdbldzat).
A modszer soran azonban a kevésbé polaris nem-szulfatalt (DOAO), és egyszeresen szulfatalt
diszacharidok (DOSO és D2A0-DOAG) 75%-a, illetve kb 25%-a atesik a felviteli és mosasi
Iépéseknél, igy a moddszer a joval polarisabb kétszeresen szulfatalt (D0S6-D2S0, D2A6)

¢és haromszorosan szulfatalt (D2S6) diszacharidok tisztitasara alkalmasabbnak bizonyult.

3. Minta felvitel:
1. Aktivalas: 30 L 1% TFA; 95% ACN (H,0)

50 pL 60% ACN (H,0 "
pLEERACII 4. Ujra felvitel:

i3 2 ismétlés : 5. Mosas: 6. Eltcio:
2. Kondicionalas: - gty
= Ik 50 ulL 1% TFA; 10 pL 5% NHs (H,0) 40°C;
0 . 95O, ’7‘ = o (& 24, [ 3\F2 )
52Oi5;étfélFA’ SRR e\ VY 95% ACN (Hz0) 2 ismétlés

s A

Lt
.. -
HS GAG N O
diszacharidok b ) )
+ szennyez6k szennyez6k HS GAG diszacharidok

17. abra Az optimalt Vatta-HILIC SPE tisztitasi modszer folyamata.
4.1.2. Grafitalapu médszerek fejlesztése

Grafitalapu allofazisok alkalmazasa elény6s lehet szamos kedvez6 tuljadonsaga alapjan,
mint példaul porozus szerkezetiikbol adodd nagy fajlagos feliiletiik, valamint széles pH és
nyomastartomanyon val6 alkalmazhatésaguk. Munkam soran teszteltem harom kiilonb6z6
kereskedelmi forgalomban kaphato grafitalapti SPE allofazist: Pierce, TopTip grafit+Cig és
Hypersep Hypercarb (6-8. tablazat). A kisérleteket a gyartok altal ajanlott protokollok és a
harom allofazis Gsszes lehetséges kombindlasaval végeztem el (9 bedllitas). Igy kivantam
tesztelni a kiilonbozo gyartok altal grafitalapt allofazisaikra fejlesztett modszerek és az

allofazisok kialakitasanak egymasra gyakorolt hatasat.

Altalanosan elmondhaté, hogy grafitalapu allofazisok alkalmazasaval a kevésbé hidrofil
karakteri diszacharidok visszanyerése a nagyobb, és ezek kozott is a legnagyobb
visszanyeréseket a TopTip oldoszeres modszer Pierce allofazison vald alkalmazasaval értem el
(18. dbra). Emellett megfigyelhetd, hogy a TopTip protokollt alkalmazva mindharom
allofazissal megfeleld visszanyerések voltak elérhet6k, valamint a Pierce allofazis is jol

teljesitett mindharom protokollal kombindlva. A modszerek kozil a Hypercarb
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olddszerrendszer alkalmazasa nyujtotta a leggyengébb teljesitményt. Erdekes eredmény, hogy
TopTip allofazissal alkalmazva egyediil az apolarisabb karakterli, nem-szulfatalt (DOAO)
diszacharid esetében értem el magas visszanyerést, mig Hypercarb allofazis esetén csak a

polaris haromszorosan szulfatalt (D2S6) diszacharidnak volt magas visszanyerése (18. dbra).

A polarisabb GAG diszacharidok, azaz a kétszeresen szulfatalt (D2A6 és D2S0-D0S6)
¢s haromszorosan szulfataltak (D2S6) visszanyerése azonban jelentésen alacsonyabb (~10%),
visszanyerést mutat, valamint ezek a diszacharidok nem voltak detektalhatok a felviteli-mosasi
frakcioban, tehat nem tudtam megfeleléen elualni oket az allofazisrdl. A porodzus grafit
megkdtddési mechanizmusai bonyolultak és még nem teljes mértékben megértettek. Bar a
feliilete apolaris grafitbol all, azonban tobb kisérleti eredmény azt mutatta, hogy retencios
mechanizmusa mégis eltéré a forditott fazishoz képest. Az apolaris molekuldk diszperzids
kotései mellett polaris, példaul savas karakter(i molekulék is er6s kolcsonhatasba tudnak 1épni
a grafit nagymértékli polarizalhatdésaga miatt. Ezen kiviil n-elektronjaival, polaris elektronpar

donor és akceptor kolcsonhatasokat képesek kialakitani, ezzel permanensen kotodve az
allofazishoz [65,73,74].

Atlagos visszanyerés [%]

Pierce Hypercarb | Hypercarb Pierce Pierce TopTip Hypercarb TopTip TopTip
protokoll protokoll protokoll protokoll protokoll protokoll protokoll protokoll protokoll

Hypercarb | Hypercarb Pierce Pierce TopTip Hypercarb TopTip TopTip Pierce
allofazis alléfazis alléfazis alléfazis alléfazis alléfazis alléfazis alléfazis alléfazis

ODOA0 =D0S0 m=D2A0-DOA6 mD0S6-D2S0 =D2A6 mD2S6

18. abra Harom kereskedelmi forgalomban kaphato grafitalapu SPE allofazis és a gyartoi

crer

diszacharidok esetében. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

Ez a jelenség pont ellentétes a vatta-HILIC modszernél tapasztaltakkal, mivel amig a
vattaval a hidrofilebb kétszeresen D2A6 és D2S0-D0S6 és haromszorosan szulfatalt D2S6
diszacharidokra értem el nagyobb visszanyeréseket, addig a grafitalapua modszerek a DOAO és
DO0S0, D2A0 diszcharidok tisztitasara alkalmasabbak. Ezek alapjan, a leheté legmagasabb
visszanyerések ¢€s legkisebb mértékii torzitds érdekében a két modszer kombinédlasara lenne

sziikség, amit a késdbbiekben meg is valdsitottam.
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Osszefoglalva a kiilonbdzé grafitalapn  4allofazisok tesztelésnek eredményéiil
kivalasztottam a TopTip oldoszerrendszert Pierce allofazist alkalmazé modszert (19. dbra),
mely a kevésbé polaris HS diszacharidok tisztitasara alkalmazhato (9. tdblazat). A nem- és
egyszeresen szulfatalt HS diszacharidok visszanyerése jelentésen magasabb a kétszeresen és
haromszorosan szulfatalt HS diszacharidokéhoz képest, mely polarisabb diszacharidokat nem

tudtam elégségesen elualni az allofazisrol.

1. Aktivalas: . tvitel:
100 pL 0.1% FA; 80% ACN(H,0) 3 Minta felvitel:

2 ismétlés S0 L 100% HO .0 5. Eldci6:
2. Kondicionalés: = e (H%) 4 Mosés: 50 UL 0.05% TFA; 40% ACN(H;0)
100 pL 100% H,0 — A 50 pL 100% H;0) 3 ismétlés

3 ismétlés

HS GAG 3 -
diszacharidok . HS GAG
k
+ szennyezdok R diszacharidok

19. dbra Az optimalt grafitalapu SPE modszer folyamata.

4.1.3. Kétlépéses kombinalt médszer fejlesztése vatta-HILIC és grafitalapu all6fazisok
alkalmazasaval

4.1.3.1. Kombinalt modszer tesztelése: standard HS diszacharid keverék vizsgalata
A vatta-HILIC ¢és grafitalapi modszerek fejlesztéseinek eredményeként arra
a kovetkeztetésre jutottam, hogy a két modszer kiegésziti egymast, igy a legjobb eredmény

elérése érdekében kombinaltam a két modszert (20. dbra).

A tisztitas els6 része soran elvégeztem a vatta-HILIC optimalt modszert (3. tabldazat),
kiilon frakcioként gyiijtve a felviteli és mosasi 1épés egyiittes atesdjét valamint az eludtumot.
Ezutan mindkét frakciot beparoltam, majd a felvitel + mosasi ateso frakciot tovabb tisztitottam

az optimalis grafitalapt protokoll alapjan. (9. tabldzat). Ezek utan egyesitettem a grafitalapa és

crey
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1. |épés: vatta-HILIC tisztitasi médszer

Felviteli
és
mosasi atesé

/ A két tisztitas

egyesitett
ellcioja

20. dbra A kombindlt tisztitasi modszer folyamata.

A fejlesztett kombinalt modszerrel sikeresen értem el 60% feletti visszanyerést minden
HS diszacharid esetében (21. dbra). Ez az érték alacsonynak tlinhet példaul egy preparativ
munka soran kapott visszanyerés értékhez képest, azonban ez az eredmény ebben az esetben
megfelelé, ugyanis korabbi kisérletek alapjan a beparlasi 1épések egyenként 10-20%-0s
veszteséget okozhatnak [105]. Mivel a kombinalt modszer két beparlast is tartalmaz, ennél
jelentésen nagyobb visszanyeréseket nem lennék képes elérni. Mindezental, a HS
diszacharidok visszanyerési értékeiben nem tapasztalhatdo nagymértékii eltérés, igy a modszer

szulfatacios mintazatbeli torzitasa nem jelentOs.

Atlagos visszanyerés [%]

O DOAO mD0S0 mD2A0-DOA6 mD2S0-D0S6 mD2A6 mD2S6

21. abra A kombinalt modszerrel nyert atlagos visszanyerések az egyes HS diszacharidok esetében.
A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.
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4.1.3.2. Kombinalt mddszer tesztelése biolégiai mintakon — HSBK, HSPIM

A kombinalt médszer biologiai alkalmazhatdsaganak tesztelése érdekében kereskedelmi
forgalomban kaphatd, sertés bélhambol és marhavesébdl izolalt HS lancok, valamint a kettd 1:1
aranyt keverékének emésztményét vizsgaltam a kombinalt tisztitdsi modszer végrehajtasat

kovetben (22. dbra).

Az HSPIM-ben talalhaté diszacharidok mennyisége Osszességében magasabbnak
bizonyult a HSBK-hez képest. Ezen kiviil mintazatbeli kiilonbségek és hasonlosagok is
megfigyelhetdk a két minta kozott, példaul az egyszeresen szulfatalt D2A0-DOAG vagy D0SO
aranya nem-szulfatalt DOAO-hoz viszonyitva nagyobb a sertésbélhambdl izolalt mintaban mint
a marhavesébdl szarmazdéban. A két egyszeresen szulfatalt diszcharid intenzitdsdban is
megfigyelhetok eltérések, mivel amig a HSBK esetében a D2A0-DOA6 intenzitdsa kozel
kétszerese a D0S0-énak, addig a HSPIM-nél a két diszacharid intenzitasaban csupan kis

kiilonbség figyelheté meg.

Intenzitas [cps]

HSBK HSPIM HSBK-HSPIM

ODOAD @D0s0 mD2A0-D0AG mD250-D0S6 @ D2A6

22. abra A HS kombinadlt médszer biologiai alkalmazhatosdga marhavesébdl (HSBK) és sertés
bélhambol (HSPIM) izoldlt HS lancok vizsgdlataval. A Lawrence kédok értelmezéséhez a 3. dbra
nyujt segitséget.

Hasonlosag, hogy mindkét eredetli mintanal megfigyelhetd a D2A6 kis mennyisége.
A modszer alkalmazhatosagat igazolja az is, hogy a kétféle eredeti minta esetén az dsszes HS
diszacharid intenzitdsa az elvardsoknak megfelelden az egyedi mérési eredmények kozé esik.
A haromszorosan szulfatalt diszacharid mennyisége mindkét esetben kimutatasi hatar alatt volt.
A fentebb részletezett tulajdonsagokat figyelembe véve alkalmasnak itéltem a modszert
bioldgiai mintak vizsgalatara.
4.1.3.3. Osszefoglalas

Osszefoglalva, sikeresen fejlesztettem ki egy kombinalt mddszert kis mennyiségii,
biologiai mintakbol kinyert HS diszacharidok tisztitasara. A modszerfejlesztés soran
megalkottam egy sajat toltést, vatta allofazist alkalmazé HILIC tipusu tisztitasi modszert,

valamit hirom grafitalapti all6fazisat SPE modszert kombindlva ¢és 0Osszehasonlitva,
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kivalasztottam a koziilik legjobban teljesitét. A két, egymadast kiegészitd modszer
kombinalasaval sikeriilt magas (60-80%) visszanyerésii €s alacsony torzitasu tisztitasi modszert
megalkotni, mely alkalmasnak bizonyult biol6giai mintak tisztitasara.

A 23. dbran a kiindulési és optimalt HS vatta-HILIC modszert hasonlitottam 6ssze a HS
kombinalt moddszerrel. Jol lathato, hogy a vatta-HILIC fejlesztés végére jelentGsen
megnoveltem a polarisabb kétszeresen (D0S6-D2S0, D2A6) ¢és haromszorosan (D2S6)
szulfatalt diszacharidok visszanyeréseit, amelyek kismértékben lecsokkentek a kombinalt
modszer alkalmazasaval, azonban sikeriilt ezzel egyiitt jelentdsen jobb torzitatlansagot elérnem,

ami elengedhetetlen a pontos mennyiségi értékelésekhez.

= 120%

40%

Atlagos visszanyerés [%

-

20%

0%

vatta-HILIC vatta-HILIC kombinalt médszer
kiinduldsi médszer optimalt modszer

O DOA0 mDO0SO mD2A0-DOA6 m D0S6-D2S0 mD2A6 mD2S6

23. abra A kiinduldsi és optimalt vatta-HILIC modszerekkel és a kombindlt modszerrel elért atlagos
visszanyerések az egyes HS diszacharidokra. A Lawrence kddok értelmezéséhez a 3. abra nyujt
segitséget.
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4.2. Szilard fazisu extrakcios tisztitasi modszer fejlesztése kondroitin-
szulfat diszacharidokra
A fejlesztési kisérletek soran a bioldgiai eredetli mintak kivételével standard CS
diszacharid keveréket alkalmaztam mérend6 mintaként, amely minden diszacharidot 10 pmol
mennyiségben tartalmazott. A visszanyerés értékeket diszacharidokat szintén 10 pmol
mennyiségben tartalmazo6 tisztitatlan mintak mérési eredményeihez viszonyitva szamitottam. A
tisztitasi kisérleteket beallitasokként tobb parhuzamos (altalaban négy darab) minta

elokészitésével és mérésével végeztem és parhuzamosok eredményeibdl szamoltam szorast.

A CS ¢és HS diszacharidok jelentds szerkezeti hasonlosaganak kdszonhetden
tulajdonsagaikban is hasonldsagot mutatnak. Ennek alapjan a CS diszacharidokra alkalmazado
tisztitasi modszer alapjaul vettem a HS moédszerfejlesztésnél tapasztaltakat. A fejlesztés soran
az eldzoekben legmeghatarozobb paraméterek hatdsait vizsgaltam meg, €s a vatta markat, vatta
mennyiséget, optimalt oldattérfogatokat, hdmérsékletet és 2. elucidos lépést a HS végsd
protokollnak megfeleléen rogzitettem. A modszerek teljesitOképességét a nem-szulfatalt
(D0a0), egyszeresen szulfatalt (DOa4 és DO0a6 izomerparok Osszegezve) és kétszeresen

szulfatalt (D0al0) CS diszacharidok visszanyerése alapjan végeztem.

4.2.1. Vatta-HILIC médszerfejlesztés

4.2.1.1. Eluciés oldatosszetétel optimalasa

A HS diszacharidokra alkalmazandé optimalasi folyamatnal azt tapasztaltam, hogy az
elticidos oldoszer kémhatasa és Osszetétele jelentdsen befolydsolja a modszerrel elérhetd
visszanyerések értékeit, igy ebben az esetben az elucios oldatdsszetétel hatasanak vizsgalataval
kezdtem az optimalast. A kisérlet soran kiilonb6z6 anyagi mindségii és pH-ji oldatokat
alkalmaztam: ammonia oldat, ammonium-formiat oldat és hangyasav oldat (71. tdbldzat).
Mivel a HS moddszerfejlesztésnél az ammonia tartalmu oldattal kiemelkedd eredményeket

tudtam elérni, ezért ebben az esetben tobbféle osszetételnél is vizsgaltam az ammonia hatasat.

A legnagyobb visszanyeréseket a CS esetében is az ammoniatartalma eluciods
oldészerek alkalmazasaval értem el. Az ammonias kisérleti eredményeken beliil tovabba
megfigyelhetd egy maximumot mutatd tendencia, amely maximum pontja az 1% ammoniat
tartalmazo elucional volt megfigyelheté (24. dbra), igy ezt az értéket rogzitettem a

protokollban.
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24. abra Kiilonbozo elucios osszetétel alkalmazdsaval elért atlagos visszanyerések az egyes
CS diszacharidok esetében. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

4.2.1.2. Felviteli 1épés optimalasa

Az elucié utan a felviteli 1épéssel folytattam a kisérletsorozatot (11. tabldzat).
Eloékisérletnek Box-Behnken kisérleti terv pontjainak megfeleld tervet allitottam 0Osssze
(7. fejezet Fiiggelékek F-10 tabldzat) melyben haromféle savat és Osszetételiiket, valamint az

acetonitril tartalmat valtoztattam.

A legnagyobb visszanyeréseket HFBA és TFA savak hasznalataval, valamint 95%-0s
ACN tartalom mellett sikeriilt elérni. A savkoncentracioknal nem volt egyértelmii tendencia
megfigyelhetd. Mivel azonban ennél az esetnél sem voltak jelentds kiilonbségek
megfigyelhetok (7. fejezet Fiiggelékek F-3 dbra), igy a kisérletterv értékelése helyett a legjobb

paramétereket valasztottam Ki.

Ennek folytatasaként tovabbi kisérletet végeztem, mely soran rogzitettem a 95% ACN
tartalmat, valamint a HS modszerfejelsztésnél optimalisnak itélt 1%-0s savtartalom mellett
végeztem el a HFBA és TFA 6sszehasonlitasat (11. tablazat).

A kisérleti eredmények alapjan a 95% ACN 1% TFA alkalmazésaval sikeriilt nagyobb
visszanyeréseket elérni, mindamellett, hogy az atesében bekovetkezd veszteségek is kisebbek
ebben az esetben (25. dbra). Ezek alapjan a 95% ACN, 1% TFA felviteli oldatdsszetételt
rogzitettem a protokollban.

Ezen kiviil megfigyelhetd, hogy ebben az esetben is, a HS vatta fejlesztés végén
tapasztalt tendencia a jellemz0, miszerint a hidrofilebb CS diszacharidok D0Oa4-D0a6, D0al0

visszanyerése a magasabb, igy ezekre jobb a modszer alkalmazhatdsaga.
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25. dbra Kiilonbozd dsszetételii felviteli oldoszer alkalmazdsaval elért atlagos visszanyerések az
egyes CS diszacharidokra. (F+M: felviteli és mosasi atesd, E: elucio). A Lawrence kodok
értelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.

4.2.1.3. Osszefoglalas

A vatta-HILIC modszerfejelsztés erdeményéiil ebben az esetben is megalkottam egy
sajat toltésii allofazist alkalmazd SPE modszert (26. dbra), mely alkalmas CS diszacharidok
tisztitasara (10. tdblazat). A modszer soran a HS fejlesztési eredményeknél tapasztalatkhoz
hasonléan, a kevésbé hidrofil D0a0 CS diszacharid egy része atesik a felviteli és mosasi
Iépéseknél, igy a modszer a polarisabb egyszeresen szulfatalt (D0a4-D0a6) és kétszeresen

szulfatalt (D0al0) diszacharidok tisztitasara bizonyult alkalmasabbnak.

3. Minta felvitel:
. 30 puL 1% TFA; 95% ACN (H,O

1. Aktivélés: Bl hEENURD

50 uL 60% ACN {H;0) 4. Ujra felvitel:
2. Kondicionalas 2ismetlés - 5 5. Mosas: 6. Elucié:

. weor™” po
= > = - R 50 uL 1% TFA; 10 pL 1% NH; (H,0) 40°C;
50 pL 1% TFA; 95% ACN (H0) A =N\ N 9502‘ picss (H,0) - is‘;é“;s s{h2

2 ismétlés

CS GAG diszacharidok
+ szennyez6k szennyez6k

CS GAG
diszacharidok

26. abra A CS vatta-HILIC optimalt modszer folyamata.
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4.2.2. Grafitalapu modszerek fejlesztése

A grafitalapti modszerek fejlesztéséhez szintén felhasznaltam a HS modszerfejlesztésnél
szerzett tapasztalatokat, ami alapjan a TopTip olddszerrendszeres protokollal elvégzett
kisérletek bizonyultak a legjobbnak. Ezekre az eredményekre alapozva, a CS esetében is ezt
rogzitve hasonlitottam Ossze a harom kiilonb6z6 gyartoju allofazist, amik ebben az esetben a
Pierce, Toptip és Hypercarb tipusu all6fazisok voltak (8. tdbldazat). Ezen kivil végeztem egy
kisérletet olyan beallitasok mellett is, hogy a Pierce allofazison hajtottam végre a TopTip
oldoészerrendszerrel tisztitast, azoban elicios oldoszerrként 5% ammonia oldatot alkalmaztam.
Ennek célja annak tesztelése volt, hogy az ammonias elucié ebben az esetben is eldsegiti-e

hidrofilebb diszacharidok eltciojat.

A harom 4allofazis koziil a Hypercabbal végzett kisérlet eredményei jelentdsen
elmaradnak a Pierce és TopTip allofazisokhoz képest. Az utdbbi két tipussal kapott
visszanyerések k6zott azonban jelentds kiilonbség nem figyelhetd meg (27. dbra). A leginkabb
szembet(ind kiilonbség, hogy a TopTip alléfazis esetében nagyobbak a szorasok, ami annak
koszonhetd, hogy a 4 parhuzamos minta koziil az egyik jelentésen eltér a tobbitdl. Igy a jobb
ismételhet6ség és a HS-es modszerfejlesztés soran tapasztalt eredmények alapjan a hasonldan

teljesitd Pierce allofazis — TopTip olddszerrendszer kombinaciot tekintettem optimalisnak.

Megfigyeltem tovabba, hogy a HS-hez hasonlé mintazatbeli torzulas figyelhetd meg
ebben az esetben is. A kevésbé hidrofil diszacharidok visszanyerése a magasabb a polarisabb
szulfatalt diszacharidokéhoz képest, igy ebben az esetben is a két, egymast kiegészité modszer
kombinalasa mellett dontottem a lehetd legnagyobb visszanyerések és a szulfatacios mintazat

legkisebb mértekii torzitasa érdekében.
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27. abra A grafitalapu modszerek alkalmazasaval elért visszanyerések az egyes CS diszacharidok
eseteben. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.
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A kiilonboz6 grafitalapu allofazisok TopTip olddszerrendszer mellett valo tesztelésnek
eredményéiil, a legjobban teljesitd modszerként kivalasztottam a TopTip olddszerrendszer
Pierce allofazist (12. tdabldzat) alkalmazd modszerét, mely a HS fejelsztésnél tapasztaltakhoz
hasonloan a kevésbé polaris diszacharidok tisztitasara alkalmazhatd. A nem-szulfatalt D0a0, és
egyszeresen szulfatalt DOa4-D0a6 diszacharidok visszanyerése jelentGsen magasabb a
kétszeresen szulfatalt D0al0 CS diszacharidokhoz képest, mely polarisabb diszacharidokat nem

tudtam megfelelden elualni az allofazisrol ebben az esetben sem.

4.2.3. Kaétlépéses kombinalt mdodszer fejlesztése vatta-HILIC és grafitalapu allofazisok
alkalmazasaval

4.2.3.1. Kombinalt modszer tesztelése: standard CS diszacharid keverék vizsgalata

A kombinalt mdédszerben a HS-nél alkalmazott mdédon kapcsoltam 6ssze a vatta-HILIC
¢s grafitalapu modszereket, azaz a vatta-HILIC tisztitasi modszer végrehajtas utan a felviteli és
mosasi frakciot tovabb tisztitottam a grafitalapt modszerrel, és végiil a két modszer egyesitett

eltcigja kertilt lemérésre.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a visszanyerések alacsonyabbak a HS-nal
elértekhez képest, azonban ezek szintén indokolhatok a beparlasbol adodd veszteségekkel.
Mindemellett a szulfataciés mintazat torzitasa igen alacsony, a visszanyerések egyarant 50-60%

kozé esnek (28. abra).

Atlagos visszanyerés [%)]

oD0a0 O D0a4-D0ab mD0a10

28. dabra A kombindlt modszer alkalmazasdval elért visszanyerések. A Lawrence kodok
értelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.

4.2.3.2. Kombinalt mddszer tesztelése biolégiai mintakon — PCa

A fejlesztett CS kombinalt modszer bioldgiai alkalmazhatosaganak tesztelése érdekében
prosztatarakos szovetek vizsgalataval folytattam a kisérleteket. A targylemezre rogzitett
szovetmetszet feliiletén a megfeleld elokészités utan feliileti emésztést hajtottam végre
(3.3.4 fejezet), majd az igy keletkezett diszacharidokat kivonas utan megtisztitottam a

kombinalt protokollal.
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A mérési eredmények alapjan a kétféle tipusit minta ebben az esetben is jol elkiilonithetd
volt egymastol (29. dbra). A kornyez6é normal szovetben magasabb mennyiség lathatod
mindegyik diszacharid esetében, azonban a kétszeresen szulfatalt DOal0 diszacharid kimutatasi
hatar alatt volt. A moddszert ebben az esetben is alkalmasnak itéltem bioldgiai mintak

vizsgalatara.

Abszolit mennyiség [fmol]

Prosztatarakos szdvet Kornyezd normal szdvet

ODOa0 mD0a4 mD0a6 DCS désszmennyiség

29. dbra A kombindlt médszer biologiai alkalmazhatésdganak tesztelése prosztatardkos és
kérnyezo normal szovetmetszetek vizsgalataval. A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. dbra
nyujt segitséget.

4.2.3.3. Osszefoglalas

Osszefoglalva, ebben az esetben is kifejlesztettem egy kombinalt médszert kis
mennyiségli, biologiai mintakbol kinyert CS diszacharidok tisztitasara. A modszerfejlesztés
soran megalkottam a HS tisztitasi modszerek fejlesztését alapul véve egy sajat toltési, vatta
allofazist alkalmazo HILIC tipusu tisztitasi modszert, valamit harom grafitalapu allofazist SPE
modszert dsszehasonlitva, kivalasztva koziiliik a legjobban teljesité modszert. A két, egymast
kiegészit6 modszer kombinaldsaval sikeriilt egyarant ~50%-o0s visszanyerésli €s alacsony
torzitasti tisztitdsi modszert megalkotni, mely alkalmasnak bizonyult biologiai mintak
tisztitasara.

A 30. abradn a kiindulési és optimalt CS vatta-HILIC modszert hasonlitottam 0ssze a
CS kombinélt modszerrel. Lathat6, hogy a vatta-HILIC fejlesztés végére jelentdsen
megndveltem a polarisabb kétszeresen szulfatalt (D0alO) diszacharid visszanyerését.
Amig az egyszeresen ¢és kétszeresen szulfatdlt diszacharidok visszanyerései kismértékben
csokkentek a kombinalt médszer alkalmazéasaval, addig a nem-szulfatalt CS diszacharidé nétt,
amelyek hatasdra jelentésen jobb torzitatlansagot értem el, ami elengedhetetlen a pontos

mennyiségi értékelésekhez.
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30. dbra A kiinduldsi és optimalt HS vatta-HILIC médszerekkel és a kombinalt CS vatta-HILIC
modszerrel elért atlagos visszanyerések az egyes CS diszacharidokra. A Lawrence kodok
ertelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.
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4.3. Prosztata- és emlotumoros szovetek GAG tartalmanak osszevetése

Az optimalt SPE tisztitadsi modszerek fejlesztése utan a modszert prosztatarakos (PCa)
¢s emld tumoros (BCa) szovetek HS és CS GAG tartalmanak és mintazatanak vizsgalatara
alkalmaztam. A tumoros régiokkal vald Osszehasonlitasként prosztata esetében joindulati
prosztata megnagyobbodasos szovetet (BPH), az emld esetében pedig kornyezé normal
szovetet (ADNB) vizsgaltam. Az 6sszehasonlitas alapjaként a csoportatlagokat vettem (box plot
abran fehér korrel jelolve). A bioldgiai eredmények értékelése soran Gsszehasonlitottam az
egyes mintacsoportok eltéréseit a vizsgalt szempontok alapjan (HS és CS Osszmennyisége,
szulfatacids mintazata és szarmaztatott szulfatacids karakterisztikai) szovetcsoportokon beliil,
azaz a rakos és nem-rakos szoOvettipus Osszehasonlitdsa azonos szervi eredetli szovetbol
szarmazva (BPH-PCa kozotti eltérés, ADNB-BCa kozotti eltérés). Emellett ugyanezen
szempontok alapjan elemeztem a szovettipusok kozotti kiilonbségeket, azaz rendre a prosztata
¢s emld tumoros és nem-tumoros szovetcsoportjait (BPH-ADNB kozotti eltérés, valamint
PCa-BCa kozotti eltérés). Ezen kiviil figyelembe vettem az egyes csoportok varianciajat, relativ
szorasat, valamint kitekintésként Osszehasonlitottam az egyes csoportokban azonositott

proteoglikan vazfehérjék mennyiségét is.

4.3.1. Heparan-szulfat és kondroitin-szulfat lancok dsszmennyisége

A HS diszacharidok 6sszmennyisége a prosztata mintakban jelentdsen nagyobb,
kozelitéleg 4-szeres mennyiségii (BPH 3,53-szor tobb mint ADNB (p=0,0082), PCa 4,32-szor
tobb mint BCa (p=0,00045)), az eml6 tumoros mintak atlagahoz képest (31/4 dbra).
Ennek lehetséges oka az, hogy az emldszovetek jellemzéen tobb zsirsejtet tartalmaznak
a prosztataszovetekhez képest, igy az emld szovetekben vizsgalt extracellularis matrix kisebb
mennyiségben van jelen. A prosztata-elvaltozasos csoportokat megfigyelve atlagosan
1,69-szeres eltérés (p=0,028) volt tapasztalhato a BPH és a PCa kozott, hasonldan az emléknél
tapasztaltakhoz, ahol atlagosan 1,38-szor nagyobb (p=0,011) mennyiségii HS lanc volt mérhetd
BCa-ban a ADNB szovethez képest.

A CS lancok 6sszmennyisége szintén jelent6sen magasabbnak bizonyult a prosztata
mintacsoport esetében az emld mintacsoporthoz képest, mely ebben az esetben kb. 6-7-szeres
eltérést (BPH 6,22-szor tobb mint ADNB (p=0,0028), PCa 7,53-szor tobb mint BCa
(p=0,0028)) jelent atlagosan (31/B dbra). A prosztata mintacsoporton beliil a PCa csoportban
a CS mennyisége 2,43-szorosa (p=0,016) volt a BPH csoporthoz képest. Az emlé szdvetek
esetében a BCa csoportban mért CS mennyiség 2,01-szer (p=0,0028) magasabb volt a
ADNB-hez képest.
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31. abra Joindulatu prosztatamegnagyobbodas (BPH), prosztatardk (PCa) és emlordk (BCa),
kérnyezo normal emlé (ADNB) mintak GAG 6sszmennyiségének osszehasonlitasa.
A:Heparan-szulfdat, B: Kondroitin-szulfdar. (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001)

A CS és a HS 0Osszmennyiségek vizsgalatinal a prosztata eredetli mintdk mérési
adatainak nagyobb a csoporton beliii varianciaja ¢€s a relativ szorasa az eml6khoz viszonyitva.
Ezen kiviil mindkét szdvettipusnadl megfigyelhetd, hogy a rdkos megbetegedések nagyobb
csoporton beliili varianciat eredményeztek a nem-tumoros szovetekhez képest. A relativ
szorasok azonban szovettipuson beliil kozel egyformanak adodtak, a prosztata HS esetében
pedig a PCa csoport relativ szorasa még kisebb is (35,5%) a BPH szovetcsoportéhoz képest
(45,5%). Ugyanakkor érdemes lenne megismételni a kisérletsorozatot egy nagyobb esetszamu
sorozatban, hogy megallapithato legyen, hogy az itt latott szorasok mennyire tiikrozik a valds

csoporton beliili varianciat.

Ezutan 6sszehasonlitottam a HS és CS lancok egymashoz viszonyitott aranyat az egyes
vizsgalati csoportokban. Az ADNB eml6 csoport esetében 1,39-szer tobb a HS 6sszmennyisége
a CS-nél, azonban ez az arany csak 0,95 volt a tumoros BCa csoport esetében.
A prosztata szovetek vizsgalatanal a BPH és PCa szovetcsoportok esetén is alacsonyabb volt a
HS diszacharidok mennyisége a CS-hez képest. Mig a BPH-ban 1,27-szorosa volt a CS
mennyiség, addig a PCa esetében 1,84-szoros volt a kiilonbség. Ez alapjan megallapithato, hogy
az emld elvaltozasok a soran a HS, mig a prosztata esetében a CS a dominans GAG lanc,
azonban mindkét szovettipus esetén a CS lancok aranyanak novekedése tapasztalhato a tumoros

elvaltozas kialakulasaval.
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4.3.2. Heparan-szulfat lancok szulfatacioja

cres

diszacharid épitdegység a nem-szulfatalt DOAO diszacharid volt, melyet a mono-O-szulfatalt
D2A0-D0OAG izomerpar és a di-N,O-szulfatalt D2S0-D0S6 izomerpar kovetett. Azonban amig
a DOAO esetében tobb dsszehasonlitasbeli kiilonbség is szignifikansnak bizonyult (32/4 dbra),
addig az utobbi két esetben sem szdvettipuson beliil, sem szovettipusok kozott nem volt

kimutathato szignifikans eltérés (32/B,E dbra).
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32. abra Joindulatu prosztatamegnagyobbodas (BPH), prosztatardk (PCa) és emldrdk (BCa),
kérnyezé normal emlé (ADNB) mintak HS szulfatacios mintdzatanak dsszehasonlitdsa.
A: DOAO, B: D2A0-D0AG6, C: D0SO, D: D2A6, E: D2S0-D0S6, F: D2S6 diszacharidok relativ
intenzitasa. (*:p<0,05;**:p<0,01; ***:p<0,001; ****:p <0,0001). 4 Lawrence kédok
értelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.

A szovettipusok kozotti eltéréseket megfigyelve, az eml6 és prosztata mintacsoportok
kozotti kiilonbségeket Osszevetve, a prosztata szovetekben ~1,36-szor nagyobb volt a DOAO
épitdegységek relativ mennyisége (32/4 dbra), addig a tobbi esetben ennek ellentétét
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tapasztaltam. Az ADNB szovetekben nagyobb volt a diszacharid aranya, egyetlen kivétellel,
ahol a D2A0-D0A6 izomernél 1,27-szor nagyobb volt a a BPH-ban mint az ADNB-ben.
A legnagyob eltéréseket a két szovettipus kozott a D2A6, D2S6 diszacharidok relativ
mennyiségében lattam, ahol az eml6 mintakban a D2A6 esetében ~13-17-szer (32/D dabra), mig
a D2S6 esetében ~7-8-szor nagyobbnak (32/F dbra) adodtak a relativ mennyiségek a

prosztatahoz képest.

A szovettipusokon beliili eltéréseknél a DOAO diszacharidok mennyisége PCa és BCa
szoveteknél is magasabb a nem-rakos mintacsoportokéhoz képest (32/4 dabra), az 6sszes tobbi
diszacharidnal (32/B,C,D,E,F dbrdk) pedig egy csokkend hatas figyelheté meg ugyanennél az
Osszehasonlitdsnal, amely jelenség utalhat a szulfatacidt végzo enzimek csokkent aktivitasara.
Az egyetlen kivételt az D2A0-DOA6 izomerparnal tapasztaltam, ahol az emlé tumoros
mintaknal a rak kialakulasaval 1,43-szorosara nétt a diszacharidok mennyisége.
A prosztatarakos szovetek esetében szignifikans valtozast a DOAO-nal (32/4 dbra) és a
D2A6-nal (32/D dbra) tapasztaltam, ahol elébbi 1,10-szeres (p=0,002, mig az utdbbi
0,571-szeres (p=0,017) mennyiségben volt jelen a rosszindulati daganat kialakulasaval a
normal szovetekhez képest. Az emlécsoportoknal a D2S6 (32/F dabra) és D2A6 (32/D dabra)
diszacharidoknal volt szignifikans a valtozas. Mindkét esetben kozelitéleg harmnegyede volt a
diszacharidok mennyisége a rakos szovetekben a normal szovetek diszacharid mennyiségéhez

képest (D2S6: 0,73-szoros kiilonbség (p=0,0076); D2A6: 0,74-szoros kiilonbség (p=0,012).

A mintacsoportokon beliili variancia tekintetében nem volt tendencia megfigyelhetd,
azonban a relativ szorasokat tekintve lathatoak voltak kiilonbségek. Az BCa-nak altalaban
nagyobb a realtiv szorasa az ADNB-hez képest. A prosztata szovetekben nagyobbak voltak a
relativ szorasbeli kiillonbségek, viszont az emldvel ellentétben a BPH-s mintak relativ szorasa

bizonyult nagyobbnak, ebben az esetben két kivétellel: a D2A0-D0OAG és DOSO.

Ezutan a HS lancok szarmaztatott szulfatacios karakterisztikajanak az elemzését
végeztem el. Az atlagos szulfatacid mértéke esetében a szovettipusokon beliil és szovettipusok
kozott egyarant szignifikans kiilonbségeket mutattam ki (33/4 dbra). Az emlé mintacsoport
esetében 0,85-szorosa (p=0,0267), a prosztata mintacsoport esetében 0,81-szorosa (p=0,0245)
volt a szulfatacio mértéke a rakos szovetekben a normal szovetekhez képest. A HS lancok
majraknal, prosztataraknal, emldraknal, tiidéraknal, igy eredményeim egybehangzanak a
szakirodalommal [89,99,106,107].

A HS lancokon a gylrithoz O vagy N atomokon keresztiill kapcsoldodhatnak
szulfatcsoportok (/. tabldzat). A kiillonbdzd pozicidkban valod szulfataciot kiilonbozé enzimek

hajtjak végre, igy a szulfatacidés poziciok aranyanak megvaltozasa jelentOséggel birhat a
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daganatos elvaltozasok kialakulasanak megértésében (ldsd 2.2. fejezet). Ennek vizsgalatara az
N/O-szulfatacié aranyat alkalmaztam, ami a nitrogénen keresztiil kapcsol6do szulfatcsoportok

aranya az oxigénen keresztiil kapcsolodo szulfatcsoportok szamahoz viszonyitva.

A monoszulfatalt HS diszacharidok N/O aranyaban nem tapasztaltam szignifikans
eltéréseket, azonban az ADNB csoportban ~1,7-szer magasabb és nagyobb variancidji
mono-N/O arany volt mérhet6 a tobbi szovetcsoportéhoz képest (33/B dbra). A diszulfatalt N/O
arany atlagosan 1,52-szor magasabb volt a prosztatiban, mint az emldszovetekben (BPH
1,55-szor t6bb minta ADNB (p=6,02x101%), PCa 1,49-szor t6bb mint a BCa (p=1,51x10%))
(33/C dbra), mig a teljes N/O arany esetében ez kiilonbség mérsékeltebb (BPH 1,17-szor tobb
minta ADNB (p=0,0093), PCa 1,3-szor tobb mint a BCa (p=0,0056)) volt (33/D dbra). Ezek a
szovettipusok kozti nagymeértéki és szignifikans eltérések az egyes szovetekben jelenlévé ECM
eltéro strukturalis felépitésére utalnak.
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33. dbra Joindulatii prosztatamegnagyobbodds (BPH), prosztatardk (PCa) és emldrdk (BCa),

crer

crer

(*:p<0,05;**:p<0,01; ***:p<0,001; ****:p<0,0001)

A prosztata szoveteknél a mono-, di- és teljes N/O arany egyarant novekszik a PCa
kialakulasaval, mig az emldnél ez a hatas csak a diszulfatalt N/O aranynal lathato, a tobbi
esetben ellentétes a megfigyelhetd valtozas (33.dbra). A szovettipusokon beliili N/O arany
valtozas csak az emld esetében, és azon beliil is csak a kétszeresen-szulfatalt N/O aranyban

bizonyult szignifikansnak, ahol 1,05-szeres (p=0,045) novekedés volt tapasztalhato.

A fentebb részletezett eredmények alapjan a szulfatalt HS lancok kisebb mennyiségben
vannak jelen a rakos szovetekben mint a normal szdvetekben, amit szintén j6l mutat az atlagos
szulfatacié mértékének alacsonyabb értéke a prosztata és emld szdvetekben egyarant. Ez a
jelenség korreldl az irodalomban taldlhaté eredményekkel, miszerint a rdk kialakuldsaval

lecsokken a HS diszacharidok szulfataltsagi szintje [89,93,94]. Eredményeimet alatdmasztjak
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korabbi kutatasok is, amelyekben kimutattak, hogy az emlérakban szenvedd betegek szdvetel,
fliggetleniil attol, hogy a szovet rakos vagy normalis volt, alacsonyabb HS-t szulfatacidt
mutattak. Ezt els6sorban a 6S szulfatacié csokkenése és szulfatalatlan diszacharid egységek
mennyiségének novekedése okozza [99]. Ezek alapjan a HS gliikkozaminoglikan
6-O-endoszulfataz (HSulf-1) aktivitasanak csokkenése potencidlis szerepet jatszik az
emlOkarcinogenezisben [108]. A HS szulfataltsag csokkenésével a HS lancok kiilonb6z6
receptorokhoz valé kotddése is csokken, amivel szabalyozza a novekedési faktorok
felhalmozodasat az ECM-ben és sejtfelszinen [109].

Végiil az egyes csoportok kozotti hasonlosagot fokomponens-analizis segitségével
vizsgaltam (34/4 dbra). Az analizis soran megallapitottam hogy a prosztata és emld eredetii
mintak kiilon csoportosulnak, valamint szovettipusokon beliil is lathaté a rakos mintak
elkiilontilése kismértéki atfedéssel. A hotérkép abran (34/B abra) megfigyelhet6 az eml6 és
prosztata eredetii mintak szovettipus szerinti klaszterezodése. Ezen kiviil, egy klasztert alkot az

Osszmennyiség és nem-szulfatalt DOAO relativ mennyisége, valamint a szulfatalt diszacharidok

a
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34. abra A: HS diszacharidok mennyiségének f6komponens analizise;az elsé fokomponens az
adatok variancidjanak 63,63 %-at, mig a masodik f6komponens az adatok variancidjanak 18,11%-
at irja le. B: Hierarchikus klaszterezés alapjan készitett hotérkép abra.

A Lawrence kédok értelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.

Osszességében elmondhatd, hogy a prosztata és az emld szovetek viszonylag jol
elkiilonithetdk egymastdl a HS lancok Osszmennyisége €s szulfataciés mintazata alapjan
egyarant. A DOAO nem-szulfatalt diszacharid minden szempontbdl elkiiloniil a tobbi, Szulfatalt
diszacharid épitdegységtél. Egyrészt a DOAO relativ menyisége a legnagyobb, masrészt a
szulfatalt diszacharidok relativ mennyisége csokkent a rak kialakulasaval, mig a DOAO esetében

nagyobb aranyt tapasztaltam. A szamitott N/O aranyok esetében a kétféle szovet majdnem
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minden esetben jol elkiiloniil egymastol, szovettipuson beliil azonban csak egy esetben, az eml6

kétszeresen szulfatalt diszacharidok N/O aranyaban volt szignifikans kiilonbség megfigyelhetd.

4.3.3. Kondroitin-szulfat lancok szulfataciés mintazata

A kondroitin-szulfat esetében is 6sszevetettem az lancokban 1évé egyedi diszacharidok
relativ mennyiségét és szulfataltsagi mintazatat, els6 1épésben a két eltéré szovettipus kozott.
A nem-tumoros emld és prosztata csoportokat dsszehasonlitva az tapasztalhatd, hogy mind a
négy vizsgalt CS diszacharid esetében szignifikans az eltérés a BPH és a ADNB szovetek kozott
(35. dbra). Mig a D0a0 relativ mennyisége az eml6 szovetekben (ADNB) 1,40-szor (p=0,0111)
magasabb volt (35/4 dbra), addig a monoszulfatalt és kétszeresen-szulfatalt diszacharidoknal
ennek ellentéte lathatd (35/B,C,D abrdk). A tumoros PCa és BCa mintacsoportok esetében a
DO0a0 relativ mennyisége az emlében 0,80-szor (p=0,0446) alacsonyabb, a D0Oa4 szintje
2,59-szor magasabb (p=0,0303) volt (35/4,B dbra). A D0a6 és a D0al0 relativ mennyiségében
koriilbeliil kétszeres eltérések voltak tapasztalhatok (35/C,D dabra).

A szovettipuson beliili 6sszevetéseknél a prosztata mintak esetében a PCa csoport D0a0 és
a DOa6 mennyiségei atlagosan 1,08-szor magasabbak a BPH-hoz képest, a D0a4 és D0al0
esetében pedig ezzel ellentétesen a BPH mintacsoportokban talalhaté 1,64-szor tobb
diszacharid, azonban egyik valtozas se bizonyult szignifikansnak. Ezzel szemben az emlé
szovetcsoporton beliil is megfigyelheté volt a rak kialakulasaval a nem-szulfatalt D0a0
diszacharid mennyiségének kisebb aranya, ami 0,71-szor kiseb relativ mennyiséget jelentett
(p=0,0112), mig a szulfataltaké atlagosan 4,02-szor nagyobb volt, mely tendenciak pont

ellentétes iranytak a prosztata mintacsoportnal tapasztaltakkal.
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35. dbra Joindulatii prosztatamegnagyobbodds (BPH), prosztatardk (PCa) és emldrdk (BCa),
kornyezo normal emlé (ADNB) mintak CS mintdzatanak dsszehasonlitdsa.

A: D0a0, B: DOa4, C: D0a6, D: D0al0 diszacharidok relativ intenzitdsa. (*:p<0,05)
A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. dbra nyujt segitséget.
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Az atlagos szulfatacio mértéke alapjan a prosztata mintacsoportoknal a PCa mintegy
0,76-szorosa az BPH-hoz képest, az eml6nél ezzel szemben 3,81-szer nagyobb (p=0,0177) volt

az atlagos szulfatacio, mely utdbbi valtozas bizonyult szignifikansnak (36. dabra).
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36. abra Joindulatu prosztatamegnagyobbodas (BPH), prosztatardk (PCa) és emlordk (BCa),

crer

A: Atlagos CS szulfaticié mértéke (egy diszacharid egységre juté szulfitcsoportok szamay),
B: 6-O-szulfatdcio és 4-O-szulfatdcié aranya (D0a6/D0a4 arany). (*:p<0,05)

A 6-O-monoszulfatalt (D0a6) és 4-O-monoszulfatalt (D0a4) diszacharidok aranyban
(6S/4S arany) mind a prosztatanal, mind az eml6nél 1,18-1,47-szeres ndovekedés lathatd a koros
elvaltozassal. A CS lancok mennyiségének ndvekedése a 6-O-szulfatdcid aranyanak
parhuzamos novekedésével Osszefiiggésbe hozhaté a tumor kialakuldsaval ¢és a
sejtproliferacioval ~ emloérak  és  prosztatarak  esetében  egyarant  [90,91,101].
A Kkondroitin-6-szulfat gatolja a gyulladaskeltd molekulak felszabadulasat, igy a novekvo

mennyiségiik elésegiti a tumorok életben maradasat [110].

Az emldben D0a4 és D0a6 monoszulfatalt diszacharidok ardnya egyarant szignifikdnsan
magasabb a kornyez6 normal szovethez képest, és ezzel azonos hatas tapasztalhatd a
kétszeresen szulfatalt (D0al0) diszacharid épitéegység esetében is. Ez alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a tumor kialakulasaval jelentésen megnd a 4-O-szulfatacioért felelds
enzimeket kodolo gének CHST11 és CHST13, valamint a 6-O szulfatacidért felelés enzimeket
kodolo gének CHST3 és CHST7. A CHST 15 kétszersen szulfatalt diszacharidokat hoz 1étre, a 4-O
szulfatalt diszacharidok tovabbi 6-O szulfatalasaval, azonban ennek aktivitasa ez alapjan nem
novekedett meg jelentésen [111]. A fenti feltételezések bizonyitasahoz tovabbi vizsgalatok
szlikségesek molekularis bioldgiai mddszerek alkalmazéasaval.

A mintacsoportok csoporton beliili varianciajaban az emlé tumoros mintak
emelkednek ki, ugyanis a rdkos szdveteknél az egyes diszacharidoknal a D0Oal0 kivételével

jelentdsen nagyobb a mintak csoporton beliili varianciaja a normal szovethez képest (35. dbra).
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Ugyanezt tapasztaltam az atlagos szulfaticidé mértékénél (36/A dbra), ami alapjan arra
kovetkeztethettem, hogy rakos elvaltozasok esetén megnovekednek az egyes betegek kozti

molekularis kiilonbségek. A relativ szorasokat tekintve tendencia nem volt megfigyelhetd.

Ebben az esetben is végeztem fékomponens-analizist (37/4 dbra), mely soran
megallapitottam hogy a prosztata és emld eredetli mintdk elkiiloniilnek egymastol a
CS 0sszetétel alapjan is, kismérték atfedés mellett. Ezen kiviil a szovettipuson beliil is lathato
a daganatos és normal csoportok elkiiloniilése. A hierarchikus klaszterezédés alapjan készitett
hotérképen (37/B dbra) a mintak eredete alapjan nem figyelhetd meg jol elkiiloniild
klaszterekbe rendezddés, azonban az 6sszmennyiség és a nem-szulfatalt diszacharidok ebben

az esetben is elkiilontlnek a szulfatalt diszacharidoktol.
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37. dbra A: CS diszacharidok mennyiségének fékomponens analizise;az elsd fékomponens az
adatok varianciajanak 67,08%-at, mig a masodik fokomponens az adatok varianciajanak 19,9%-at
irja le. B: Hierarchikus klaszterezés alapjan készitett hotérkép abra.

A Lawrence kodok értelmezéséhez a 3. abra nyujt segitséget.

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a CS mintdzat esetében a BPH és az ADNB
csoportok minden esetben szignifikansan elkiiloniiltek egymastol, mig a rakos elvaltozasanal
ez csak a D0a0 és DOa4 esetében volt szignifikans. Ezt az is bizonyitja, hogy a rakos
megbetegedésekkel megnonek a paciensek kozti kiilonbségek. Megallapitottam, hogy az emld
¢s prosztataszovetek esetében egyarant nagyobb 6S/4S arany volt kimutathat6 a tumoros szoveti
régiokban. Az atlagos CS szulfatacio mértékének valtozasaban eltéré hatas volt
tapasztalhato: prosztata esetén kismértékben alacsonyabb a CS szulfatacidja a tumoros

régiokban, mig az emlé esetén jelentds novekedés volt tapasztalhato.
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4.3.4. Eredmények osszevetése, proteoglikan vazfehérjék mennyisége

A prosztatamintak vizsgalata soran azt figyelhettem meg, hogy HS és CS osztaly
esetében egyarant a nem-szulfatalt diszacharid épitdegységek mennyisége nagyobb a rakos
szovetekben, a szulfatalt diszacharidok pedig kisebb mennyiségben vannak jelen a rakban a
kornyezé nem-rakos szovetekhez képest. Ezen kiviil mindkét esetben a legnagyobb relativ
mennyiségl diszacharid a DOAO nem-szulfatalt diszacharid volt. Ezek a megfigyelések igazak
a HS esetében tapasztalt emlé mintacsoportok eredményeire is. Azonban a CS diszacharidoknal
az elébbiekkel ellentétes modon a rakban kisebb a D0al relativ mennyisége, a szulfatalt
diszacharidok mennyisége pedig nagyobb. A HS diszacharidok esetében a szulfatacios profilnal
azt figyelhettem meg, hogy N/O szulfatacié mértékében az emlé mintacsoportnal mutattam ki
szignikifans valtozast a diszulfatalt diszacharidok N/O aranyaban, mig a CS esetében a 6S/4S

szulfatacidoban nem.

A foékomponens-analizis és hierarchikus klaszterezésen alapuld hotérkép abrakat
Osszevetve elmondhato, hogy mindkét esetben viszonylag jol csoportokba rendezédnek és
elkiiloniilnek egymastol az emld és prosztata szovetek, valamint szdvettipuson belill is a
nem-rakos és tumoros mintdk is. Ezen feliil a HS és CS lancok kozotti hasonlésag, hogy a
hétérkép abrakon mindkét esetben az Osszemennyiség és a nem-Szulfatalt diszacharid egy
klasztert alkotva elkiiloniil a szulfatalt diszacharidoktol, ami oka valdsziniileg, hogy az

Osszemennyiséget legjobban a D0a0 mennyisége hatarozza meg.

Annak felderitésére, hogy az el6z0 fejezetekben kimutatott valtozasok kizardlag a GAG
lancokra vonatkoz6 eltérések vagy a teljes proteoglikanoknak is szerepe van benne, elvégeztiik
a PG vazfehérjck jelolésmentes mennyiségi meghatirozasat shotgun proteomikai

modszerekkel.

A kutatocsoportban korabban végzett kisérletek soran vizsgaltak prosztatarakos és
emlorakos szovetek fehérjetartalmat. Az azonositott fehérjéket és az azokhoz tartoz6 intenzitas
értékeket tartalmazé fehérjelistabol Kiszlirtem a proteoglikan vazfehérjék adatait. A vizsgalatok
soran dsszesen 8 féle PG-t mutattam ki mindkét szovettipusban. Az agrin és perlekan, amelyek
bazalis membranban elhelyzked6 HSPG-k, a mimekan és a lumikan ECM-ben jelen 1évo
KSPG-k, mig a dekorin, biglikan, verzikan (mindharom az ECM-ben elhelyzetked6 PG) és
CDA44 (transzmembanban 1évé PG) CSPG-ok (38. dbra).
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38. dbra Proteoglikan vazfehérjék intenzitasa joindulati prosztatamegnagyobbodds (BPH),
prosztatardk (PCa) és emlérak (BCa), kérnyezé normal emlé (ADNB) mintdk esetén.

A HSPG-k aranyait vizsgalva az agrin esetében a prosztata és az emld
mintacsoportokban is nagyobb az aranyuk a rakos szovetekben, mint a nem-rakosban. Ezzel
szemben a perlekant megvizsgalva kiilonboz6 tendencia latszott a prosztata és az emld
szovetcsoportok kozott. Amig az emld szoveti csoportndl ugyancsak, az agrinhoz hasonloéan
egy nagyobb, kétszeres kiilonbség lathato az ADNB és BCa kozott, addig a prosztata

szovetcsoportnal alacsonyabb a perlekan szintje a rakos szovetcsoportnal.

A KSPG-ket vizsgalva a mimekan és lumikan esetében is azonos tendencia lathato
szovetcsoportokon beliil. A prosztata-szovet mintacsopotndl a rakos szovetben kisebb az aranya

ezen proteoglikdnoknak, mig az emld szoveteknél nagyobb.

Ezen kiviil 4 db CSPG volt kimtathatoé a kétféle raktipusban. A dekorin és CD44
esetében a prosztata-szovetekben és emld szovetekben is alacsonyabb a vézfehérjék
mennyisége a rakos szovetben a nem-rakoshoz képest. Kiilonbség a prosztata szoveteknél
figyelheté meg a két szdvetcsoport kozott, mivel a dekorin esetében lényegesen nagyobb,
~2-szeres kiilonbség volt tapasztalhatd a nem-rakos és rakos szovetek kozott. A biglikan és
verzikan esetében két egymdéshoz nagyon hasonld tendencia volt lathatd, amelyeknél az
el6zdekkel ellentétben, a rakos szovetekben nagyobb a PG vazfehérjék mennyisége. A verzikan

esetében nagyobb kiilonbségek figyelhetdk meg az egyes szovettipuson beliil.

Az Altalam vizsgalt szovetekben a HS és CS 0sszemennyiségek vizsgalata soran a HS
¢s CS lancok mennyisége véglil egyardnt nagyobb volt a rdkos szovetcsoportokban
(4.3.1. fejezet, 31. abra). Ezt igazoljak a fentettebb részletezett HSPG eredmények is.
Az agrin és perlekdn esetében is nagyobb a vazfehérjék mennyisége a rakos szovetekben a
prosztatacsoportok perlekan szintjét kivéve, ami magyardzhatd példaul azzal, hogy nem a
PG-ok mennyisége nagyobb a rak kialakulasaval, hanem tobb diszacharid épitéegységekbdl

allo GAG lancok szintetizalddnak a vazfehérjékre. A CS esetében a rakos szovetekben nagyobb
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mennyiségben 1évé CS lancok és a PG vazfehérjék mennyiségi eltérései kdzott azonban nem
mutathat6 ki egyértelmii hozzarendelés. Mig a biglikan és a verzikan azonos tendenciat mutatot,
a dekorin és CD44 esetében ezzel ellentétes, csokkend hatds figyelhetd meg.
Igy valosziniisithetd, hogy a PGk 6sszmennyisége és a kapcsolodé CS lancok hossza egyarant
valtozik a rakos megbetegedések kialakulasa soran. Ezen feltételezések megerdsitésére tovabbi

(molekularis bioldgiai modszerekkel végrehajtott) vizsgalatok elvégzése sziikséges.
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5. Osszefoglalas

A prosztatardk ¢és az emldrak napjaink két vezetd tumoros megbetegedése, melyek
hatékonyabb kezelése érdekében sziikséges a tumor kialakuldsdban szerepet jatszo bioldgiai
folyamatok minél alaposabb megértése. A daganatos megbetegedések soran a szovetek
proteomikai és glikomikai dsszetétele jelentdsen megvaltozik, amely valtozasok jelentds részét
proteoglikanok iranyitjak, amelyek vazfehérjékbol és hozzajuk kapcsolodo gliikozaminoglikan
(GAG) lancokbol all6 makromolekulak. A proteoglikanok funkcidit nagymértékben
meghatarozzak a kapcsolodo GAG lancok, mivel ezek mérete jelentdsen nagyobb a
fehérjékéhez képest.

Munkam soran heparan-szulfat (HS) és kondroitin-szulfat (CS) gliikkozaminoglikan
osztalyok ,, bottom up ” vizsgalataval foglalkoztam. Ennek soran a GAG lancokat enzimatikusan
diszacharid épitéegységeire bontottam, majd egy sajat toltésii HILIC-WAX Kkapillaris
kolonnat alkalmazo HPLC-MS mddszerrel kvantifikaltam. A miiszeres analizist azonban egy
tisztitasi 1épésnek kell megeléznie, a szennyezdk és az emésztési maradékok eltavolitasa
érdekében. Ez azonban a célvegyiiletek széles polaritdsi tartoménya miatt szdmos kihivast
tartogat. A szakirodalomban kordbban nem volt példa a GAG-ok tisztitasi modszereinek atfogd
elemzésére. Ezért célom volt egy olyan j médszer kidolgozasa, mely egy olcsé és egyszerii

megoldast jelenthet a GAG diszacharidok tisztitasara.

Munkam soran két sajat toltésii vatta-HILIC médszert fejlesztettem ki HS és CS
diszacharidok tisztitasara, egészen a vatta pipettahegyekbe torténd toltésétél, a SPE modszer
paramétereinek optimalasaig. Optimaltam az allofazis mindségét és mennyiségét, az egyes
Iépésekben hasznalt oldoszerek Osszetételét (savmindség, savtartalom, acetonitriltartalom,
alkalmazott térfogatok, kémhatas) és homérsékletét. Eredményeim alapjan a diszacharidok
visszanyerésére legnagyobb hatassal az elicios oldészer osszetétele volt, amelynél (a lugos
kémhatasu) ammonia alkalmazasa bizonyult a legjobbnak. Jelentds befolyasold
paraméternél adodott még a felviteli oldoszerekban alkalmazott savak anyagi mindsége és
koncentracidja, amelynél pedig 1% TFA alkalmazasa emelkedett ki a tobbi modszer koziil.
Végiil megalkottam egy olcsé és egyszerii sajat toltést vatta-HILIC tisztitasi modszert,
amely a HS és CS diszacharidok esetében egyarant a polarisabb, szulfataltabb

diszacharidokra jél alkalmazhaté.

Ezutan osszehasonlitottam tobbféle grafitalapu allofazis hatékonysagat GAG
diszacharidok tisztitasara. Harom grafitalapi allofazis és harom oldoszerrendszer
kombinacidjaval osszesen 9 grafit-SPE modszert vizsgaltam. A legjobb visszanyerést TopTip

oldészerrendszer Pierce allofazison vald alkalmazasaval értem el. A tapasztalatok ebben az
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esetben a vatta-HILIC modszerével ellentétesek voltak, ugyanis a médszer a kevésbé polaris

GAG diszacharidok tisztitasara volt jol alkalmazhaté.

A fentiek alapjan a két fejlesztett modszer kiegésziti egymast, igy Kifejlesztettem egy
kombinalt vatta-HILIC + grafit tisztitasi médszer HS és CS diszacharidok minta-
el6készitéséhez. A legnagyobb visszanyerések és a legkisebb torzitds érdekében a vatta-HILIC
modszernél a felviteli és mosasi frakcioban ates6 GAG diszacharidokat tovabb tisztitottam
grafitalapu modszerrel. A két moddszer elacios frakciojat egyesitve a minimalisra
csokkentettem a veszteséget megfeleld visszanyerések (HS: ~70%, CS: ~50%) és diszacharid
mintazatok kielégité torzitatlansaga mellett. A modszerek alkalmasnak bizonyultak GAG

diszacharidok torzitatlan tisztitasara kis mennyiségii komplex biologiai mintakbol.

Munkam masodik részét a fejlesztett modszer bioldgiai alkalmazédsa adta, mely soran
prosztata- és emlétumoros szovetek HS és CS tartalmanak feltérképezését valdsitottam
meg. Mivel a eml6rak és a prosztatarak jelent6s genetikai és proteomikai hasonlosaggal bir,
ezért a két szovettipus GAG mintazatait 6sszehasonlitottam azonos, illetve eltéré glikomikai
profilok felderitése érdekében. Osszehasonlitottam jéindulata prosztata megnagyobbodésos
(BPH), prosztatarakos (PCa), emlérakos (BCa) és hozza tartozé kdrnyezd normal szdveti
régiok (ADNB) CS, HS, valamint proteoglikan vazfehérje osszetételét.

Megallapitottam, hogy mindkét szovettipus esetén novekedés tapasztalhaté a tumoros
elvaltozasok Kkialakulasaval a HS ¢és CS lancok Osszmennyiségében egyarant.
mig a CS szulfatacioja a prosztataszovetekben alacsonyabb, az emldoszovetekben pedig
magasabb volt a tumoros régiokban a nem-tumoros szdveti részekhez képest. Emellett tobb
azonos ¢és eltérd iranyt valtozas volt kimutathatd a Kkitiintetett szulfatacidos poziciok
betoltottségében is. FOkomponens-analizis és hierarchikus klaszterezés alkalmazasa soran
megallapitottam, hogy csoportokba rendezOdnek és elkiiloniilnek egymastol az emlé és
prosztata rakos szovetek, valamint szovettipuson beliil a nem-rakos és tumoros mintak is.

A proteoglikan vazfehérjék mennyiségének vizsgalata soran szdmos eltérést és
hasonlsagot mutattam ki az egyes szovetcsportok kozott. Egyértelmii hozzarendelés azonban
nem volt meghatarozhato az egyes PG vazfehérjék mennyisége és a hozzajuk tartozé6 GAG
osztalyok mennyiségi eltérései kdzott.

Az éltalam kifejlesztett modszerek segitségével kimutatott valtozasok hozzajarulhatnak a
tumoros elvaltozadsok molekularis folyamatainak megértéséhez, és jovobeli terveink kozott
szerepld nagy esetszamu validalasuk utdn hozzajarulhatnak tjfajta diagnosztikai és kezelési

modszerek fejlesztéséhez.
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7. Fiiggelékek

7.1. Roviditések, jelolések jegyzéke
ACN - acetonitril

ADNB - adjacent normal breast: kdrnyezd normal szovet
AMAC — ammoOnium acetat

bar — 10° Pa

BCa — emlérak

BK — bovine kideney: marha vese

BPH — joindulatu prosztata megnagyobbodas

Ca1s — oktadecil lanccal boritott szilikagél alapu toltet
CE — kapillaris elektroforézis

CS — kondroitin-szulfat

CSPG - kondroitin-szulfat proteoglikan

DS — dermatan-szulfat

DTT — ditiotreitol

ECM - extracellularis matrix

EIC - kivalasztott ion kromatogram

ESI — elektroporlasztasos ionizacio

FA — hangyasav

frit — a kapillaris kolonna végét lezard elem, mely a toltet kidramlasat akadalyozza meg
GAG - gliik6zaminoglikan

Gal — galaktéz

GalNAc — N-acetil-galaktozamin

GIcA — glitkuronsav

GIcN — gliikézamin

GIcNAC — N-acetil-gliitkozamin

HA — hialuronsav

HCI — s6sav

Hep — heparin

HexA — gliikuronsav vagy iduronsav altalanos jellése
AHexA — 4,5 pozicidban telitetlen hexuronsav
HFBA — heptafluorovajsav

HILIC — hidrofil interakcios kromatografia

HILIC-WAX — hidrofil interakcidos kromatografian ¢és gyenge anioncserén alapult kombinalt
mechanizmusu kromatografia
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HPLC — nagy nyomasu folyadékkromatografia
HS — heparan-szulfat

HSPG — heparan-szulfat proteoglikan

IdoA — iduronsav

KS — keratan-szulfat

KSPG - keratan-szulfat proteoglikan

LC — folyadékkromatografia

MALDI — matrix segitett lézer deszorpcid/ionizacid
MeOH — metanol

MS — tomegspektométer/tomegspektrometria
MS/MS — tandem tomegspektrometria

muU — milliUnit

m/z — fajlagos tomeg (t0meg/toltés)

nanoUHPLC — nanoliter aramlast nagy nyomasu folyadékkromatografia

NH3; — ammonia

NH4FA — ammonium-formiat

NMR — mégneses magrezonancia spektroszkopia

PAGE — poliakrilamid gél elektroforézis

PCa — prosztatarak

PCA — fékomponens-analizis

PG — proteoglikan

PGC — pordzus grafit

PIM — porcine intestinal mucosa: sertésbélham

PSA — prosztata specifikus antigén

RP-HPLC — forditott fazistu folyadékkromatografia

RP-IP-HPLC - forditott fazisu ionparképzéses folyadékkromatografia
rpm — fordulat per perc

RT — szobhdmérséklet

SEC — méretkizarasos kromatografia

SPE - szilard fazisu extrakcio

TFA —trifluorecetsav

TIC — teljes ionaram kromatogram

UHPLC — ultranagy nyomasu (hatékonysagu) folyadékkromatografia

WAX — gyenge anioncserés kromatografia
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7.2. A Lawrence kod értelmezése

Hex6zamin fajtaja
A = gliikézamin

Nem-redukal6 vég tipusa a = galaktézamin

D = A%5-telitetlen uronsav

U = egyéb uronsav Hexézamin N-szulfatacio

S = N-szulfatalt gliikézamin

DOAO

Nem-redukalé vég
O-szulfatacio

0 = nem szulfatalt

2 = 2-O-szulfatalt

3 = 3-O-szulfatalt

6 = 6-O-szulfatalt

Hex6zamin O-szulfatacio

0 = nem szulfatalt
3 = 3-O-szulfatalt
4 = 4-O-szulfatalt
6 = 6-O-szulfatalt
9 = 3,6-O-szulfatalt

10 = 4,6-O-szulfatalt

F-1. dbra A Lawrence-kod betiijeleinek értelmezése.

7.3. Prosztatarakos és emlérakos betegségek vizsgalatanal felhasznalt
szovetmintak betegadatai

F-1. tablazat Heparan-szulfat vizsgalt prosztatardakos szovetmetszetek betegadatai.

mintakod szovettipus dizgl?g(z)irslior gradus se;;Jangs[-]
BPH_1 BPH
BPH_2 BPH
BPH_3 BPH
BPH_4 BPH
BPH_5 BPH
BPH_6 BPH
BPH_7 BPH
BPH_8 BPH
PCa_1 PCa 60 3 0,65
PCa_2 PCa 65 3 0,50
PCa_3 PCa 60 3 0,65
PCa_4 PCa 67 2 0,60
PCa_5 PCa 64 3 0,35
PCa_6 PCa 74 2 0,50
PCa_7 PCa 71 2 0,40
PCa_8 PCa 58 3 0,70
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F-2. tablazat Heparan-szulfat vizsgalt emldrakos szovetmetszetek betegadatai.

. , .o . életkor a . BCa/normal
mintakod szovettipus diagnéziskor gradus sejtarany [-]
EN_1 ADNB 88
EN_2 ADNB 67
EN_3 ADNB 62
EN_5 ADNB 60
EN_6 ADNB 74
EN_7 ADNB 50
EN_9 ADNB 45
EN_10 ADNB 54
ET_1 BCa 88 3 0,80
ET_2 BCa 67 2 0,50
ET_3 BCa 62 3 0,50
ET_4 BCa 80 2 0,50
ET_5 BCa 74 2 0,60
ET_7 BCa 60 3 0,60
ET_8 BCa 68 2 0,40
ET_9 BCa 66 3 0,60

F-3 tablazat Kondroitin-szulfat vizsgalt prosztatardkos szévetmetszetek betegadatai.

. . . életkor a . tumoros
mintakod szovettipus diagnéziskor gradus sejtardny []

BPH_1 BPH

BPH_2 BPH

BPH_3 BPH

BPH_4 BPH

BPH_5 BPH

BPH_6 BPH

BPH_7 BPH

BPH_8 BPH

PCa_4 RadPE 67 2 0,60
PCa_8 RadPE 58 3 0,70
PCa_9 RadPE 67 3 0,85
PCa_1 RadPE 60 3 0,65
PCa_5 RadPE 64 3 0,35
PCa_7 RadPE 71 2 0,40
PCa_6 RadPE 74 2 0,50
PCa_2 RadPE 65 3 0,50
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F-4 tablazar Kondroitin-szulfat vizsgadlt emldrakos szévetmetszetek betegadatai.

mintakéd szovettipus €letkor a gradus BCa/normal
diagnoziskor sejtarany |-]
EN_1 ADNB 88
EN_2 ADNB 67
EN 5 ADNB 60
EN_6 ADNB 74
EN_7 ADNB 50
EN_8 ADNB 35
EN 9 ADNB 45
EN_10 ADNB 54
ET 1 BCa 88 3 0,80
ET 2 BCa 67 2 0,50
ET 3 BCa 62 3 0,50
ET 4 BCa 80 2 0,50
ET 5 BCa 74 2 0,60
ET 7 BCa 60 3 0,60
ET 8 BCa 68 2 0,40
ET 9 BCa 66 3 0,60
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7.4. Prosztata és emlo vizsgalt szovetek paronkénti osszehasonlitasa soran elvégezett statisztikai tesztek és probakhoz

tartozo p-értékek

F-5. tablazat Heparan-szulfat vizsgalatok sordan a végzett statisztikai tesztek.

relativ mennyiségek

D2A0- D250- atlagos mono N/O di N/O ossz. N/O
O6sszmennyiség DOAO DOAG D0SO D2A6 D0S6 D2S6 | szulfatacié6  szulfatacio  szulfatacio szulfaticio
mértéke aranya aranya aranya
elvégzett tesztek
BPH vs. Student Student Student Welch Student Welch  Student t- Student t- .
ADNB WL t-test t-test ttest  ttest  ttest  t-test test Student t-test test Wilcoxon-test
BPHvs.PCa  Wilcoxon-test 'Vilcoxon-  Student  Wilcoxon- - Student  Student  Student — Welcht- o o i toct Welch t-test  Student t-test
test t-test test t-test t-test t-test test
ADNB vs. Student t-test  Student  Wilcoxon- - Wilcoxon-  Student  Student  Student ~ Studentt-  Wilcoxon- Student -\ on-test
BCa t-test test test t-test t-test t-test test test test
PCavs. BCa Wilcoxon-test Wilcoxon- Wilcoxon- Wilcoxon- Welch Student Welch Welch t- Wilcoxon- Welch t-test  Student t-test
test test test t-test t-test t-test test test
F-6. tdablazat Kondroitin-szulfat vizsgdlatok sordn a végzett statisztikai tesztek.
relativ mennyiségek
dsszmennyiség D020 D0a4 D0a6 D0a10 atlagos sszulfatacié ¢ 4q o any
mértéke
elvégzett tesztek

BPH vs. ADNB Welch t-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Student t-test
BPH vs. PCa Welch t-test Student t-test Student t-test Student t-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Student t-test
ADNB vs. BCa  Student t-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Student t-test

PCavs. BCa Welch t-test Welch t-test Welch t-test Student t-test Wilcoxon-test Wilcoxon-test Welch t-test
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F-7. tablazat Heparan-szulfat vizsgadlatok sordan a végzett statisztikai tesztekhez tartozo p-értékek.

relativ mennyiségek

D2A0- D250- atlagos mono N/O di N/O ossz. N/O
osszmennyiség | DOAO DOAG D0S0 D2A6 D0S6 D2S6 szulfatacio szulfaticié szulfatacié szulfaticio
mértéke aranya aranya aranya
p-értékek
BPH vs. 3,24E-  1,12E- 4,84E-  8,23E-  1,43E-
ADNB 8,19E-03 05 01 1,22E-02 06 01 06 6,64E-06 7,03E-02 6,02E-15 9,32E-03
2,24E-  3,17E- 168E- 991E-  7,30E- ) i ) i
BPH vs. PCa 2,81E-02 03 01 1,00E+00 02 02 02 2,45E-02 7,74E-01 5,48E-02 7,42E-01
ADNB vs. 191E- 1,12E- 1,16E- 9,91E-  7,61E-
BCa 1,08E-02 01 01 1,57E-01 02 02 03 2,67E-02 7,58E-02 4,48E-02 1,26E-01
3,11E- 1,12E- i 484E-  2,26E-  4,77E- ) i ) i
PCavs. BCa 4,66E-04 04 01 1,57E-01 06 01 06 2,47E-05 7,74E-01 1,51E-08 5,58E-03

F-8. tablazat Kondroitin-szulfat vizsgalatok sordn a végzett statisztikai tesztekhez tartozo p-értékek.

relativ mennyiségek

atl
Osszmennyiség RD0a0 RDO0a4 RDO0a6 RDO0al0 szilltlfz%;'):ié X6S 4S arany
mértéke
p-értékek
BPH vs ADNB 2,79E-03 2,08E-02 2,10E-02 2,08E-02 2,80E-02 2,08E-02 2,88E-01
BPH vs PCa 1,62E-02 2,48E-01 1,16E-01 5,91E-01 5,63E-02 5,99E-02 1,72E-01
ADNB vs BCa 2,79E-03 1,12E-02 1,77E-02 1,12E-02 5,63E-02 1,77E-02 2,36E-01
PCavs BCa 2,79E-03 4,46E-02 3,03E-02 6,56E-02 1,24E-01 5,99E-02 7,15E-02
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7.5.  HS és CS vatta-HILIC modszerfejlesztés

F-9. tablazat A HS fejlesztés térfogatoptimdlas soran alkalmazott Box-Bhenken kisérletterv beallitdsai.

Faktor beallitisa felviteli mosasi eliicios
kisérletterv oldészer olddszer olddszer
pontjai 1.faktor 2. faktor 3.faktor  térfogat térfogat térfogat
[nL] [nL] [nL]
1 -1 -1 0 10 10 30
2 -1 0 1 10 30 50
3 -1 0 -1 10 30 10
4 -1 1 0 10 50 30
5 0 -1 -1 30 10 10
6 0 1 -1 30 50 10
7 0 1 1 30 50 50
8 0 -1 1 30 10 50
9 1 -1 0 50 10 30
10 1 0 -1 50 30 10
11 1 1 0 50 50 30
12 1 0 1 50 30 50
13 0 0 0 30 30 30

50%

45%

40%

35%

30% =

25% -

20% -

15% S |, (- -

Atlagos visszanyerés [%]

10% -||--

5% -

0%
felviteli oldoszer térfogat [uL] 30

mosasi oldészer térfogat [uL] | 10

elucios oldoszer térfogat [uL] | 10

OD0A0 mD0S0 wmD2A0 mD0S6 mD2A6 mD2S6

F-2. abra A Box-Behnken terv alapjan végrehajtott felviteli térfogat optiomalas atlagos

visszanyerései.
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F-10. tablazat A CS fejlesztés felviteloptimalds soran alkalmazott Box-Bhenken kisérletterv beadllitasai.

Faktor beallitasa

‘s ACN alkalmazott alkalmazott
kisérletterv sav
pontjai 1. faktor 2. faktor 3.faktor tartalom mennyisége SV
: . : [%%6] [96] mindsége

1 -1 -1 0 92 0,2 TFA
2 -1 0 1 92 1 HFBA
3 -1 0 -1 92 1 FA
4 -1 1 0 92 5 TFA
5 0 -1 -1 95 0,2 FA
6 0 1 -1 95 5 FA
7 0 1 1 95 5 HFBA
8 0 -1 1 95 0,2 HFBA
9 1 -1 0 98 0,2 TFA
10 1 0 -1 98 1 FA
11 1 1 0 98 5 TFA
12 1 0 1 98 1 HFBA
13 0 0 0 95 1 TFA

Atlagos visszanyerés [%]

110%
100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%
20%

10% ”H
0%

H

1l

g

mﬂ

92% ACN 92% ACN 92% ACN 92% ACN 95% ACN 95% ACN 95% ACN 95% ACN 98% ACN 98% ACN 98% ACN 98% ACN 95% CAN
0,2% TFA 1% HFBA 1% FA

5% TFA 0,2% FA

5%FA 5% HFBA

0,2%
HFBA

oOD0a0 @mDOa4-D0aé mD0a10

0,2TFA 1% FA

5% TFA 1% HFBA 1% TFA

F-3. abra A Box-Behnken terv alapjan végrehajtott felviteli oldoszerdsszetétel optiomalas atlagos

visszanyerései.
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7.6. Proteomikai vizsgalatok
7.6.1. Fehérjék szovetfeliileti emésztése és tisztitasa

A szovetfeliileti emésztéshez a kutatocsoport altal kidolgozott modszert alkalmaztuk.
A folyamat els6 1épésében a fehérjéket RapiGest oldattal denaturaltuk és DTT-vel redukaltuk
(3 uL, 0,1% RapiGest + 5 mM DTT + 20% glicerin), majd parasitott dobozban 55 °C-on
20 percig inkubaltuk. A mintakat jod-acetamiddal (3 pL, 25 mM ABC + 10 mM jod-acetamid
+ 20% glicerin) alkilaltuk és 20 percig laborhdmérsékleten, sotétben inkubéltuk. Az elsd
emésztési 1épés sordn két ciklusban Lys-C + tripszin keveréket (3 puL, Tripszin/LysC keverék:
40 ng/uL. 50 mM ABC + 15% glicerin) alkalmaztunk, majd parasitott dobozban 37 °C-on
40 percig inkubaltuk. Ezt kovetden harom ciklusban tripszin oldattal (3 pL, Tripszin: 100 ng/pL
50 mM ABC + 15% glicerin) emésztettiik. Az egyes 1épések kozott ebben az esetben is
parasitott dobozban inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 40 percig.

Az emésztést kovetden a peptideket kivontuk a feliiletr6l 5 x 3 pL 10%-0S ecetsav
alkalmazasaval. A keletkez6 peptideket Thermo Pierce Cig SPE toltet alkalmazaval tisztitottuk
a gyartoi ajanlasoknak megfeleléen. A Cig-as tisztitas utdn a mintakat beparoltuk és —20°C-on

taroltuk.

7.6.2. Forditott fazisa nanoUHPLC-MS/MS mérések

A proteomikai mérésekhez hasznalt miiszer Dionex Ultimate 3000 RSLC nanoUHPLC
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) kromatografiaval kapcsolt Bruker Maxis II QTOF
hibrid kvadrupol-repiilési 1d6 analizatorral rendelekzd tomegspektrométer (Bruker Daltonics,

Bréma, Németorszag) volt.

A csapdazé oszlop: 100 pm x 20 mm Nano Trap kolonna Acclaim PepMap100 Cig
toltettel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) volt, mig az elvalasztasra hasznalt kolonna
Acquity M-Class BEH130 Cis kapillaris kolonna; 1,7 pm, 75 pm x 250 mm (Waters, Milford,
MA). A kolonnék 48 °C-on voltak termosztalva. A csapdazo eluens 0,1% TFA, 0,01% HFBA
vizes oldata, az elvalasztas soran alkalmazott eluensek A: viz és 0,1% FA, B: ACN és 0,1% FA
voltak. Az elvalasztashoz alkalmazott gradiens program (300 nL/min) a kovetkez6 volt: 0-11
perc alatt 4% B (izokratikus szakasz), 86 perc alatt 25% B, 101 perc alatt 40% B, 102-107 perc
kozott 90% B izokratikus mosas, 108—128 perc kozott 4% B ekvilibralas.

A CaptiveSpray nanoBooster ionforrast pozitiv ionizaciés modban alkalmaztuk, 1,36
kV kapillaris fesziiltséggel, valamint 0,2 bar gaznyomassal. A szaritd gaz sebessége 3 L/perc,
homérséklete 180 °C volt. A tomegspektrumokat 2,5 masodperces ciklusiddvel vettiik fel a
150-2200 m/z tartomanyban. Az MS spektrumokat 3 Hz gyakorisaggal vettiik fel, mig az

litk6zés indukalt disszociacios fragmentdcid utan a nagy intezitasu prekurzorokbdl szarmazo
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ionokat 16 Hz, mig a kis intenzitasu prekurzorbdl szarmazo ionokat 4 Hz gyakorisaggal vettiik
fel. Az egyszeres toltésti peptideket kizartuk az analizisbdl. Az iitkozési energiat a vezérld

szoftver hatarozta meg az m/z és a toltés alapjan.

7.6.3. Proteomikai mérési eredmények adatértékelése

A mintaban talalhato fehérjék azonositasat Byonic 3.8.13 szoftver alkalmazasaval
végeztilk. A valasztott hasitasi hely: Lizin és Arginin aminosavak C-termindlisan, teljes
specifikussaggal, 2 kihagyott hasitdssal. A megadott moddositasok: deamidacio,
karbamidometilacié és oxidacio. A fragmens m/z tolerancia 0,02 Da, a fehérjeazonositas
kovetelménye legalabb 2 egyedi peptid volt. Ezutan a fehérjék jelolésmentes mennyiségi
meghatarozasara (LFQ) a MaxQuant v1.6.17.0 szoftvert hasznaltuk. A MaxQuant a fehérjék
azonositdsat az Andromeda-val hajtja végre. A kvantifikdlds sordan az alapbeallitdsokat

alkalmaztuk, melyekhez a legfontosabb paraméterek az F-11. tiblazatban lathatok.

F-11. tablazat A MaxQuant program részletes bedllitasai.

Adatbazis Byonic altal azonositott fehérjék
Quantification LFQ
Elékeresés m/z tolerancia 20 ppm
Fokeresés m/z tolerancia 10 ppm
Max. toltés 4
Intenzitaskiiszob MS1 30
Intenzitaskiiszob MS2 30
Enzim tripszin
Max. kihagyott hasitasi hely 2
Véltozé modositas oxidacio (M), deamidécié (NQ)
Fix modositas karbamidometilacio (C)
Min. peptidhossz 7
Max. peptidtomeg 4600 Da
Azonosités javitasa “match between runs”
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