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1. Bevezetés és Célkituzeések

A tobb helyszinen zajlo tanulmanyok novekvO népszeriiségével sziikségessé valik a
nehezebben ellendrizhetd és szabvanyosithatd preanalitikai feltételek egységesitése, illetve a
N-glikan tartalmat érintd esetleges hatasok értékelése. Mivel az altalam vizsgalt mintadk egy
részének gyiijtése nem debreceni partnertintézet segitségével valosult meg, igy a dolgozat els6
részében célul tiiztem ki a glikan-biomarker kutatas szempontjabol annak a kulcsfontossagu
kérdésnek a megvalaszolasat, hogy a vérmintak levételétdl a centrifugalasig és fagyasztasik
eltelt id6 befolyasolhatja-e a szérum mintak lézer indukalt fluoreszcens detektorral ellatott
kapillaris elektroforézis késziilék (Capillary Electrophoresis with Laser-Induced Fluorescens
Detection — CE-LIF) alkalmazasaval végzett N-glikomikai analiziseként kapott eredményeket.
Az eredmény segithet a jovoben a kiilonb6z6é vizsgalatok mintagyiijtési protokolljainak
megfeleld optimalizaldssaban €s annak eldontésében, hogy olyan esetekben is levehetdek-e a
mintdk kelld biztonsaggal N-glikomikai elemzés céljabol, amelyekben a mintavétel és a
fagyasztas kozott huzamosabb 1d6 telik el (példaul infrastrukturalis okok), vagy az id6 olyan
kritikus tényez6, amely olyan mérték{i kiilonbségeket okozhat a kapillaris elektroforézissel

végzett mérések eredményében, amely hibaforrasként jelenhet meg azok értékelése soran.

Ezen eldzetes kisérletek eredményeinek ismeretében a dolgozat tovabbi részében a
terhesség alatti elhizdsnak és a terhességi diabetes mellitusnak (GDM) az anyai és gyermek
eredetli szérum IgG, illetve az anyai szérumbol izolalt IgA antitestekre gyakorolt hatdsanak
vizsgalataval, valamint a kronikus obstruktiv tiidébetegség (Chronic Obstructive Pulmonary
Disease — COPD), a tiidorak és a két tiidobetegség egylittes eléfordulasanak N-glikomikai
tanulmanyozasaval foglalkozom.

A témavalasztast az indokolja, hogy a hazankban is népbetegségnek szamito6 COPD az
Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization — WHO) eldrejelzése szerint 2030-
ra a harmadik vezetd halalozasi ok lesz vilagszerte, mig a tiidorak a hatodik helyre 1ép [1], az
elhizas pedig olyan krénikus korallapot, amely szintén a leggyakoribb egészségiigyi problémak
kozott szerepel. 2019-ben a WHO adatai szerint az elhizas és annak szovédményei a 9. vezetd
halalok volt globalisan. A felsorolt korképek kozos mozgatorugdja a szisztamas gyulladas
(Systemic Chronic Inflammation — SCI), igy az azt tikkr6z6 IgG és IgA N-glikozilacios

mintdzatanak tanulmanyozésa értékes biomarkerforras lehet.



A zsirszovet a legnagyobb endokrin szervként tobb mint 50 adipokin, kemokin és citokin
ideje alatt az elhizassal, illetve a gesztacios diabetessel tarsuldo gyulladas jelentGsen
befolyasolhatja a placenta allapotat és transzportfolyamatait, ezaltal a magzat fejlodését,
valamint sziiletés utani egészségi allapotat [3]. Az IgG mar a magzati élet soran az anyaméhben,
majd sziiletést kdvetden hozzdjarul a gyermek védelméhez mindaddig, amig annak sajat
antitestjei megjelennek a keringésben [4]. A molekula N-glikozilacidés tulajdonsagai
befolyasoljak annak funkcidjat, modosulasai indikatorai lehetnek a szervezetben zajld
gyulladasos folyamatoknak [5], melyek az elhizassal és gesztacios diabetessel tarsult terhesség
soran is fennallhatnak. A féként gyulladdsos valaszreakciok mérsékldjeként szamon tartott I[gA
antitestek az anyatejes taplalas révén bekerililve az 1jsziilott szervezetében tadmogatjak az
immunrendszer megfeleld miikodését. Az IgG és IgA N-glikozilacos mintazatanak modosulasa,
ezek tanulmanyozasa, illetve azonositdsa eszkdze lehet a terhesség sordn kialakulo, utédokat is
érintd negativ hatasok vizsgalatanak, valamint azok hatékony kezelésének és megeldzésének.

A kutatas soran feltételeztem, hogy az anyai clhizas és a gesztacios diabetes olyan
véltozasokat okoz a placentaris transzportfolyamatok mindségében és a két antitest N-
glikozilaciojaban, amelyek az anyai és utddokbol izolalt immunglobulinokon egyarant
detektalhaté igy befolydsolva a jovO generaciojanak sziiletéskori (sziiletési suly,
¢telérzékenység, C-reaktiv fehérje szint) és esetleges késObbi életmindségét, valamint

egészségiigyi allapotat.

A tiidérak magas el6fordulasa a COPD-vel korabban diagnosztizalt betegek korében azt
sugallja, hogy k6zos patomechanizmusai lehetnek a két betegségnek, mint példaul a korai
oregedés a tlidoben, genetikai hajlam a betegségre, kozos intracellularis utak aktivalasa,
novekedési faktorok fokozott expresszidja, gyakori léguti megbetegedések vagy epigenetikai
tényezOk [6]. Mindkét 1égzdszervi megbetegedés esetében kulcsfontossagi a terapia
hatékonysaga szempontjabol a korai diagnézis feldllitasa €s a személyre szabott terapia
mihamarabbi elkezdése.

A PhD munkdm soran célom olyan 0j glikomikai moddszer kidolgozéasa volt, mellyel
lehetévé valhat a szérum IgG és IgA N-glikozildciés mintdzatvaltozasanak egyszerii, gyors €s
koltséghatékony vizsgalata. Célom volt tovabba szérum mintdk N-glikanprofiljanak
clemzésével a fent emlitett korképre jellemz6 glikobiomarkerek azonositasa. Ez utdbbiak

segitségével megjosolhatéva valhat a COPD kialakulasa a kiilonb6z6 rizikocsoportok kdrében,



valamint lehetévé teheti a mar COPD-s betegek esetében az esetleges malignus transzformécio

korai stddiumu kimutathatdsagat.

Mivel az altalam vizsgalt korképek jellemzden szoros eléfordulast mutatnak, igy munkam
soran f6 célom volt a betegségek differencialdiagnosztikai jelentdségli glikobiomarkereinek

feltarasa.

2. Anyagok és modszerek

2.1. Reagensek

A kisérletekhez felhasznalt standard, 1gA, haptoglobin (Hp), alfa-1-antitripszin (ALAT) és
transzferrin (Tf) a Molecular Innovations (Novi, MI, USA) cégtdl keriilt beszerzésre mig a
standard human szérum ¢és IgG a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl kertilt
megvasarlasra. A standard glikoproteinek mindegyike a forgalmazok adatai szerint > 95%
tisztasaggal volt jellemezhetd. A fehérjék denaturalasahoz felhasznalt natrium-dodecil-
szulfatot (SDS) a VWR (Radnor, PA, USA) cégtdl, a fehérjék szolubilizdlasara hasznalt RIPA
lizispuffert (Radio-Immuno-Precipitation Assay) a Merck (Darmstadt, Germany) cégtdl
vasaroltam. A fehérjék aszparagin-kotott glikan strukturdinak enzimatikus felszabaditasahoz
peptid N-glikanaz F (PNGase F) enzimet az Asparia Glycomics (San Sebastian, Spain) cég
szolgaltatta. A glikoproteinek felszabaditott glikdntartalmdnak analiziséhez hasznalt Fast
Glycan Labeling and Analysis Kitet a SCIEX cégtél (Brea, CA, USA) szereztem be. A Kit
tartalmazta a glikdn strukturdk fluoreszcens jeloléséhez sziikséges 8-aminopirén-1,3,6-
triszulfonsavat (APTS), a mintatisztitdshoz hasznalt magneses gyongyoket, a mérések soran
standardként alkalmazott maltooligoszacharid 1étrat és maltozt, valamint az HR-NCHO ¢és
NCHO elvalaszt6 puffert. A mintak glikanstruktirainak pontosabb meghatarozasahoz hasznalt
kotésspecifikus exoglikozidazok: Arthrobacter ureafaciens szialidaz, Canavalia ensiformis
galaktozidaz és hex6zaminidaz a ProZyme (Hayward, CA, USA) cégtdl keriilt beszerzésre. Az
acetonitril, natrium-cianoborohidrid (1 M-os, tetrahidrofuranos oldat), glicerin, ditiotreitol
(DTT), ammonium acetat (AmAC), natrium-foszfat (NaH2POs) és imidazol a Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA) cégtdl keriilt megvasarlasra. A natrium-kloridot (NaCl) a MOLAR
CHEMICAL Kft-t6l (Halasztelek, Magyarorszag) vasaroltam. Az IgG szérum mintakbol
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torténd tisztitasahoz alkalmazott Protein G mikoraffinitas oszlopokat és a puffereket, valamint
az IgA specifikus kifogasahoz hasznalt Ni-IMAC oszlopokat a PhyNexus (San Jose, CA, USA)

cégtdl vasaroltuk.

2.2. A szobahoémérsékleten torténo tarolas N-glikozilaciora Kifejtett hatasat

vizsgalo kisérletekhez gyiijtott periférias vérmintak

A szobahOmérsékleten torténd tarolds a szérum N-glikanprofiljara kifejtett hatdsanak
vizsgalatara a klinikumban hagyomanyosan alkalmazott szérum vérvételi csovet alkalmaztam,
a referencia N-glikanprofilt adé6 mintat az el6irasoknak megfeleléen kezeltem. Nyolc
egészséges fiatal onkéntestdl szarmazo vénas vér véralvadas aktivatorral (SiO2) és szeparator
géllel ellatott Vacutainer vérvételi csébe keriilt levételre. A vérvételi csdveket a Becton,
Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, USA) cégtdl szereztem be. A vizsgalatban részt
vevo alanyok sorabdl 3 személy szérum mintéit az eldkisérletek soran a vizsgalati paraméterek
beallitasahoz hasznaltam, mig a kisérletbe bevont valamennyi alany mintait (n=8) poolozast
(mintak azonos mennyiség Osszekeverése) kovetden ismét feldolgoztam és analizaltam
kapillaris elektroforézis késziilék segitsé¢gével.

A kontroll idépont mint4jat a vérvétel utan 30 percig allni hagytam szobahdmérsékleten
(24-25°C), majd 4°C homérsékleten 20 percig (2690 x g) centrifugaltam. Ez az id6 sziikséges
a véralvadasi folyamat lejatszodasahoz, amely atlagosan 60 percrél 30 percre gyorsul fel a SiO2-
al porlasztassal bevont fali vérvételi csovekben. Minden tovabbi mintat még azok
centrifugaldsa eldtt 4llni hagytam szobahdmérsékleten a vérvételrdl szdmitva 90; 150 és 270
percig. A levett teljes vérmintakat 2690 x g alkalmazasaval centrifugaltam 20 percig 4°C
homérsékletre allitva a centrifuga termosztatjat. Az igy kapott szérum frakciokat azok egyenld

részekre torténd osztasat (aliqutolas) kovetden -20°C-on taroltam tovabbi felhasznalasukig.

2.3.  Szérum mintak elokészitése a mintavételtél a centrifugalasig eltelt idé

fiiggvényében bekovetkezo N-glikanprofil-valtozas analizisére

A 2.2 pontban leirtak szerint kapott szérum mintak 2 pL-ét 10 pL térfogatra higitottam
HPLC tisztasagu vizzel, majd glikoprotein tartalmukat 5 pL. denatural6 oldat (0,375% NP-40;
12,75% glicerin; 0,625% SDS ¢és 12,5 mM DTT) hozzaadasaval homérséklet gradienst

alkalmazva denaturaltam és redukaltam. A denaturéldsi 1épés soran a termosztat hdmérsékletét
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5°C/perc fltési sebességet beallitva 30°C-rol 80°C-ra emeltem [7]. A fehérjék aszparagin
aminosavaihoz N-glikozidos kotéssel kapcsolt cukorstruktarait enzimatikus emésztés révén, 1
pL PNGase F (200 mU) és 19 pL. HPLC tisztasagl viz hozzdadéasaval szabaditottam fel a
mintak egyéni mintaelokészitése soran. A poolozott szérum mintdk esetében 16,7 mM
ammoénium-acetat (pH 6,9) puffer oldatot alkalmaztam az N-glikanok enzimatikus
felszabaditasakor. A mintdkat 50°C-on 1 6ran keresztiil inkubaltam, majd 1 percig jégre
helyezve hiitottem, fehérje tartalmukat 70 pL jéghideg acetonitril hozzaadéasaval kicsaptam. Ezt
kovetden a kapott precipitatumot és feliiluszot, amely a felszabaditott N-glikdnokat tartalmazta,
centrifugalassal szétvalasztottam (11290 x g, 10 perc) egymastol. A feliilliszét vakuum
centrifuga (SpeedVac, Thermo Scientific, Schaumburg, IL, USA) segitségével beszaritottam, a
cukorkomponenseket a 2.7 pontban bemutatott fluoreszcens jeloléoldattal jeldltem egy
¢jszakan at 37°C-on nyitott kupak mellett, beszaradasig [8]. A magneses gyongyokkel torténd

tisztitasi 1épést kdvetden a mintakat a 2.7 pontban leirtak szerint kezeltem.

2.4. Anyai és gyerek szérum mintak IgG és IgA glikozilacios analizise

Az N-glikozilaciés analizisre szant mintdkat a Szegedi Tudoményegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont, Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinika munkatarsai bocsatottak a rendelkezésemre, a mintak gyijtése a 172/2018-SZTE szamu
etikai engedélynek megfelelden tortént. A résztvevOk toborzasa soran a kutatasbol torténd
kizar6 okként hataroztuk meg azokat a tényezdket, amelyek a tulstlyon/elhizdson kiviil
fokozott kockéazatot jelentenek a GDM kialakuléaséra illetve azokat, amelyek befolyasolhatjak
az N-glikanprofilt. A kutatds sordn tejmintdk gytijtésére is sor keriilt a szérum mellett, és
azokbol nemcsak glikozildcids, hanem zsirsav analizis is tortént a Magyar Agrar ¢és
Elettudoméanyi Egyetem munkatarsainak kozremiikddésével, igy a mintavételi kritériumok

Osszehangolasat kovetden kizartuk az alanyokat a kutatasbol ha:

1) az anya I. tipusu diabétesz mellituzsban szenvedett vagy

2) az anya valamilyen kiilonleges étrendet kovetett

3) az anya és/vagy gyermek esetében genetikai rendellenességre deriilt fény
4) ikerterhesség és

5) csaszarmetszéssel torténd sziilés [9]



A vérmintak a sziilést kovetd 12. héten keriiltek levételre. A vizsgalati csoportok kialakitasa
soran az anyai BMI értéket, valamint a GDM meglétét vettiik figyelembe. BMI > 30 esetén az
alanyok az elhizott, mig BMI < 30 érték esetén a normal teststilyt csoportokba keriiltek. Ennek

megfelelden a kovetkezd csoportokat alakitottam ki:

1) Normal teststlyt anya gesztacios diabétesz mellitusz nélkiil — HNW (Healthy Normal
Weight)

2) Elhizott anya gesztacios diabétesz mellitusz nélkiil — HOB (Healthy Obese)

3) Normal testsulyt anya gesztécios diabétesz mellituszszal - NWGDM (Normal Weight
with Gestational Diabetes Mellitus)

4) Elhizott anya gesztacios diabétesz mellitusszal — OGDM (Obese with Gestational
Diabetes Mellitus)

Minden csoport N-glikozilacids analizise elétt 15-15 minta keriilt poolozasra az anyak és
gyermekek esetében egyarant. A csoportok anyditél szarmazd szérum mintakbol affinitds
kromatografiaval tisztitottam az IgG és az IgA, a gyermekek szérum mintdibol pedig az IgG

antitesteket.

2.5.  Szérum mintak elokészitése IgG és IgA N-glikozilacios analizisre

Az IgG mintdkbol torténd specifikus kifogadsdhoz 40 pL térfogati Protein G, az IgA
kifogasahoz 40 pL térfogati Ni-IMAC (Nickel Immobilized Metal Affinity Chromatography)
kromatografids mikrooszlopokat (PhyNexus, San Jose, CA, USA) alkalmaztam. A félig
automatizalt 1gG és IgA kifogasi 1épést a PhyNexus Inc. altal a rendelkezésemre bocsatott
PumpControl 2 szoftver és az altala vezérelt, szintén a cégtél kapott E4 XLS+ tipusu
elektronikus pipettaval végeztem. A fehérje tisztitasi 1épéseket IgG esetében Mesko és mtsali.
[10] altal publikalt eljarasnak a rendelkezésre alld6 mintamennyiségre torténd optimalizalasaval
valositottam meg.

IgA szérum mintabol torténd tisztitisahoz Mészaros és mtsai. [11] altal kidolgozott eljarast
alkalmaztam annak modositasat kovetden. Az IgA specifikus megkdtéséhez sziikséges N-
termindlisan 10 His-Tag-et tartalmaz6 Z(IgA1) affibody molekuldkat a Pannon Egyetem Bio -
nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézet munkatarsaitol kaptam tovabbi

felhasznalasra.



2.5.1. IgG tisztitasa

Alkalmazott pufferek:
1) 5 x toménységii Felk6t6/Mosoé puffer 1. (Puffer A): 50 mM NaH2POs, 0,7 M NaCl (pH
7,4)
2) Moso puffer II. (Puffer P): 140 mM NaCl
3) Elualo puffer: frissen készitett 10% ecetsav (pH 2,5)

Az 1gG szelektiv kifogasa soran hasznalt Felk6té/ Moso puffer 1. (Puffer A), valamint a Moso
puffer Il. (Puffer P) oldatok a PhyNexus altal forgalmazott ,,Box of 96 PhyTip® columns (1 ml

volume) containing 40 pul of Protein A affinity resin per column” csomag részét képezték.

A mintak elokészitése a kovetkezok szerint tortént:

A szérum mintdk 220 pL térfogatdhoz azonos mennyiségli 1x tdménységiire higitott Puffer A
Felk6t6/Moso puffert adtam, majd a mintak és a puffer keverékébol alapos vortexelést kdvetden
400 pL keriilt felvitelre az oszlopokra hegyenként azok 200 pL Puffer A oldattal torténd
elokészitése utan. Az IgG felkotését kovetden 200 puL Puffer P pufferrel mostam a tolteteket,

majd a felkotott antitesteteket frissen készitett 200 pLL 10 % ecetsavval mostam le.

Mivel az elual6 puffer er6sen savas kémbhatast, igy toltetekrdl leoldott mintakat puffercsere
és térfogatcsokkentés céljabol 10 kDa centrifugalis sziirét tartalmazd mikrocentrifuga csbe
vittem at. Az ecetsavat 11 384 x g-vel 10 percig torténd centrifugalassal tavolitottam el. Az
esetlegesen a szlirdn marado ecetsav eltavolitasa érdekében 50 uL HPLC tisztasagl vizet adtam
a szir6hoz, majd 11 384 x g-vel ismét centrifugaltam azokat 10 percig. A fehérjék denaturalasat
a szir6 feliiletén végeztem 10 pL viz és 4 uL denaturald oldat (400 mM DTT, 5% SDS)
hozzaadasaval (80°C; 10 perc). A termosztatban torténd parolgas elkeriilése érdekében az
inkubalasok soran a mikrocentrifuga csovek tetejét minden esetben parafilmmel vontam be. A
denatural6 oldat centrifugalassal torténd eltavolitdsa utan mostam a sziird feliiletét 30 puL vizzel
11 384 x g-t alkalmazva 10 percig. A 10 kDa sziir6t athelyeztem tiszta mikrocentrifuga csobe,
majd a feliiletén 1év6 denaturalt és redukalt fehérjék N-glikan tartalmat 49 uL. 20 mM NaHCOs3
(pH 7,0) és 1 uL. PNGase F enzimet (200 mU) alkalmazva 37°C-on egy éjszakan 4t (overnight)
torténd inkubalassal szabaditottam fel.

A felszabaditott N-glikdnokat lemostam a sziirérdl 30 uLL. HPLC tisztasagu vizzel és 11 384

X g-vel 10 percig torténd centrifugalassal, majd vdkuum centrifuga (Thermo Scientific,



Schaumburg, IL, USA) alkalmazasaval beszaritottam a szénhidratot tartalmazo atfolyot. A
beparolt N-glikanokat 6 ulL 20 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS) (15% ecetsavban
feloldva) és 2 uL 1 M natrium-cianoborohidrid (NaBH3CN) oldat (tetrahidrofuranban oldva)
elegyével jeldltem meg 37°C-on 1 ¢jszakan at torténd inkubaldssal. A jelolést kovetden a

mintakat a kapillaris elektroforézissel torténd analizisig a 2.7 pontban leirtak szerint kezeltem.

2.5.2. IQA tisztitasa

Alkalmazott pufferek:
1) Z(IgA1l) kot6 puffer (Puffer A): 20 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl (pH 7,4)
2) IgA kot6 és moso puffer (Puffer B): 50 mM imidazol, 20 mM NaH2POs, 500 mM NaCl
(pH 7,4)
3) Elualé pufter (Puffer C): 20 mM NaH2POs, 50 mM NaCl, 500 mM imidazol (pH 2,5)

Szérum mintak 100 pL térfogatahoz 900 puL Puffer B IgA kotd és moso puffert adtam. Az
oszlopokat 400 uL Puffer A oldattal el6zetesen kondiciondltam, majd funkciondltam Puffer A
torténd immobilizalasaval. Az affibody felkotését kovetden kétszer mostam a tolteteket 400 ulL
Puffer B oldattal. Az IgA Z(IgAl) affibody-hoz torténd kikotése utan ismét mostam a nem
specifikusan kotddott molekuldk eltavolitdsa érdekében a mikrooszlopokat kétszer 500 pL
Puffer B oldattal, majd elualtam az oszlopokrol a Z(IgAT1) — IgA komplexet 200 pL. Puffer C
alkalmazasaval. A mintdkat a tovabbiakban a 2.5.1 pontban leirt mintaelokészitési 1épések

szerint kezeltem.
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2.6. A tidorak és a COPD kozotti N-glikozilacios eltérés analizise céljabol

gyujtott mintak

A kontroll, tiidérakban, COPD-ben, valamint a két betegségben egyiittesen szenvedd
(komorbid), vizsgalatba bevont alanyok szérum mintai koziil vizsgalati csoportonként 100-100
darab kertilt kivalasztasra, melyek csoportonként pooloztam. Az egyes csoportokon beliil a
nemek aranya és a csoportok atlagéletkora a kdvetkezOk szerint alakult: 1) Kontroll 61% férfi
és 39% nd (56,04 + 14,46 atlagéletkor), 2) COPD 52% férfi és 48% nd (66,20 + 9,68
atlagéletkor), 3) tiidérak 64% férfi és 34% nd (64,42 = 9,05 atlagéletkor), 4) Komorbid (COPD
¢s tidorak) 72% férfi és 28% nd (65,19 + 8,38 atlagéletkor). A mintak gyujtése a 23580-
1/2015/EKU (0180/15) szamon nyilvan tartott etikai engedélyben foglaltaknak megfeleléen a
miskolci Borsod-Abauj-Zemplén Megyei Kozponti Koérhaz és Egyetemi Oktatokorhaz,
Semmelweis Tagkorhaz Tiidogyogyaszati Osztalyanak munkatarsai segitségével valdsult meg.
A vizsgalatbol kizartam azokat a pacienseket, akik egyéb tiidobetegségben szenvedtek ¢és
azokat, akik esetében a tiidérdk, mint attét jelentkezett. Kizartam tovabba a kiilonb6zo

autoimmun megbetegedéssel diagnosztizalt pacienseket és a kabitoszer-fiiggd alanyokat.

2.7. A szérum és standard glikoprotein mintak elokészitése N-glikozilacios

eltérések vizsgalatara

A fehérje standardok felhasznalasaval 10 mg/mL torzsoldatokat készitettem, melyekbdl a
fehérjék méréseihez 10 -10 pL térfogatot hasznaltam fel. A human szérum N-glikozilacios
profiljanak modellezésére megalkotott standard fehérje-keverék (Standard Protein Mixture —
SPM) létrehozéasdhoz felhasznalt minden glikoprotein oldat kiinduldsi koncentracidja 10
mg/mL volt az IgG kivételével, amely torzsoldata 50 mg/mL koncentracidban tartalmazta a

fehérjét. Az SPM a standard fehérjéket az alabbi célkoncentraciokban tartalmazta:

1) Haptoglobin (Hp) — 2,0 mg/mL (0,3-2,0 mg/mL)

2) Transzferrin (Tf) — 3,0 mg/mL (2,0-3,6 mg/mL)

3) Alfa-1-antitripszin (A1AT) — 1,0 mg/mL (0,9-2,0 mg/mL)
4) 1gA —2,1 mg/mL (0,7-4,0 mg/mL)

5) 1gG —7 mg/mL (7-16 mg/mL)
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A célkoncentraciock  mogott  zardjelben  a  fehérjék  fiziologias  szérum

koncentraciotartomanyait tiintettem fel [12].

crcr

crer

modositottam, amig annak N-glikanprofilja hasonlovd nem valt az emberi szérum N-
glikozildciés mintdzatdhoz. Az alkalmazott glikoproteinek tisztasdgat azok glikozilacios
analizise elott SDS-PAGE gélelektroforézis segitségével ellendriztem, melyhez 10-20% Tris-
Glicin eléontott géleket (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) hasznaltam a gyartd

utasitasainak megfelelden.

A szérum mintak vizsgalatdhoz minden esetben 2 pL szérumot 8 uL HPLC tisztasagu viz
hozzaadasaval higitottam, fehérjetartalmukat 65°C-on 10 percig denaturaltam és redukaltam 5
pL eldre elkészitett denaturdld oldat hozzdadéasaval [60 pL 1x toménységilire higitott RIPA
puffer (50 mM Tris-HCI pH 7.,4; 150 mM NaCl; 0,25% natrium-deoxikolat; 1% NP-40 és 1
mM EDTA), 10 pL 5% SDS és 10 uL 100 mM DTT]. A fehérjék N-kotott cukorstruktarait
enzimatikus emésztéssel, 1 pL PNGase F (200 mU) enzim és 50 pL viz hozzdadaséaval
szabaditottam fel. A komplex N-glikan struktarak hémérséklet és pH-érzékeny a(2-3,6,8,9)
kotott szialsav egységeinek eltavolitasa céljabol a reakcidelegyhez 1 pL  Arthrobacter
ureafaciens szialidaz (1 U) enzimet is adtam, majd a mintakat az enzimekkel 50°C-on 1 6ran
at inkubaltam. A mintakat ezt kovetden jégre helyezve 1 percig hiitdttem, majd fehérjéit 120
pL  jéghideg acetonitril hozziaddsaval kicsaptam. A kicsapott fehérjéket a cukor
komponensektdl 11 290 x g centrifugalis erd alkalmazéasaval valasztottam el. A centrifugalast
5 percig végeztem. A vizsgalni kivant N-glikdnokat tartalmazé feliiluszot ezt kdvetden
vakuumcentrifuga segitségével beszaritottam, majd fluoreszcens jeloldoldat hozzaadasaval
[4 uL 40 mM APTS (20% ecetsavban oldva), 2 pL NaBH3CN (1 M tetrahidrofuranban oldva)
és 4 uL 20% ecetsav] megjeloltem. A jeldlési Iépést 50°C-on 1 oran keresztiil zart kupakkal,
majd a mintatartok kupakjainak felnyitasat kovetéen tovabbi 1 6ran at 55°C-on [8] beszaradasig
végeztem. A jelolt mintakat ezt kdvetden magneses gyongyok alkalmazasaval tisztitottam meg
a feleslegben alkalmazott fluorofor jelold agenstdl. Ezen tisztitasi 1épés sordn a mintdkhoz
acetonitril keriilt hozzdadasra annak érdekében, hogy az oldatban a 87,5% acetonitril
koncentraciot elérjem, mely végkoncentracidé a cukrok magneses gyongyokhodz torténd

kotédésének idealis koncentracidja [13]. A glikanokat a gyongyokrél HPLC tisztasagh vizzel
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elualtam, majd vagy azonnal kapillaris elektroforézissel analizaltam, vagy késObbi mérés

céljabol -20°C-on taroltam.

2.8. A Kkapillaris elektroforézis késziilék

A kapillaris elektroforetikus mérések kivitelezéséhez 1ézer indukalt fluoreszcens detektorral
ellatott PA800 Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)
késziiléket hasznaltam. A detektdlashoz a mintakban 1évé APTS festéket Ar-ion lézer altal
kibocsatott 488 nm hulldmhosszusagu fénnyel gerjesztettem, a festék altal emittalt fényt
emisszios filter segitségével (520 nm) gytjtéttem. Az elvalasztasok soran 50 cm effektiv
hossztsagu (60 cm teljes hosszusagu), SO0 um belsé atmérdji nem bevont falu ugynevezett BFS
(Bare Fused Silica) kapillarist hasznaltam. A kapillarisokat HR-NCHO (pH 4,75) vagy NCHO
(pH 4,75) elvalaszto gél pufferekkel toltéttem fel, melyekbe a mintat HR-NCHO gél esetén
elektrokinetikusan, NCHO gél esetén pedig nyomas alkalmazasaval injektaltam. A késziiléket
az elvalasztasok soran forditott polaritds lizemmodban (katdéd az injektalasi oldalon, anod a
detektalasi oldalon) hasznaltam. A mérések soran alkalmazott elvalasztdsi koriilmények

minden esetben feltiintetésre keriiltek az elektroferogramok alatt.

2.9. Adatok kiértékelése

Az adatok gytjtésére és feldolgozasara a 32Karat (10.1 verzio) szoftvercsomagot (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA) hasznaltam. A mérések eredményeiként Kkapott
elektroferogramok csucsai a gliikéz egység (GU) értékeik alapjan hozzarendelhetdk az egyes
glikan struktirakhoz. A GU értékek kiszamitasat a GUcal szoftverrel végeztem

(www.gqucal.hu) [14]. Az N-glikan struktirak csucsokhoz rendelését a szoftver beépitett

adatbazisanak felhasznalasaval, irodalmi adatok alapjan és kiils6 adatbazisban torténd keresés

révén végeztem (Www.glycostore.org). A vizsgalt mintak N-glikan tartalmanak azonositasa

soran az elektroferogramok azon csucsait tekintettem cukor struktiranak, amelyek atlagos
relativ csucsalatti teriiletszazaléka elérte a minimum 1% (teriiletszadzalék >1%) értéket. Az
elvalasztott komponensek normalizalt csucsalatti teriiletének szézalékos értékeit a PeakFit

v4.12 szoftverrel (SeaSolve Software Inc., San Jose, CA, USA) szamoltam ki.
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2.10. Statisztikai elemzés

Az eredmények elemzése soran a PeakFit szoftver alkalmazasaval kapott adatok
atlagértékeit és azok standard hibait hataroztam meg, melyek atlag + SD-ként vannak
feltlintetve. Statisztikai analizist GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA;
8.0.1 verzio) szoftverrel végeztem.

Az adatok eloszlasanak vizsgalatahoz minden esetben Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztam.
vizsgalata sordn mivel nem minden csiics mutatott normal eloszldst, Friedman probat
alkalmaztam [15] Dunn post hoc tesztjével kiegészitve [16]. A mintak N-glikan szerkezeteinek
szidlsav/neutralis ardnyanak alakuldsat Friedman probaval és Dunn tesztjével vizsgaltam. A
poolozott mintdk esetében a 150 percig tarolt minta szidlsav/neutralis szerkezeteinek
elemzésekor tapasztalt szorasnovekedés miatt ROUT aoutlier analizist végeztem (Q=1%).

Az anyai és gyermek szérum IgG ¢és IgA immunglobulinok N-glikozilacios analizise soran
Kruskal-Wallis tesztet végeztem, mely utan a csoportok kozti eltérés vizsgalatara Dunn tesztjét
alkalmaztam. A mintak N-glikan szerkezeteinek szialsav/neutralis aranyanak alakuldsat az
adatok normal eloszlasa esetén egyszempontos variancianalizisssel (One way ANOVA) és
Tukey teszttel, ellenkezd esetben Dunn tesztjével vizsgaltam.

A kontroll, COPD, tiidérak ¢és a két betegség egyiittes el6forduldsaban szenvedd betegektdl
szarmazo mintdk esetében Kruskal-Wallis tesztet végeztem, mivel a poolozés kovetkeztében
kialakult redukalt mintaszam miatt a normalis eloszlas biztonsaggal nem hatarozhatéo meg. A
vizsgalati csoportok kozotti eltérés meghatarozasihoz Dunn tesztjét alkalmaztam post hoc
analizisként [17].

A statisztikai elemzés soran a kiilonbségeket p<0,05 érték esetén tekintettem szignifikansak,

melyet az abrakon * jeldl az alabbiak szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p 0,001; **** p<0,0001.

3. Eredmények

3.1. Human szérum N-glikanprofil valtozasa szobahémérsékleten torténo

tarolas soran (24-25°C)

A szérum mintak egyéni (n=3) glikozilaciés analizise soran 13 {6 (legalabb 1%
teriiletszazalékot elérd) N-kapcsolt glikdn szerkezetet azonositottam. Mivel a szidlsavak
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szamos bioldgiai folyamatban szerepet jatszanak, igy foként a szialsavas struktirdk aranyanak
alakulasa volt az érdeklédésem kozéppontjaban, ezért ezen strukturaknak (SF - sialoform) a
neutralis szerkezetekhez (NF — neutral form) valo viszonyat értékeltem (SF/NF ratio). A
szialsavas strukturak aranyanak alakulasa (SF/NF ratio) szempontjabdl azt tapasztaltam, hogy
az id6 el6rehaladtaval a szialilalt szerkezetek aranya ugyan kismértékii, de folyamatosan
csokkend tendenciat mutatott, mely a 270 perces minta esetében mérséklodott. A SF/NF
aranyok alakuldsat statisztikai elemzésnek alavetve azonban nem tapasztaltam szignifikans
eltérést a csoportok kozott. Az esetleges egyéni eltérések figyelembevétele céljabol 8
egészséges Onkéntes szérum mintdjanak poolozasaval kapott N-glikédnprofil alakulasat
tanulmanyoztam. A kisérletek soran ammonium-acetat (16,7 mM, pH 6,9) oldatot alkalmaztam
az N-glikanok fehérjékrol torténd enzimatikus felszabaditasa soran pufferként, méréseimet a
nagyobb felbontast biztosit6 HR-NCHO elvélasztd pufferben végeztem. A mérési adatok
kiértékelése soran 16 N-glikan szerkezetet azonositottam. Az SF/NF arany vizsgalata soran a
poolozott mintak esetében szintén csokkenést figyeltem meg a kontrollhoz képest a 90 (3,35 =
0,46 ) és 270 perces (3,07 £+ 0,18) mintak szialsav tartalmaban, azonban a 150 percig (7,48 +
2,02) tarolt szérum mintak esetében a kontrollt (3,73 + 0,33) is meghaladd6 SF/NF arany
novekedést tapasztaltam. A novekedés mértéke azonban nem volt statisztikai szempontbol
szignifikans a kontrollhoz viszonyitva (p=0,1708), szemben a 90 perces (p=0,0115) és a 270
perces (p<0,0001) mintakkal. Az SF/NF arany azonban nem mutatott szignifikans eltérést sem
a kontroll és 90 perces (p>0,9999), sem a kontroll és a 270 perces (p=0,1057), sem pedig a 90
¢s 270 perces (p=0,8648) mintak esetében.

A poolozott mintak N-glikan szerkezeteinek Friedman ¢és Dunn tesztekkel végzett
statisztikai elemzése sordn a 16 azonositott csucsbol 6 esetében tapasztaltam statisztikailag
szignifikans eltérést, azonban ezek az eltérések egyike sem a kontroll idépont és valamelyik
egyéb vizsgalt idOpont kozott fordult eld. A szignifikans valtozdsok minden esetben a

kontrolltol eltérd idopontok kozott voltak megfigyelhetok.

3.2. Az anyai elhizas és a gesztacios diabétesz hatasa

3.2.1. Anyai és gyermek szérumbol izolalt 1gG N-glikozilaciéjanak dsszehasonlitasa

A PhD munkdm mésodik szakaszaban az anya és gyerek szérumbol Protein G affinitas
kromatografids mikrooszlopok alkalmazéasaval tisztitott IgG antitestek N-glikozilacid
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modosulésait tanulmanyoztam, mely sordn meghatdroztam az anyai és a gyermek szérum
mintdkban 1év0 IgG antitestek N-glikdn strukturait.

A egészséges normal testsulyu (kontroll) édesanyak csoportjabol izolalt IgG antitestek N-
glikozilacidjanak vizsgalata soran 14 olyan szerkezetet sikeriilt azonositanom, amelyek
megfeleltek az altalam korabban meghatarozott ¢és fent leirt kritériumnak (&tlagos relativ
teriiletszazalék > 1%). Ugyazen feltételnek a gyermekek szérum mintdinak IgG-eredeti N-
glikanprofiljat vizsgalva 13 csucs felelt meg. A szialsavas-neutrdlis szerkezetek aranyanak
Kruskal-Wallis és Dunn post hoc analizissel végzett Gsszehasonlitasa soran az egészséges,
normdl testsulyt anyak és gyermekeik (HNW anydk SF/NF=0,33 + 0,01; HNW anyak
gyermeke SF/NF=0,30 + 0,03; p=0,026); valamint az egészséges, de talsullyal kiizd6 anyak és
gyermekeik kozott (HOB anyak SF/NF=0,29 + 0,02; HOB anyak gyermekei SF/NF=0,34 +
0,02; p=0,0087) talaltam statisztikailag szignifikans eltérést.

3.2.2. Anyai elhizassal és gesztaciés diabétesszel szovodott terhesség hatasa az anyai

szérumbdl izolalt 1gG N-glikozilaciéjara

Az SF/NF arany Kruskal-Wallis teszttel végzett statisztikai elemzése sordn csak a HOB és
NWGDM csoportok kozott tapasztaltam csekély mértékii, de szignifikans eltérést (p=0,0197).
Az elemzés soran a HNW csoport nem mutatott szignifikdns eltérést sem a HOB (p=0,2699),
sem az NWGDM (p>0,9999), sem pedig az OGDM (p>0,9999) csoportok kozott. Emellett nem
volt szignifikans kiilonbség az OGDM ¢s HOB (p=0,2727), sem pedig az OGDM ¢s NWGDM
(p>0,9999) vonatkozdsaban sem. A szidlsavval terminalt szerkezetek aranydnak vizsgélata
mellett az egyes csiicsokhoz tartozé relativ teriiletszazalék adatokat statisztikai elemzésnek
vetettem ald. Az adatok elemzésére Kruskal-Wallis tesztet, majd Dunn post hoc analizisét
alkalmaztam, melynek eredményeként a 14 azonositott anyai N-glikan szerkezet koziil 3
kivételével (5., 7. és 11. csticsok) valamennyi struktira szignifikdns eltérést mutatott az egyes
csoportok kozott. A 11 szerkezetbdl, melyek szignifikans eltérést mutattak valamely vizsgalt
csoport kozott, 10 tért el a kontroll és barmely csoport kozott. Ebbdl 4 alapjan tudtam
elkiiloniteni egymastol a kontroll és a HOB (A2G2S2, p=0,0003; FA2G2S2, p=0,0006;
FA2BG2S2, p=0,0238; FA2 [6]G1, p=0,0133), 2 alapjan a kontroll és az NWGDM (FA2B,
p=0,0003; FA2B [6]G1, p=0,0098) és 7 szerkezet alapjan a kontroll és az OGDM (A2G2S2,
p=0,0314; FA2G2S2, p=0,0291; FA2BG2S2, p=0,014; FA2(3)G1S1, p=0,0193; FA2G2S1,
p=0,0088; FA2G2, p=0,0002; FA2BG2, p=0,003) csoportokat.
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3.2.3. Anyai elhizas és gesztacios diabétesz hatasa az utodok szérum mintaibol szarmazo

19G N-glikozilacidjara

A vizsgalati csoportok édesanyaitdl sziiletett gyermekek vérébdl izolalt IgG N-glikozilacios
vizsgalata soran 13 olyan csucsot azonositottam, melyek relativ teriiletszazalék értéke elérte a
legalabb 1% értéket. A szialsavas szerkezetek aranya Kruskall-Wallis és Dunn post hoc analizis
eredményeként szignifikansan magasabbnak bizonyult a HOB anyaktol sziiletett gyermekek
csoportjaban a kontroll (p=0,0423) és az OGDM anyak gyermekeihez viszonyitva (p=0,0225)
is. A két GMD meglétével diagnosztizalt anyai csoport gyermekei kozott szintén jelentds
eltérést tapasztaltam, az OGDM gyermekek szignifikdnsan alacsonyabb szialilacids fokkal
jellemezhetok a normal testsulya terhességi cukorbeteg anyak gyermekeihez képest (p=0,033).
A HNW és NWGD (p=0,0607), valamint HNW és OGDM (p>0,9999) csoportok kdzott nem
volt szignifikdns eltérés, ahogyan a HOB és NWGDM (p>0,9999) csoportok kozott sem. A
vizsgalt csoportok édesanyaitdl sziiletett gyermekek esetében azonositott 13 komplex N-
kapcsolt cukorstruktura koziil 9 (FA2G2S2; FA2(3)G1S1; A2G2S1; FA2; FA2[6]Gl1;
FA2[3]G1; FA2B[6]Gl; FA2G2 ¢és FA2BG2) relativ terliletszdzalék megoszlasaban
tapasztaltam statisztikai szempontbdl is szignifikans eltérést a csoportok kozott. Ebbdl a 9
struktrabol 3 alapjan tudtam a kontroll csoportot az HOB (FA2(3)G1S1, p=0,0076; FA2[6]G1,
p=0,0151; FA2B[6]G1, p=0,033) csoporttol, és 4 alapjan az NWGDM (FA2G2S2, p=0,0115;
A2G2S1, p=0,0225; FA2[6]G1, p=0,0003; FA2[3]G1, p=0,0197) anyaktodl sziiletett gyermekek

csoportjaitdl elkiiloniteni.

3.2.4. Anyai elhizas és a gesztaciés diabétesz hatasa az anyai szérumbdl szarmazo IgA N-

glikozilaciojara

Az anyai szérumbol izolalt IgA antitestek N-glikomikai elemzése soran 19 olyan cstcsot
tudtam azonositani, amelyek relativ teriiletszazalék értéke elérte a legalabb 1%-ot. Ezekhez a
csucsokhoz a GU értékeik, valamint adatbazisban torténd keresés és irodalmi adatok alapjan
rendeltem hozza a 20 N-glikan strukturat (a 9-es és 10-es strukturak komigraltak). Az
azonositott  N-glikdn szerkezetek jelentdés része, a 20 struktira koziil 15 statisztikai
szempontbol szignifikans eltérést mutatott legalabb két Gsszehasonlitott csoport kozott. A
vartakkal ellentétben azonban az elhizott anyak csoportjanak IgA N-glikozilacidja a kontroll
csoporttol csak egyetlen N-glikan szerkezet alapjan volt elkiilonitheté (A2[3]G1S1, p=0,0042),

szemben az 1gG antitestekkel, ahol a kontroll és az elhizott csoport 4 szerkezete is eltérést
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mutatott. A kontroll és a normal testsuly ellenére is GDM meglétével diagnosztizalt csoport
Osszehasonlitasakor 3 szerkezet (FA1[6]+A2BG2S1, p=0,0291; A1G1[6], p=0,0423), mig a
kontroll és az elhizott terhességi cukorbetegséggel diagnosztizalt anyak csoportjainak
Osszehasonlitasa soran 7 struktira (FA2BG2S2, p=0,0291; A[3], p=0,0132; M5, p=0,0027;
Al1G1[6], p=0,0006; FA1[3]G1, p=0,0225; A2G2, p=0,0197 és FA2G2, p=0,0065) tért el
szignifikansan. Meg kell azonban emliteni, hogy a kontroll és az elhizott gesztacios diabéteszes
anyak csoportja kozotti szignifikans eltérést mutatd csucsok jelentds része kisebb
teriiletszazaléku cstcs, atlagos értékiik nem haladja meg a 4%-ot. Ezért a kontroll csoporttdl az
ODGM csoportot biztonsaggal az FA2BG2S2, az A[3], valamint az A2G1[6] szerkezetek
alapjan lehet elkiiloniteni, melyek koziil kiemelkedik a monogalaktozilalt szerkezet. A
gyulladasos folyamatokat jelz6 szialilacié alakulasanak tekintetében azonban nem tapasztaltam

szignifikans eltérést a csoportok kozott.

3.3. COPD és tiidorak N-glikomikai analizise teljes emberi vérszérumbol

3.3.1. Standard human szérum és a szérumban nagy Kkoncentracioban jelen 1évé

standard fehérjék keverékének osszehasonlitisa

A kiilonbozé szovet- és sejttipusok eltérd fehérje glikoformakat expresszalhatnak
fiziologias és patologias koriilmények kozott, melyek a keringésbe keriilve diagnosztikai
jelentdségliek lehetnek. A tumordiagnosztika teriiletén az ilyen glikoproteinek igen vonzo
biomarker célpontnak tlinhetnek specificitdsuk miatt annak ellenére, hogy ezen fehérjék
varhatdan a pg/mL koncentraciotartomanyban lesznek fellelhetok a keringésben [18], ezért a
kellden érzékeny modszerek kidolgozasara nagy hangsulyt kell fektetni, melyek mind az id6,
mind az anyag, mind pedig a mintaigényt nagymértékben ndvelhetik. Bar a szérumban nagy
koncentracioban eléforduld fehérjék depletdlasaval nagyobb eséllyel tarhatnank fel a kis
szérumkomponensek ¢és az akut fazis fehérjék szintén hordozhatnak diagnosztikai szempontbdl
relevans informaciot [19], nem beszélve a teljes szérum/plazma analizisérdl [20]. A kiilonb6z6
fehérjéknek a szérumbol N-glikozilacios analizis céljara torténd specifikus tisztitdsa raadasul
jelentds 1d6- és koltségigényes eljarasokkal valdsithatdé meg, melyek mintaigénye a szérum
kozvetlen analiziséhez viszonyitva is nagy. Ennek kikiiszobolése érdekében kidolgoztam egy
uj potencialis modszert, mely segitségével a szérum minta egészének vizsgalataval nyerhetiink
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kell6 informaciot a szérumban legnagyobb mennységben jelen 1évo két antitest (IgG és IgA),
valamint tovabbi harom glikoprotein (Hp, Tf és A1AT) N-glikozilacios modosulasairdl. A
szérumban nagy koncentracidban jelen 1év6 6t fehérje fiziologids koncentracidtartomanyon
beliili 6sszekeverésével megalkotott deszialilalt modell szérum (Standard Protein Mixture —
SPM) és a kereskedelmi forgalomban kaphat6 standard human szérum deszialilalast kovetd
glikomikai elemzése soran mindkét mintatipus esetén megegyezd, 9-9 6 (atlagos relativ
terliletszazalék > 1%) N-kapcsolt glikdn szerkezetet azonositottam. Az analizis alapjan
elmondhat6, hogy az 1-4-es csucsok (FA2, FA2B, FA2(6)Gl, FA2(3)G1) az IgG-rol
szarmaznak, mig az 5-0s (A2G2) és a 6-os (FA2G2) csiucsok mind az 6t tanulmanyozott
fehérjén megtaldlhatok. A 7-es (FA2BG2) cstcs az IgG-rél és az IgA-rol egyarant
eredeztethetd, mig a harom antennaval rendelkezd strukturak, azaz a 8. (A3G3) és a 9. csticsok
(FA3G3) forrasa feltehetéen a haptoglobin fehérje. Meg kell jegyezni azonban, hogy az SPM-
hez vélasztott 6t fehérje az emberi szérum glikozilalt fehérjeinek kb. 85%-anak felel meg, ezért
elso kozelitésként ugy itéltem meg, hogy a megfigyelt kisebb kiilonbségeket az alacsonyabb
[21]. Tudorak, COPD és komorbid betegcsoportok N-glikozilacids analizise €s Statisztikai
elemzése

A betegcsoportok vizsgélata soran a standard szérumhoz, valamint az SPM mintdhoz
hasonldan 9 f6 (>1% cstcs alatti teriilet) N-glikdn strukturat sikeriilt azonositanom a mintak
glikanprofiljanak stabilitasat noveld deszialilalasi 1épést kdvetden a cstcsokhoz tartozdo GU
értekek alapjan. A szérum glikoproteinek N-glikozilacidjaban a struktirak részletes vizsgalata
soran a kontrollhoz képest ndvekedést figyeltek meg korabban azok elagazasanak meértékét
Branching Degree — BD) illetéen patologias korilmények kozott [22]. Mivel az elagazas
mértékének meghatarozasa szidlsavak nélkiil is diagnosztikus jelentdséggel birhat, ezért a
szérum mintdk deszialilalt N-glikdn szerkezeteinek relativ szézalékos eloszlasanak
felhasznalasdval meghataroztam a kontroll, COPD, tiidorak, valamint a komorbid csoportok

mintdiban az antennaris elagazas mértékét az alabbiak szerint:

Antennaris elagazas mértéke = Hairomantennas glikan struktira (%) / Osszes glikan struktira
(%)

Az antennaris elagazas mértékének vizsgalata soran valamennyi vizsgalt betegcsoportban
novekedést tapasztaltam a kontroll csoporthoz viszonyitva. A COPD betegek korében a

haromantennas szerkezetek aranya (0,07) bar jelentds, de statisztikailag nem mutatott
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szignifikans novekedést a kontroll (0,04) csoporttal (p=0,2492), valamint a komorbid csoport
0,05 (p>0,9999) értékével Osszehasonlitva. Az eltérés a tiidorakhoz viszonyitva sem volt
szignifikans (0,09; p>0,9999). Bar mindegyik csoport értéke ndvekedett a kontrollhoz képest,
a legjelentésebb novekedést a tiidérak (0,09) csoport vonatkozasaban figyeltem meg, a két
csoport kozti kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt (p=0,0134). A novekedést a
komorbid csoport esetében foként az FA3G3 struktira kismértékli, mig a COPD ¢s a tiidérak
csoport esetében ugyanezen glikdn szerkezet jelentds csucsarany novekedése, illetve a
mintaban jelen 1évé valamennyi mono-, valamint bigalaktozilalt struktira eltérd mértékii
valtozésa a kontroll csoport ardnyaihoz viszonyitva idézte eld.

Meghataroztam  tovabba a  vizsgalt Dbetegcsoportokban  azonositott  cstcsok
teriiletszazalékanak relativ valtozasat %-os értékben kifejezve a kontroll csoport azonos
struktiraihoz viszonyitva. Az elemzés soran ellentétes valtozast figyeltem meg az FA2
struktara relativ cstcstertilet % értékében, amely igy potencialis molekularis marker lehet, és
amely segitségével hatékonyan elkiilonitheté a COPD (-37,47% + 1,12) a tiidéraktol (+12,33%
+ 0,22), illetve mindkét tiidobetegség elkiilonithetd a struktira vizsgalatdval az egészséges
kontroll csoporttol.

A komorbid betegcsoport relativ csucsteriilet % értéke ugyanezen FA2 csucs esetében csak
kismértékben csokkent a kontroll csoporthoz képest (-0,60% = 0,01). A relativ csucstertilet
negativ %-0s valtozasa figyelhet6 meg a kétantennas core-fukozilalt biszekting FA2B, valamint
a core-fukozilalt kétantennds monogalaktozildlt FA2[6]G1 és FA2[3]G1 vonatkozasdban a
kontroll csoporthoz viszonyitva a COPD (FA2B: -49,18 + 1,34; FA2[6]G1: -49,09 + 0,63; és
FA2[3]G1: -44,92 + 1,20), a tiidérak (FA2B: -36,19 + 1,30; FA2[6]G1: -22,49 + 0,26;
FA2[3]G1: -19,84 + 1,52), valamint a komorbid (FA2B: -28,22 + 1,05; FA2[6]G1: -34,21 +
0,03; FA2[3]G1: -30,57 + 1,10) csoportban egyarant. Az FA2G2 struktira esetében bar kisebb
mértékli, de szintén negativ valtozas figyelheté meg mindharom vizsgalt csoportban a
kontrollhoz viszonyitva (COPD: -15,94 + 0,58; tiid6érak: -23,68 + 0,79; komorbid: -20,04 +
0,56). Ezen 4 glikan szerkezetet vizsgalva szintén elkiilonithetdk a betegségcsoportok a kontroll
csoporttol.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy SPM modell és standard szérum analizise alapjan az
FA2, FA2B, FA2[6]G1 és FA2[3]G1 csticsok valoszintileg IgG eredetiiek.

A legnagyobb relativ csucsteriilet-novekedés (+140,34% + 3,73) a tlidérdkban szenvedd
betegek alkotta csoportban volt megfigyelhet6 a core-fukozilalt haromantennas trigalaktozilalt
FA3G3 szerkezet esetében az egészséges kontrollhoz képest. Ugyanez a szerkezet + 81,70% =+
0,69 eltérést mutatott a COPD és csak +22,70% + 1,53 valtozast a komorbid betegeknél. Szintén
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figyelemre méltd novekedést tapasztaltam a COPD-s betegek A3G3 csucsanak teriiletszazalék
valtozasaban (+41,28% =+ 1,19) és a tiidorakos csoportban egyarant (+28,44% =+ 0,82), mig
ezeknél joval kisebb és ellentétes iranyl, negativ valtozas volt megfigyelheté a komorbid
betegek adatainak elemzése soran (-1,83% + 0,14). Ez a két core-fukozilalt haromantennas
szerkezet az SPM és szérum analizis alapjan feltételezhetéen a haptoglobin akut-fazis
fehérjébdl szarmazik.

Az A2G2 szerkezet bar a késobbi statisztikai elemzés soran nem bizonyult szignifikansan
eltéronek a csoportok kozott, az elsdként alkalmazott adatelemzési eljarasban pozitivan
valtozott minden betegségcsoport esetében a kontrollhoz képest. Az A2G2 és az FA2G2
szerkezetek lathatoan mind az 6t tanulmanyozott fehérjérdl szarmazhatnak az SPM modellben
¢s kovetkezésképpen a szérum mintadkban is igen nagy aranyban jarulhatnak hozzé ezen csticsok
%-o0s értékeinek alakulasdhoz. A legstabilabb N-glikan szerkezetnek az FA2BG2 tekinthetd
ezen elemzési modszer szerint, amely kevesebb, mint 10% -os valtozast mutatott az Gsszes
betegségcsoportban a kontrollhoz képest (COPD: +7,02% + 0,45; tiidérak: -2,66% + 0,03 és
komorbid: +1,21% =+ 0,04). A rendelkezésre all6 adatok alapjan gy itéltem meg, hogy ez a
csucs az IgG-és IgA immunglobulinokrdl szarmazhat.

A szérum mintak N-glikan szerkezeteihez tartozo teriiletszazalék értékek statisztikai
analizise soran a kontroll és a COPD csoportot osszevetve 3 (FA2B, p= 0,0134; FA2[6]G1,
p=0,0134; és FA2[3]G1, p=0,0134), mig a kontroll és a tiidorak csoportot Osszehasonlitva 2
(FA2G2, p=0,0194; és FA3G3, p=0,0134) N-glikan szerkezet atlagos teriiletszazalék értékében
tapasztaltam szignifikans eltérést. A két betegségcsoportot (COPD és tiidérak) szintén 2 (FA2,
p=0,0134 és az FA2BG2, p=0,0194), a COPD ¢és a komorbid csoportokat csak egyetlen N-
glikan szerkezet (A3G3, p=0,0134) alapjan tudtam elkiiloniteni egymastol. Az A2G2 N-glikan
struktara volt az egyetlen olyan, human szérumban detektalt neutralis cukor szerkezet, amely a

csoportok kozott nem mutatott szignifikans eltérést.
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4. Megbeszélés és Kovetkeztetések

4.1. Human szérum N-glikanprofil valtozasa szobahémérsékleten torténo

tarolas soran

Az N-glikom egyéni valtozékonysdga tekintetében a mintagyljtési id6 és allapot (pl.
tarolasi homérseklet ¢és 1d6), valamint a minta elOkészitése soran fellépd tényezdk nagy
jelentdséggel birhatnak, ezért kisérleteim egyik kozponti kérdése az volt, hogy a teljes vér
szobahdmérsékleten torténd taroldsa befolyasolja-e a centrifugalassal kapott szérum mintak
globalis N-glikanprofiljat. A munka elsd részében 3 egészséges onkéntestdl szarmazo szérum
minta teljes N-glikan tartalmanak szobahdmérséklet hatasara bekovetkezé valtozasat
vizsgaltam kapillaris elektroforézissel, mely sordn 13 f6 (legalabb 1% teriiletszazalékot elérd) N-
kotott glikan szerkezetet azonositottam. A sziadlsavval terminalt szerkezetek aranya a
varakozasoknak megfeleléen bar nem szignifikans, de kismértéki, folyamatosan csokkend
tendenciat mutatott a szobahdmérsékleten valo tarolasi id6 (30 perc, 90 perc, 150 és 270 perc)
novekedésével, egészen a 150 perces mintdig. Ez kovetden azonban a 270 perces minta
esetében az SF/NF arany novekedett és megkdzelitette a kiindulasi értéket.

A 8 egészséges onkéntes szérum mintdjanak poolozéasaval kapott N-glikanprofil alakulasat
tanulmanyozva a poolozott mintdkban 16 olyan aszparagin-kotott glikan szerkezetet sikertilt
azonositanom, amely relativ cstcsalatti teriiletszazalék értéke elérte az 1%-ot. A mintadk
szobahdmérsékleten toltott idejének novekedésével a SF/NF aranya a poolozott mintak
esetében is csokkend tendenciat mutatott. A 150 percig tarolt szérum esetében a kontroll mintat
is meghalad6 SF/NF arany novekedést tapasztaltam. A ndvekedés mértéke a 90 perces és a 270
perces mintak adataihoz képest volt szignifikans.

A mintak statisztikai elemzése sordn a 16 azonositott csiicsbdl 6 esetében tapasztaltam
statisztikailag szignifikans eltérést, azonban ezek az eltérések egyike sem a kontroll idépont és
valamelyik egyéb vizsgalt idépont kozott fordult eld. A jelentds valtozasok minden esetben a

kontrolltdl eltérd idépontok kozott voltak megfigyelhetdk.

Konkluzio:
A vérvételtdl a centrifugalasig, majd a szérum mintak fagyasztasaig eltelt id6 fliggvényében
dinamikus valtozast tapasztaltam az SF/NF arany tekintetében. A jelenség magyarazataul tobb

tényezd is szolgalhat:
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1) a szérumban szabad szialsav-transzferazok 1épnek miikodésbe

2) limfocitak és eritrocitak felszinérdl szabadda valo glikan szerkezetek eltoljak a kezdeti
SF/NF aranyt

3) esetleges gyenge hemolizis kovetkeztében az intracellularis organellumokbol
felszabadulo N-glikanok jelennek meg a szérumban idével, melyeket késobb a szabad

exoglikozidazok degradalnak [23].

Ezek a jelenségek mind feleldsek lehetnek az id6 elérehaladtaval tapasztalt szialsavas-
neutralis szerkezetek aranyaban tapasztalt valtozasokért. Ezért a preanalitikai tényezdk
hatasaitol mentes glikanprofil tanulmanyozasa érdekében célszertinek tartottam a mintakat a
lehetd legrovidebb idén beliil centrifugalni, szeparalni a szérumot a vér alakos elemeitdl és
tovabbi glikozilacios elemzésig fagyasztva tarolni. Amennyiben ez nem torténik meg, a kapott

eredmény nem minden idépontban tiikrozi a vérvételkori aktualis glikozilacids allapotot.

Mindazonaltal eredményeim arra utalnak, hogy a teljes vérminta centrifugalésig
szobahdmérsékleten torténd tdrolasdnak nincs jelentds hatdsa a szérum N-glikom alakuldsara a
vizsgalati csoportokon beliili szords novelésén tal, abban az esetben, ha a jelen dolgozatban
szimulalt mintakezelési hiba (hosszabb idejli tarolas szobahdémérsékleten centrifugalas eldtt) a
vizsgalatra gyljtott mintdk jelentds részénél nem fordult eld. A dolgozatban vizsgalt
koriilmények altal eldidézhetd szorasndvekedés kikiiszobolésére megoldast jelenthet a mintak
poolozésa abban az esetben, ha a betegadatok egyénenkénti elemzése €s 0sszehasonlitisa nem
célunk. A poolozids wugyanis a szoérds csokkentése mellett jelentdsen csokkenti a
mintafeldolgozas 1dd- és koltségigényeit, ezzel parhuzamosan pedig kiemeli az adott csoportra
leginkabb jellemz6é N-glikozilacios tulajdonsagokat.

A munkam eredményeként kijelenthetd, hogy a vizsgalt koriilmények kozott a szérum N-

glikom viszonylag stabil biomarker forrasnak tekintheto.
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4.2. Az elhizassal és gesztacios diabétesszel tarsulé terhesség hatiasa az anya és

gyermeke szérum mintaiboél izolalt 1gG N-glikozilaciojara

4.2.1. Anyai és gyermek szérumbol izolalt IgG N-glikozilacios mintazatanak alakulasa

Munkam soran elso 1épésként meghataroztam az anyai €s a gyermek szérum mintédkban 1évo
IgG antitestek N-glikan 6sszetételét CE-LIF alkalmazasaval. Az anyai IgG vonatkozasaban 14,
mig a csecsemok esetében 13 N-kotott cukorstruktirat tudtam azonositani. Az anyai €s gyermek
SF/NF arany Osszehasonlitdsa sordan az egészséges kontroll anyak és gyermekeik (HNW,
p=0,026), valamint az elhizott anyadk ¢és gyermekeik kozott (HOB, p=0,0087) taldltam

statisztikailag szignifikans eltérést.

Konkluzio:

Mivel az elhizott anyak esetében a kontrollhoz hasonloan szignifikans eltérést tapasztaltam
az anyai €s gyermek szérumbdl izolalt [gG N-glikozilaci6janak SF/NF ardnyaban, amely arany
a kontroll csoport aranyaval ellentétes iranya (HNW anyak SF/NF=0,33 = 0,01 ¢és gyermekeik
SF/NF=0,30 = 0,03; HOB anyak SF/NF=0,29 + 0,02 és gyermekeik SF/NF=0,34 + 0,02), igy
megallapitottam, hogy mind az elhizds, mind a GDM befolyasolhatja a placentaris
transzportfolyamatokat. A kapott eredmények tovabb erdsitik azt a feltételezest, miszerint a
meéhlepény képes lehet ,,érzékelni” az anyai kornyezetet €s alkalmazkodva ahhoz megvédeni a
magzatot az anyai elhizasban és gesztacios diabetesben jelenlévd karos gyulladésos, oxidativ,
hiperinzulinemias kornyezett6l [24]. igy a korabbi vizsgalati eredményeket is figyelembe véve
ugy gondolom, hogy a jovOben tovabbi alanyok bevonasaval alosztaly és kotOhelyspecifikus
IlgG N-glikozilacios analizis elvégzése lenne célszeri, kiegészitve a placenta gyulladasos
markereinek analizisével. Ezen vizsgéalatokkal kdzelebb juthatunk az antitestek méhlepényen
keresztiili transzportfolyamatainak, és ezaltal a magzat immunrendszerének fejlodését

befolyasold tényezdk a jobb megértéséhez is.

4.2.2. Anyai elhizas és gesztacios diabétesz hatasa az anyai szérum IgG N-glikozilacidjara

Az anyai szérumbdl izolalt IgG N-glikomikai elemzése soran az azonositott 14 struktura

kozil 11 mutatott szignifikans eltérést valamely vizsgalt csoport kozott. Ebbdl 10 szerkezet tért
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el szignifikansan a kontroll és valamely, elhizassal, GDM kialakulasaval, esetleg mindkettovel

szOov6dott anyai csoport kozott.

Konkluzio:

Az SF/NF arany Osszehasonlitasa soran bar kizarolag az elhizott (HOB) anyak esetében
tapasztaltam szignifikans, de kismértékii csokkenést az NWGDM csoport szialilaltsagahoz
viszonyitva (p=0,0197), megfigyelhetd volt az OGDM csoport SF/NF aranyanak csokkenése is
a kontroll és az NWGDM csoporthoz viszonyitva. Az eredmények, miszerint statisztikai
szempontbol is szignifikans eltérés csak a HOB és az NWGDM csoportok kozotti volt, illetve
hogy az aranyszam az NWGDM csoportjaban egyaltatlan nem valtozott a kontrollhoz
viszonyitva azt jelzi, hogy az IgG N-glikozilacidjara inkabb az elhizasnak, mintsem a GDM-
nek van hatasa az édesanyék esetében. Igy a tapasztalt csokkent SF/NF arany az elhizas soran
fellépd gyulladésos folyamatokat jelezheti, ugyanakkor a kismértékii valtozasok lehetséges oka
az 1gG N-glikozilacidjanak terhesség el6tti allapotara torténd fokozatos visszatérése is lehet a
sziilést kovetéen [25]. Emiatt a GDM okozta esetleges valtozasok mar kevésbé észlelhetdk a
két érintett csoportban. A GDM csoport vizsgalatdnak eredményei ugyanakkor 6sszhangban
allnak egy nemrégiben megjelent kutatas eredményével, amely szerint az IgG N-glikozilacidja
alapjan nem lehet elkiiloniteni egymastol a normal és a GDM édesanyak csoportjait [26], igy
eredményeim alapjan megerdsithetem, hogy az 1gG N-glikozilacids vizsgalata feltehetéen nem
alkalmas a GDM kialakulasanak eldrejelzésére. A szintén kronikus gyulladassal jaré reumatoid
szerkezetek galaktozildciojanak és szialilaciojanak a novekedésérdl szamoltak be a betegség
javulasaval parhuzamosan [27] [28], igy feltételezhetd, hogy a terhesség soran végbemend
hormonalis véltozasok képesek valamelyest ellenstilyozni az elhizas és a GDM kéros hatésait,
melyeket 19G N-glikozilacios vizsgalatokkal esetleg feltarhatnank.

Mivel azonban az OGDM csoport magasabb SF/NF arannyal rendelkezett, mint a HOB
csoport, illetve jelentds eltérést figyeltem meg a méhlepényen keresztiil a gyermekekbe atjutott
lgG N-glikozilacigjaban, igy a kapott eredmény alapjan tovabbi vizsgalatok elvégzését tartom
indokoltnak akar nagyobb anya-gyermek parokbol kialakitott csoportokkal.

Mivel az FABG2S2 szerkezet szignifikans eltérést mutatott a kontroll és a HOB, valamint
a kontroll és az OGDM csoportok kozott, igy a szerkezet az elhizds hatasait tiikrozheti,

nyomonkdvetése esetleges tovabbi vizsgalatok soran javasolt.
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4.2.3. Anyai elhizas és gesztacios diabétesz hatasa a gyermekek szérum mintaibol izolalt

1gG antitestek N-glikozilaciojara

A vizsgalt csoportok édesanyaitol sziiletett gyermekek esetében 13 azonositott komplex N-
kapcsolt cukorstruktura koziil 9 relativ teriiletszazalék megoszlasaban tapasztaltam statisztikai
szempontbol is szignifikans eltérést a csoportok kozott. Ezen struktirakbol 3 alapjan tudtam a
kontroll csoportot az HOB (FA2(3)G1S1, FA2[6]G1, FA2B[6]G1), és 4 alapjan az NWGDM
(FA2G2S2, A2G2S1, FA2[6]G1, FAZ2[3]G1l) anyaktol sziiletett gyermekek csoportjaitol
elkiiloniteni.

A mintdk SF/NF aranyaban a kontroll csoport értékéhez képest mind az elhizott anyak
gyermekei, mind a normal testsullyal rendelkez6 GDM anyaktol sziiletett gyerekek esetében
kismértékli novekedést tapasztaltam, mig mindkét rendellenességet mutatod csoportban érdekes
moddon a kontrollal megegyezd értéket kaptam.

Szignifikans a HNW és HOB (p=0,0423), HOB és OGDM (p=0,0225), valamint az NWGDM
¢s OGDM (p=0,033) csoportok kozotti kiillonbség volt.

Konkluzio:
Az adatok tiikrében megallapithatd, hogy:

1) Mind az elhizas, mind a GDM befolyasolhatja a gyermekekben detektalt IgG molekulak
N-glikozilaciojanak szialilaltsagat.

2) Feltételezhetd, hogy a placentan az inkabb antiinflammatorikus hatassal rendelkezd
antitestek jutnak at, kompenzalva az anyaméh esetleges gyulladasos kornyezetét, mivel
az elhizassal és GDM-vel tarsult terhességbdl sziileté csecsemdk 1gG N-glikanjai
megndvekedett SF/NF arannyal rendelkeznek. A szialsavas szerkezetek aranyanak
novekedése az IgG antiinflammatoérikus hatasait erdsiti.

3) A glikozilacio szelektiv IgG transzport [29] ennek a védelmi mechanizmusnak része
lehet, mely eredményeként gyulladasos koriilmények kozott a placenta a magasabb
szialilacioval rendelkez6 molekulakat részesitheti elényben.

4) Ezen mechanizmus sériilésére utalhat az OGDM csoport gyermekei esetében tapasztalt

csokkent szialilacio

Az eredmények tovabbi vizsgalatok elvégzését siirgetik a terhesség soran fellépd
betegségek placentaris transzportfolyamatokra gyakorolt, valamint annak az utdédokra kifejtett

hatasanak megértéséhez.
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4.3. 1gA N-glikozilacios modosulasai elhizas és gesztacios diabétesz hatasara

Mivel korabban Steffen és mtsai. kimutattak, hogy a szérum IgA N-glikozilacids profilja és
amolekula proinflammatérikus hatasa kozott 6sszefliggés all fenn [30], igy az IgG molekulahoz
hasonldéan az IgA N-glikozilaciés modosuldsai a szervezetben aktualisan zajlo kiilonbozo
gyulladasos folyamatok, igy az elhizds és a GDM hat4sainak hatékony markereként is
szolgalhatnak. Vizsgalataim soran az IgA N-glikan szerkezetei koziil 15 komplex
cukorstruktira mutatott statisztikai szempontbol szignifikans eltérést legalabb két csoport
kozott. Az elhizott anydk csoportja a kontroll csoporttol csak egyetlen N-glikan szerkezet
alapjan volt elkiilonithetd (A2[3]G1S1, p=0,0042). A kontroll és a NWGDM csoport 3
szerkezet (FA1[6]+A2BG2S1; A1G1[6]), mig a kontroll és az OGDM anyak csoportjai 7
struktira (FA2BG2S2; A[3]; M5; A1GI1[6]; FA1[3]G1; A2G2 ¢és FA2G2) alapjan voltak
megkiilonboztethetok. A SF/NF arany tekintetében nem tapasztaltam szignifikans eltérést a

csoportok kozott.

Konkluzio:
Eredményeim alapjan az alabbi megallapitasok tehetdk:

1) Az IgA A1G1l[6] N-glikan szerkezete mivel statisztikailag szignifikansan eltért a
kontroll ¢s az NWGDM, valamint a kontroll ¢s az OGDM csoportok kozott is, igy a
szerkezet alkalmas lehet a GDM kialakuldsanak eldre jelzésére a BMI-tol fliggetlentil.

2) Az A2G2, FA2G2, valamint az M5 szerkezetek alkalmasak lehetnek az elhizassal
tarsulo GDM elorejelzésére, mivel szazalékos értékiik szignifikansan kizarélag a HNW
¢s OGDM csoportok kozott tért el. Ezen struktirak tovabbi vizsgalatat javasolt.

3) Megallapitottam, hogy az IgA teljes N-glikozilacios profiljat az elhizas kevésbé
befolyasolja, mint a GDM, ennek megfelelden potencialis markere lehet az anyai BMI-
tol fiiggetleniil a GDM kialakuldsanak és esetleges visszamarad6 hatdsainak.

4) Az IgA antitestek szialilaltsagat azonban sem az elhizas, sem pedig a GDM nem
befolyasolja, igy az IgA nem alkalmas a gyulladasos folyamatok fennallasanak jelzésére

a vizsgalt esetekben.
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4.4. Szérum N-glikozilacios profiljanak modellezése és az uj megkozelités

alkalmazasa kiilonbo6z6 tiidobetegségek N-glikozilacios analizisében

Az IgG és IgA immunglobulinok N-glikozilacios analizis€éhez szlikséges mintamennyiség,
valamint analizisid§ szignifikans csokkentése érdekében munkam soran kidolgoztam egy Uj
potencialis modszert, mely révén a szérum minta egészének vizsgalataval nyerhetiink kelld
informaciot a szérumban legnagyobb mennységben jelen 1évé két antitest N-glikozilacios
modosulédsairdl. Az SPM modellel sikeresen modelleztem a human szérum szialiddz enzimmel
kezelt N-glikanprofiljat, a kidolgozott modszerrel (SPM) lehet6ség nyilik a két immunglobulin
mellett a szérum tovabbi 3, nagy koncentracioju glikoproteinjének N-glikomikai

tanulmanyozasara.

A modell megalkotasat kovetden egészséges kontroll, COPD-ben, tiidérakban, valamint a
két korképben egylittesen szenvedd Dbetegek szérum N-glikomjanak valtozasait
tanulmanyoztam a betegségek hatékony elkiilonitése érdekében. A betegek szérum mintaiban
amodellhez és a mddszer kidolgozasahoz kontrollként alkalmazott standard human szérumhoz
hasonléan szintén 9 N-glikdn szerkezetet azonositottam a teljes profil szialidaz enzimmel
torténd emésztését kovetden. Az eredmények értékelése soran meghataroztam a teljes szérum
N-glikomjaban lévé elagazassal rendelkezé struktirak mértékét, mely soran statisztikailag
szignifikans eltérést csak a kontroll és a tiidérdkban szenvedd betegek csoportja kozott
tapasztaltam (p=0,0134).

A csoportok egyes csucsai kozott tapasztalt valtozasok jobb szemléltetése és konnyebb
megértése érdekében meghataroztam a kontroll csoport azonos struktiraihoz viszonyitott
relativ valtozasok mértékét. Eredményeim ravilagitottak arra, hogy a jol detektalhatd és
azonosithaté FA2 struktara potencialis glikobiomarker lehet, melynek segitségével hatékonyan
elkiilonithetd a COPD a tiidoraktol, illetve mindkét tiidobetegség az egészséges kontroll
csoporttol.

A csoportok eredményeinek statisztikai analizise sordn a kontroll és a COPD csoport 3
(FA2B, FA2[6]G1 és FA2[3]G1), mig a kontroll és a tiidorak csoport 2 (FA2G2 és FA3G3) N-
glikan szerkezetének atlagos teriiletszazalék értéke mutatott szignifikans eltérést. A két
betegségcsoportot (COPD ¢s tiidérak) szintén 2 (FA2 és az FA2BG2), a COPD és a komorbid
csoportokat csak egyetlen N-glikan szerkezet (A3G3) alapjan tudtam elkiiloniteni egymastol.
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Konkluzio:

A standard fehérjekeverékkel végzett kisérleteim eredményei alapjan a human szérumban
tanulmanyozhatok a teljes szérum analizisével, ezaltal felgyorsitva az analizisid6t és jelentésen
lecsokkentve a vizsgalatok minta- és koltségigényét. Azaz a teljes szérum total N-glikanprofil
tartalma altal kozvetitett informéciotartalom kelléen informativ €s nincs sziikség sok esetben
az egyes szérumfehérjék izoldldsara és kilon-kilon torténd analizisére. A fennmarado
hozzavetdlegesen 15% jelenléte okozta egyéni kiilonbségek elhanyagolhatok abban az esetben,
ha a tanulmanyozni kivant fehérje elég nagy koncentracidban van jelen a szérumban, vagyis
akkor, ha a dolgozatban is vizsgalt 5 fehérje valamelyikén N-glikozilacios valtozasokat
feltételeziink. Ugyanakkor ebben az esetben is érdemes lehet specifikus tisztitast kovetden
tanulmanyozni a fehérje N-glikozilacigjat, ha a teljes N-glikanprofilban a kontrollhoz
viszonyitva eltéréseket tapasztalunk. Annyi azonban biztos, hogy sok esetben a bonyolult,
tapasztalatot igényl6, id6t és koltséget nem kiméld eljarasok nélkiil is feltarhatunk olyan
kiilonbségeket, amelyek patologias folyamatokra utalhatnak. Ennek feltétele azonban minden
esetben az eldzetes szakorvosi vélemény és a feltételezett betegség ismerete (tudnunk kell, hogy
a vizsgalt beteg feltehetéen valamilyen tiidobetegségben szenved, jelen esetben COPD-s).

Ennek megfelelden a betegellatashoz tartozo rendszeres vizsgalatok soran érdemes lehet
monitorozni a szérum teljes N-glikanprofiljat is annak érdekében, hogy még kelléen korai
stadiumban azonositani tudjunk a rizikdcsoportok kdrében egy esetleges koros setjburjanzast,
legoptimalisabb esetben még a képalkotd eljarasokkal vald kimutathatosag eldtt, amely a
kezelés és a beteg tlélési esélyeinek szempontjabol is kulcsfontossagu lehet. Sajnos
Magyarorszagon rendszeres €s szervezett tiidorak sziirés nincs, a COPD betegellatasban és a
raksziirésben is rontgen képalkotast (rtg) alkalmaznak, mint elséként elvégzendd diagnosztikai
modszert, holott tudjuk, hogy a rtg a korai stddiumu tiidérak kimutatdsara alkalmatlan. A
rutindiagnosztika kiegészitve a szérum teljes N-glikozildcids analizisével minimalis

koltségnovekedés mellett lehet kelléen informativ a beteg allapotat illetGen.

A COPD, a tiidérak és komorbid csoportok a szérum N-glikanprofiljanak elagazas mértéke
alapjan nem kiilonithetdk el egymastol, igy ezen tulajdonsag biomarkerként val6 alkalmazasa
a betegcsoportok hatékony elkiilonitésére eredményeim alapjan nem lehetséges.

Bar a szérum N-glikozilacids analizisével a komorbid betegcsoportot sem a kontroll, sem a

tiidorak csoportoktdl nem tudtam elkiiloniteni az adatok statisztikai elemzésével, a fenti N-
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kapcsolt glikan szerkezetek betegségspecifikus biomarkerek lehetnek, ezért kovetésiik €s
tovabbi analizisiik mindenképpen javasolt.

Mivel a SPM eredményekbdl arra kovetkeztetek, hogy a csoportok kozott statisztikai
szempontbol szignifikans eltérést mutatd szerkezetek jelentds része a szérumban kering6 IgG
antitestek N-glikozilacios allapotat tiikrozik, igy kijelenthetd, hogy az IgG molekula N-
glikozilaciés vizsgalata mind a tiid6t érinté daganatos, mind pedig a kiilonb6z6 gyulladasos
korképek diagnosztikajaban jelentéséggel birhat.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a gyulladdsos és daganatos tiiddbetegségben szenvedd
paciensektdl szarmazd szérum mintdk N-glikomikai elemzése hasznos és gyors, eldzetes
molekularis diagnosztikai informaciot szolgaltat a globalis N-glikozilacios valtozasokrol és

azok potencialis glikoprotein forrasairol.

5. Legfontosabb eredmények

1. A vérvételtol szamitott 4 ¢és fél oran belil a teljes vérminta centrifugéalasig
szobahémérsékleten torténd tarolasanak nincs jelentds hatdsa a szérum N-glikom
alakuléasara, igy a szérum viszonylag stabil glikobiomarker forrasnak tekinthetd.

2. Az egészséges terhes nokbol a placentan keresztiil a magzatba atjuto IgG alacsonyabb
szialilacios fokkal rendelkezik.

3. A 1gG nem alkalmas glikobiomarker a GDM, az azzal tarsul6 gyulladas, illetve a GDM-
bdl esetlegesen eredd anyai komplikaciok joslasara.

4. Ezzel szemben az 1gG N-glikan szerkezetei tiikkrozik az anyai elhizas soran fellépd
esetleges gyulladast a varanddssag ideje alatt is.

5. A placentan atjut6 IgG molekuldk N-glikozilacidjara mind az anyai elhizés, mind pedig
a gesztacids diabétesz hatassal van. Ez a hatas detektalhat6 a gyermekekbdl izolalt 1gG
molekulak N-glikozilacidjanak szialilaltsagan keresztiil.

6. Mivel az elhizott és a GDM meglétével diagnosztizalt édesanyaktdl sziiletett gyermekek
IgG molekuldinak N-glikdn szerkezeteit termindlo szidlsavak aranya magasabb volt,
mint a kontroll csoport gyermekei esetében tapasztalt érték, igy feltételezhetd, hogy
méhlepény képes alkalmazkodni az anyai gyulladdsos kornyezethez megvédve a
magzatot az anyai elhizdsban és GDM-ben jelenlévd karos gyulladdsos, oxidativ,

hiperinzulinemias kornyezettol.
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7.

10.

11.

12.

13.

A védelmi mechanizmusnak része lehet a glikozilacio szelektiv IgG transzport, mely
eredményeként gyulladasos koriilmények kozott a placenta a magasabb szialilacidval
rendelkezd molekulakat részesitheti elonyben. A mindkét rendellenességgel rendelkezd
anyak ¢és gyermekeik esetében tapasztalt csokkent gyermeki IgG szialilacio ennek a
védelmi mechanizmusnak a hatarait jelezheti, ahol mar nem képes a placenta a karos
koriilmények kompenzaldsara.

Az 1gA N-glikozilaciés valtozasai betegségspecifikus biomarkerként szolgalhatnak a
GDM vonatkozéasaban.

Az IgA szidlsav/neutralis szerkezetinek aranyat sem az elhizas, sem a GDM, sem pedig
a két rendellenesség egyiittes megléte nem befolyasolta a varandos édesanyak esetében.
Ezért az IgA nem alkalmas a gyulladasos folyamatok meglétének jelzésére.
Kidolgozéasra keriilt egy glikoanalitikai megkdzelités, mellyel a szérum minta
egészének analizisével informaciot kaphatunk a szérumban jelen 1évo IgG és IgA
antitest N-glikozilacios modosulasairdl, csokkentve a fehérjék elemzéséhez sziikséges
minta-, anyag-, illetve idéigényt.

Szamos N-kotott glikan szerkezetet azonositottam szérumszinten, amelyek alapjan
sikeresen kiilonitettem el a COPD, tiidérak és komorbid betegcsoportokat egymastol,
valamint a kontroll csoporttol.

Az IgG potencidlis biomarker lehet a tiidordk és COPD diagnosztizalasban, a
betegcsoportok kozott szignifikans eltérést mutatod szerkezetek jelentds része ugyanis a
kidolgozott modell alapjan az IgG antitestekrdl szarmazik.

A human szérum mintak N-glikomikai elemzése gyulladdsos ¢és daganatos
tiidébetegségek vonatkozasaban gyors, elézetes molekularis diagnosztikai informaciot

szolgaltat a szérum N-glikom valtozasairdl és azok potencialis glikoprotein forrasairol.
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6. Osszefoglalas

PhD munkam soran a vérminta levételétdl a centrifugalasig, majd a fagyasztasig
szobah6émérsékleten (24-25°C) torténd tarolasanak N-glikan 6sszetételére gyakorolt esetleges
hatasat tanulmanyoztam CE-LIF késziilék alkalmazasaval. Kuttasom célja volt, hogy
megvizsgaljam a szérum N-glikom stabilitdsat és az abban betegségek hatasara tapasztalt
valtozasok  biomarkerként valé alkalmazhatosagat. Vizsgalataim  eredményeként
megallapitottam, hogy a 4 ¢s fél 6ran beliili szobahdmérsékleten valé tarolasnak nincs jelentds
hatasa az N-glikanprofilra. Munkam eredményeként igy kijelentheté, hogy az altalam
alkalmazott, és a klinikai laboratoriumokban is rutinszer{i vizsgalati koriilmények kozott a

szérum N-glikom viszonylag stabil biomarkerforrasnak tekinthetd.

Mind az elhizas, mind a GDM napjainkban egyre névekvé gyakorisaggal fordulnak el6. Az
elhizas és a GDM kéros hatassal lehet az anyara és sziiletendé gyermekére egyarant, igy a
novekvo esetszamokat is figyelembe véve, egyre nagyobb igény mutatkozik olyan biomarkerek
azonositasara és egységes klinikai alkalmazésara, melyek eldre jelezhetik a GDM kialakuléasat,
valamint annak hatdsait anyara ¢€s gyermekére. Az anyai és gyermek szérum eredeti 1gG,
valamint az anyai szérum IgA N-glikozilacigja igéretes markernek bizonyult vizsgélataim soran
az elhizas és/vagy GDM kialakulasanak és/vagy hatasanak jelzésére.

Eredmenyeim alapjan megallapitottam, hogy az IgG N-glikan szerkezeteinek valtozasai az
anyai elhizast jol tiikkrozik, viszont a GDM kialakulasat nem képesek jelezni. Ezzel szemben az
IgA a GDM kialakulasanak joslasara potencialis glikobiomarker forrasnak bizonyult.

A gyermek és anyai IgG glikozilacidjanak 6sszehasonlitasa soran megallapitottam, hogy mind
az anyai elhizas, mind a GDM befolyasolja a placentaris transzportfolyamatokat.

Célszerlinek tartom tovabbi alanyok bevonasaval alosztdly és kotohelyspecifikus IgG
glikozilacids analizis elvégzését, kiegészitve a placenta gyulladasos markereinek analizisével.
Ezaltal kozelebb juthatunk az antitestek méhlepényen keresztiili transzportfolyamtainak, és igy

a magzat immunrendszerének fejlodését befolyasold tényezdinek jobb megértéséhez.

A dolgozat utols6 részében bemutatasra keriilt egy olyan j megkdzelités (SPM modell),
mely révén hatékonyan tanulmanyozhaté a fenti két Ig osztaly N-kapcsolt glikozilacios
modosulasa tovabbi harom, az emberi szérumban nagy koncentracidoban jelen 1évé haptoglobin,

transzferrin és alfa-1-antitripszin fehérjékkel egyidében.
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A kidolgozott modellt alkalmazva kiilonb6z6 gyulladasos és daganatos tiidobetegségben
szenvedOk csoportjait vizsgaltam olyan biomarkerek azonositasa céljabol, melyek alapjan
elkiilonithetéek egymastél a COPD-s, tiidérakkal, valamint mindkét betegség meglétével
diagnosztizalt betegcsoportok. Munkdm sordn meghataroztam ezen csoportok szérum
mintainak deszialilalt N-glikanprofiljahoz tartoz6 antenndris eldgazas mértékét, mely a tiidorak
¢s a kontoll csoport elkiilonitését tette lehetové.

A statisztikai elemzés mellett bevezettem egy 11 értékelési eljarast, mellyel az azonositott
szerkezetek relativ terliletszazalék valtozasat vizsgaltam. A moddszer alkalmazasaval szamos
olyan glikdn szerkezeteket tudtam azonositani, amely a jovOben segithet a betegség
diagnosztizalasa soran. Ezek koziil kiemelendd az core-fukozilalt kétantennas agalaktozilalt
struktira (FA2), mely segitségével hatékonyan elkiilonithetd a COPD a tiidéraktol, illetve
mindkét tiidobetegség az egészséges kontroll csoporttol.

Az egyes szerkezetek statisztikai elemzésének eredményét figyelembe véve az SPM modell
alapjan kijelenthetd, hogy az IgG molekula glikozilacids analizise a tiid6t érinté daganatos €s
kiilonb6z6 gyulladasos betegségek (COPD) diagnosztikajaban jelentdséggel birhat.

A vizsgalt tiidébetegségekben szenvedd paciensektdl szarmazo szérum mintak N-
glikomikai elemzése fontos kiegészitd és gyors, eldzetes molekularis diagnosztikai informaciot
szolgaltathat a  globdlis  N-glikozilaciés  valtozasokrol és  azok  potencidlis
glikoproteinforrasairdl, azaltal a j6voben megkonnyitve a diagnozis felallitdsat és a terapids

dontéshozatalt.
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