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1. Bevezetés

A glikozilacié a fehérjék legfontosabb poszttranszlacios moédositasai kozé tartozik.
Fontossagat jelzi, hogy az eml3sok vérkeringésében 1év6 fehérjék tobb, mint 50%-a glikozilalt.
A szénhidratok fehérjékhez torténd kapcsolodasa tobb szaz glikozil-transzferazt, glikozidazt,
transzkripcios faktort, transzportereket magaba foglald, 6sszetett bioldgiai folyamat [1], amely
valtozatos, de specifikus glikanprofilokat eredményez. Mind a genetikai, mind a kdrnyezeti
tényezOk befolyasolhatjdk a folyamatban részt vevd enzimek és transzporterek szintjét,
valamint aktivitasat, eredményezve ezzel a glikanszerkezetek megvaltozasat, amely
molekularis diagnosztikai informacidkat szolgaltathat.

Bér a glikozilacios modositasok pontos szerepét még mindig nem teljesen értjiik, egyre tobb
bizonyiték szolgdl arra vonatkozdéan, hogy a glikdnok a sejtek, szovetek és szervek
miikodésének fiziologias és patologias folyamatait is befolyasoljak. A glikanok jelentdségét jol
tiikrozi, hogy az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal
(Food and Drug Administration — FDA) altal is jovahagyott, jelenleg klinikumban alkalmazott
tumorbiomarkerek tobbsége glikoprotein (pl. alfa-fetoprotein majrak, Cancer antigén 125
petefészekrak, karcinoembriondlis antigén vastagbélrak, és prosztata specifikus antigén
prosztatarak esetén), vagy glikannal kapcsolatos marker, mint példaul a CA19-9, mas néven
szialsavas-Lewis A struktura, amely gyomor-bélrendszeri és hasnyalmirigyrak markere [2].

A szérum glikomban bekovetkezd valtozasok a tumorbdl szekretalt fehérjék
kovetkezményei lehetnek, de tiikrozhetik a szervezet patologias folyamatokra adott valaszait is
[3]. igy a szérum és a specifikus szérum glikoproteinek glikomikai elemzése hasznos kiegészit6
biomarkereket szolgalthat a kiilonbdz6 daganatok jelenléte mellett a szervezetben zajlo egyéb
patologias folyamatokrol is.

A glikozilacios vizsgalatok esetében ezért sziikséges egy egységes mintagylijtési
protokoll kialakitasa és validalasa, amely segitségével konnyebben értékelhetdk a kiilonbozo

kutatohelyek vizsgélatainak eredményei.

A tobb helyszinen zajlo tanulmanyok novekvd népszeriiségével sziikségessé valik a
nehezebben ellendrizhetd és szabvanyosithato preanalitikai feltételek egységesitése, illetve az
N-glikan tartalmat érinté esetleges hatasok értékelése, mely segithet a jovében a kiilonb6z6
vizsgalatok mintagylijtési protokolljainak megfelelé optimalizalasaban. A kiilonb6zd

mintafeldolgozasi és mintagytijtési eljarasok dsszehasonlitasa tdmogathatja a dontéshozatalta



kutatas olyan kérdései esetén, hogy levehetéek-e a mintak kellé biztonsaggal glikomikai
elemzés céljabol akkor is, ha a mintavétel és a fagyasztas kozott huzamosabb id6 telik el
(példéul infrastruktaralis okok), vagy az id6 olyan kritikus tényezd, amely olyan mértéki
kiilonbségeket okozhat a kapillaris elektroforézissel végzett mérések eredményében, amely
hibaforrasként jelenhet meg azok értékelése soran. EQy standardizalt eljaras kialakitasa
hozzajarulhat tovabba a glikozildciés markerek jovObeni klinikai bevezetésének

megkonnyitéséhez.

Munkam soran emberi szérumon vizsgaltam a vérvételtol a centrifugalasig, majd a szérum
fagyasztasaig eltelt id6 N-glikom tartalmat esetlegesen befolyasoldé hatasat. A kisérletek
eredményeinek ismeretében a dolgozat tovabbi részében a terhesség alatti elhizdsnak és a
terhességi diabétesz mellitusznak (Gestational Diabetes Mellitus — GDM) az anyai és gyermek
eredetli szérum immunglobulin G (1gG), illetve az anyai szérumbdl izolalt immunglobulin A
(IgA) antitestekre gyakorolt hatasanak elemzésével, valamint a kronikus obstruktiv
tiidobetegség (Chronic Obstructive Pulmonary Disease — COPD), a tidérak és a két
tiidébetegség egyiittes eléfordulasanak N-glikomikai tanulmanyozasaval foglalkozom.

A felsorolt korképek kozos mozgatorugoja a kronikus szisztémas gyulladas, igy az azt tikrozo

IgG és IgA N-glikozilacids mintdzatanak tanulméanyozésa értékes biomarkerforras lehet.

A zsirszovet a legnagyobb endokrin szervként tobb mint 50 adipokin, kemokin és
varandossag ideje alatt az elhizassal, illetve a GDM-mel tarsuldo gyulladas jelentdsen
befolyasolhatja a placenta allapotat és transzportfolyamatait, ezaltal a magzat fejlodését,
valamint sziiletés utani egészségi allapotat [5]. Az anyai IgG mar a magzati élet soran az
anyaméhben, majd sziiletést kovetden hozzajarul a gyermek védelméhez mindaddig, amig
annak sajat antitestjei megjelennek a keringésben [6]. A molekula glikozilacios tulajdonsagai
befolyasoljak annak funkcidjat, modosulasai indikatorai lehetnek a szervezetben zajld
gyulladasos folyamatoknak [7], melyek az elhizassal és GDM-mel tarsult terhesség soran is
fennallhatnak. A f6ként gyulladasos valaszreakciok mérsékldjeként szamontartott IgA
antitestek az anyatejes taplalas révén bekeriilve az ujsziilott szervezetébe tdmogatjdk az
immunrendszer megfeleld mitkodését. Az IgG és IgA glikozildcos mintazatanak modosulasa,
ezek tanulmanyozasa, illetve azonositasa eszkoze lehet a terhesség sordn kialakulo, utddokat is

érintd negativ hatasok vizsgalatanak, valamint azok hatékony kezelésének és megeldzésének.



A hazankban is népbetegségnek szamitd6 COPD az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organizaton — WHO) elérejelzése szerint 2030-ra a harmadik vezet6 halalozasi ok lesz
vilagszerte, mig a tiidérak a hatodik helyre 1ép [8]. A tiidérak magas eléfordulasa a COPD-vel
korabban diagnosztizalt betegek korében azt sugallja, hogy kozos patomechanizmusai lehetnek
a két betegségnek, mint példaul a korai oregedés a tlidoben, genetikai hajlam a betegségre,
k6z0s intracelluldris utak aktivalasa, novekedési faktorok fokozott expresszidja, gyakori léguti
megbetegedések vagy epigenetikai tényezok [9]. Mindkét 1égzszervi megbetegedés esetében
kulcsfontossagu a terapia hatékonysdga szempontjabol a korai diagndzis felallitasa és a

személyre szabott terdpia mihamarabbi elkezdése.



2. Célkituzeések

Mivel az éltalam vizsgalt mintdk egy részének gyljtése nem debreceni partnertintézet
segitségével valosult meg, igy a dolgozat elsé részében célul tiiztem ki a glikdn-biomarker
kutatds szempontjabodl annak a kulcsfontossagl kérdésnek a megvalaszolasat, hogy a vérmintak
levételétdl a centrifugalasig és fagyasztasig eltelt id6, mely a mintavételi helyek aktudlis
humaneréforras  kapacitasaibol adodo eltérések (pl. munkaer6hiany, munkavallalok
leterheltsége) miatt is kiilonbozhet, befolyasolhatja-e, és ha igen, akkor milyen mértékben a
szérum mintak 1ézer indukalt fluoreszcens detektorral ellatott kapillaris elektroforézis késziilék
(Capillary  Electrophoresis with Laser-Induced Fluorescens Detection — CE-LIF)

alkalmazaséaval végzett N-glikomikai analiziseként kapott eredményeket.

Az elhizés olyan kronikus korallapot, amely a leggyakoribb egészségligyi problémak kozott
szerepel, és egyre tobb varandos nét is érint. 2019-ben a WHO adatai szerint az elhizas és annak
szovOdményei a 9. vezetd halalok volt globalisan, igy sziikséges a terhesség alatti elhizas és
azzal gyakran tarsuld6 GDM utddokra gyakorolt hatasainak mélyrehatd tanulmanyozasa. A
kutatds soran feltételeztem, hogy az anyai elhizds és a GDM olyan valtozasokat okoz a
placentaris transzportfolyamatok mindségében ¢€s a két antitest glikozilacidjaban, amelyek az
anyai és utddokbol izolalt immunglobulinokon egyarant detektalhatok, igy befolyasolhatjak a
esetleges késobbi életmindségét, valamint egészségiigyi allapotat.

Mivel az GDM nagyobb gyakorisaggal fordul eld az elhizott varandds ndk csoportjaban, de
nem kizarolag rajuk jellemzé kérkép, fontos a GDM anyak minél hamarabbi azonositasa. fgy
munkdm soran amellett, hogy bizonyitsam az elhizds ¢és a GDM placentaris
transzportfolyamatokat befolyasoldo hatasat, célom volt a GDM-re jellemzd markerek

azonositasa.

A COPD ¢és a tiiddrak kialakulasaval kapcsolatos kutatasok 0j, molekularis diagnosztikai
értéki, valamint terapias célpont azonositasahoz jarulhatnak hozza, amely lehetdséget kinalhat
a betegségek hatékonyabb diagnosztizalasanak és terapiainak kifejlesztéséhez. Ezeknek a
betegségeknek a novekvo eléfordulasa miatt egyre nagyobb az igény a nem-invaziv

diagnosztikai markerek felfedezésére, amelyek megfeleld specifitassal és érzékenységgel



képesek elore jelezni a COPD, a tiidordk, vagy akar a két betegség egyiittes jelenlétét és
progndzisat.

A munkam soran célom volt olyan 0j glikomikai moédszer kidolgozasa, mellyel lehetévé
valhat a szérum IgG ¢és IgA glikozilaciés mintdzatvaltozdsanak egyszerli, gyors ¢&s
koltséghatékony vizsgalata, tovabba szérum mintak glikdnprofiljanak elemzésével a fent
emlitett korképre jellemz6é glikobiomarkerek azonositdsa. Ez utdbbiak segitségével
megjosolhatova valhat a COPD kialakuldsa a kiilonb6zd rizikdcsoportok korében, valamint
lehetové teheti a mar COPD-s betegek esetében az esetleges malignus transzformacié korai

stadiumu kimutatasat.

Mivel az altalam vizsgalt korképek jellemzéen szoros eléfordulast mutatnak, igy munkam soran

6 célom volt a betegségek differencidldiagnosztikai jelentdségii glikobiomarkereinek feltarasa.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Aglikozilacié fogalma és jelentosége

Francis Crick 1958-ban a nukleinsavak és fehérjék kozotti biologiai informacid aramlasa
alapjan megalkotta a molekularis biologiat alapvetéen meghatarozo altalanos érvényii modelljét
[10], melyben informéacidaramlas alatt specifikusan azt értjiik, hogy az egyik makromolekula
monomersorrendje meghatarozza egy masik makromolekula monomersorrendjét (DNS->RNS-
>Fehérje). Az eredeti sémat Crick 1970-ben pontositotta, és ,,centralis dogma”-ként nevezte el
[11]. Az altala vazolt koncepcid alapja a templat alapu pontossag, mely felveti a molekulak
egyik osztalydnak manipuldlasdnak képességét a masik molekula ismerete alapjan;
szekvenciahomoldgiara tamaszkodva feltarhatova teszi az evolucids rokonsagi viszonyokat és

A dogma alapjan sokaig feltételezték, hogy csak ezeknek a dogmaban leirt molekulaknak a
vizsgalata révén magyardzhaté meg a sejtek, szovetek, szervek, élettani rendszerek ¢és intakt
szervezetek felépitése, miikddése. Az emberi genom szekvendldsit kovetden azonban az
azonositott fehérjéket kodold gének szama az els6 vizsgalatok alapjan alig valamivel tobb, mint
26 000 gén volt. Tekintettel a Homo sapiens fenotipusos Osszetettségére a Drosophila
melanogaster, a Caenorhabditis elegans vagy a Saccharomyces cerevisiae-hez képest, az
emberi genom méretének kezdeti becslései joval nagyobbak voltak (100 000 - 120 000), mint
amit Venter és mtsai kimutattak [12]. Az eredmények arra késztették a kutatokat, hogy
fontolora vegyek a genetikailag nem kodolt mechanizmusok jelentdségét a fehérjék
funkcionalis sokféleségének kialakitdsaban, nevezetesen a ko- és poszttranszlacios
modositasok (Post-Translational Modification — PTM) hozzajarulasat a biologiai sokféleség
kialakulasahoz [13]. A modositott kozponti dogma a PTM-eket mar a sejtfenotipus
kulcsfontossagli mediatoraiként tartalmazza, és ebben a posztgenomikai korszakban a PTM-ek
a vizsgalat kézponti fokuszaban allnak.

Az €16 szervezetekben a biologiai funkciok megvalosulasaért koztudottan a fehérjék a
feleldsek, melyek elsddleges szerkezete, vagyis az azokat felépitd aminosavak sorrendje a
dezoxiribonukleinsav (DNS) kettds hélixében kodolt. A transzkripcid, majd a transzlacio
folyamata soran eldallitott fehérjék tilnyomo tobbsége azonban még nem funkcioképes protein.
A biologiai miikodOképesség eléréséhez szamos modositdson kell atesnie egy szintetizalt

fehérjének, melyek koziil az egyik leggyakoribb a fehérjék tobb mint 50%-at érint6 glikozilacio
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[14]. Ezen mechanizmus révén az adott fehérjekészlet nagysagrendekkel megndévelhet6 a
szénhidratok kémiai és szerkezeti sokféleségének kdszonhetden.

A glikozilacié, amelyet szénhidratok kovalens kotéseként definidlnak egy aglikon
hordozdhoz, a leggyakoribb ¢és legvaltozatosabb a természetben megfigyelt PTM-ek soraban
[1]. Ahogyan az egyéb ko- és poszttranlacios modositasok, ugy a glikan egység kotédése is a
sejtfunkcidval kapcsolatos informaciok széles skalajat kodolja a DNS molekulatdl fiiggetlentil,
ezaltal is nagysagrendekkel fokozva a kialakuld bioldgiai sokféleséget. A modositasok pontos
tervrajza ugyanis legjobb tudomasunk szerint nincs rogzitve a DNS-ben, csak az azokat
végrehajtd enzimek kodja.

A szénhidrat — aminosav kapcsolat kialakuldsa, mely ko- és poszttranszlacios enzimatikus
lIépések komplex sorozatat inditja el, kiilonféle bioldgiai funkcidju, fehérjéhez kotott
oligoszacharidok sokasaganak kialakulasahoz vezet, és kulcsfontossagii esemény a
glikokonjugatumok szénhidrategységeinek bioszintézisében. Ezek a reakciok a teljes
filogenetikai skalan fellelhet6k az archedktdl az eubaktériumokon at egészen az eukariotakig
[1]. A glikokonjugatumok modositasa enzimatikus glikozilacio Gtjan egy olyan esemény, amely
tulmutat a genomon, és olyan tényezdk altal vezérelt, amelyek sejttipusonként és fajonként,
valamint egyedenként is rendkiviil eltéréek lehetnek.

Az oligoszacharidok szintézise soran az egyik monoszacharid glikozidos hidroxilcsoportja
kapcsolodhat a masik monomer barmely hidroxil (vagy egyéb funkcios) csoportjahoz, kétféle
(alfa és béta) anomer konfiguracidban. Az Osszekapcsolodd monomerek szamanak
novekedésével az elagazasok lehet6sége szintén noveli a diverzitast, amely az oligoszacharid-
szekvenciak funkcios csoportokkal, példaul szulfattal, metil- vagy acetattal torténd
szubsztiticidja tovabbi nagysagrendekkel fokozhato [15]. Az informacidhordozé kapacitas
tovabb novekszik a harmadik dimenzidban, ahol a monoszacharid egységek az Oket
Osszekapcsold kotések mentén elfordulhatnak (W és @, valamint o torzids szogek alakulasa)
[16]. A fentiekben vazoltak alapjan a szénhidratok nagysagrendekkel tobb kiilonféle szerkezet
kialakitasara képesek, mint a nukleotidok, vagy akar a polipeptidek. Ez a hatalmas kddolasi
kapacitas alkalmassa teheti a szénhidratokat sejtspecifikus bioldgiai informéciok taroldsara,
mely nagymértékben hozzajarul az €16 szervezetek diverzitasanak kialakulasahoz.

A peptidhez kapcsolt oligoszacharidok biogenezisében egyértelmiien a cukor-aminosav
kozotti kotés kialakulasa a meghatarozo esemény; ez a legtobb esetben ugyanis definialja a
szénhidrategységek tovabbi jellegét, amely viszont befolyasolja a fehérje szdmos tulajdonsagat.
A szakirodalom szénhidrat-peptid kotések lenyligozo valtozatossagarol szamol be, melyekben

tizenhdrom kiillonb6z6 monoszacharid és 8 aminosav-tipus vesz részt, igy legalabb 31 cukor-
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aminosav-kombinacio 1étezik. Amennyiben figyelembe vessziik a glikozidos kotések ismert
anomer konfiguracioit is, ez a szam minimum 37-re emelkedik [17]. A foszfoglikozil-k&tések
¢s a glikofoszfatidil-inozit (glycophosphatidyl inositol — GPI) foszfoetanol-amin hidak tovabbi
figyelembevételével 0Osszesen legalabb 41 cukor-aminosav kapcsolat fordulhat el6 a
természetben. A glikopeptid kotések 6t, egymastol jol elkiiloniild csoportba sorolhatok (1.

abra). Sok esetben tobb cukor-aminosav kotés tipus is el6fordulhat ugyanazon fehérjén a

rendelkezésre all6 enzimatikus gépezettdl, valamint az aminosav szekvenciatol ¢és

konformaciotol fiiggéen [17].

GlcNAc
GlcNAc Gal
I Gle
/ GalNAc - / / FucNAc
YP — A
Asn“——Glc ra
PN \ Ser ..—/-——"XYl
’I’f Rha ‘\‘ L \ Man
d A e Gal
N-glikozilacig \ L The GleNAc
. N e = Gle
Arg —Glc O-glikozilacio .” Gal
AT GlcNAc N
A s GalNA,
o ',' Ser/Thré—_’__""’ G; c
Pid 1
s 4 ! an
C-mannozilacié ---- Trp —Man /_Tyr ! DiAcTrdH vFuc
Gal [ ;’ Pse
Glc
Hyl
Gal
Glikozil-foszfatidil- C E{hN-6-P-M
inozitol (GPI)-horgony ~~~~~ ~term —=EthN-6-F-Man GlcNAc-1-P
(Glypiation) Man-1-P
Foszfoglikozilacio----- Ser Fuc-1-P
S-glikozilacio ----- Cys——Glc
Xyl-1-P

1. abra: Hat, a természetben eddig azonositott cukor-peptid kotés [1]

Roviditések: (Asn) aszparagin, (Arg) arginin; (Hyp) hidroxiprolin; (Ser) szerin; (Thr) treonin;
(Hyl) hidroxilizin, (Tyr) tirozin, (Trp) triptofin; (Cys) cisztein; (C-term) karboxil-termindlis
aminosav maradék,; (GlcNAc) N-acetil-gliikozamin, (GalNAc) N-acetil-galaktozamin; (Glc)
gliikoz; (Rha) ramnoz; (Ara) arabinoz; (FucNAc) N-acetil fukozamin, (Xyl) xiloz, (Man)
mannoz; (Gal) galaktoz; (Fuc) fukoz; (Pse) pszeudamisav (5,7-diamino- 3,5,7,9-tetradeoxi-L-
glicero-L-manno-nonulozonsav); (DiAcTridH) 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxihexoz, (GlcNAc-
1-P) N-acetil-gliikozamin-1-foszfat;, (Man-1-P) mannoz-1-foszfat, (Fuc-1-P) fruktoz-1-foszfat;
(Xyl-1-P) xiloz-1-foszfat; (EthN-6-P-Man) a fehérje karboxil-terminalis csoportjahoz

foszfoetanolaminon keresztiil kotott mannoz
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A glikoproteinek olyan glikokonjugatumok, amelyekben az oligoszacharid komponens
kovalensen kapcsolodik a polipeptid gerinchez, altaldban N- vagy O-glikozidos kotéseken
keresztiil. Ezen két f6 glikozilacios tipus mellett az irodalomban beszamoltak még C-, valamint
az igen ritkan el6forduléd S-tipusa glikozilaciorol is [1].

Az N-glikozilaci6 folyamata sordan a glikan kovalensen kapcsolddik egy polipeptidlanc
aszparagin (Asn) oldallancénak nitrogén atomjan keresztiil. Az allati eredetii N-glikanok k6zos
pentaszacharid Gn. core struktaraval rendelkeznek, mely Osszetétele: a-D-Man(1-6)-[a-D-
Man(1-3)]-B-D-Man(1-4)-B-D-GIcNAc(1-4)-B-D-GIcNAc(1-N). A core struktira a redukalo
végen elhelyezkedd N-acetil-gliikozaminon (GICNAC) keresztiil kapcsolodik B-N-glikozidos
kotés kialakitasa révén a polipeptidlanc koszenzus szekvenciajaban (Asn-X-Ser/Thr ritkan Asn-
X-Cys, ahol X#Ser/Thr/Pro) 1évé Asn aminosav nitrogén atomjahoz. Ez a motivum kiegésziil
a C. elegans esetében az Asn-X-Ser/Thr-X szekvenciaval, ahol a szekvencia végén 1évo
aminosav a prolin kivételével barmi lehet. Ezen felfedezés alapjan lehetséges, hogy a
kanonikustol eltéré konszenzusmotivumok is el6fordulhatnak a természetben [18]. Ezt a
gondolatot erdsiti az is, hogy az Asn-X-Ser/Thr szekvenciaban a Ser/Thr aminosavak
cserélodését jegyezték le Cys-re human epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth
Factor — EGF) esetében [19]. Az N-glikanok a kozponti k6zds szerkezethez kapcsolodo

monoszacharidok szerint harom f6 osztalyra oszthatok:

1) oligomannoz (vagy magas manndz tartalmu)
2) komplex és
3) hibrid tipus (2. abra)

Az oligomanndz tipust glikanok esetében a core strukturdhoz kizarélag manndz egységek
kapcsolodnak, mig a komplex tipusi N-kotott glikanokban GlcNAc altal kiterjesztett Un.
antennakhoz kiilonb6z6 monoszacharidok kapcsoldodnak. Hibrid glikédnrdl akkor beszéliink, ha
a core struktura o(1-6) kotott manndz (Man) egységéhez tovabbi Man egységek, mig a a(1-3)
kotott Man-hoz egy vagy két GIcNAc monoszacharid, vagy azokon keresztil egyéb cukrok
kapcsolodnak.
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2. abra: Magas mannoztartalmi, Komplex és hibrid tipusu N-glikanok sematikus

abrazolasa a monoszacharid egységek szimbdolumaival (sajat abra)

Az O-kotott glikanok (O-kapcsolt oligoszacharid) gyakran kapcsolodnak a polipeptidhez
N-acetil-galaktozamin (GalNAc) révén a fehérje szerin- vagy treonin oldallancanak
hidroxilcsoportjaban 1év0 oxigén atomon keresztiil, és core strukturajuk alapjan kiilonb6zo
szerkezeti osztalyokba sorolhatok [1].

Habar mind az N-, mind pedig az O-tipusu glikozilacio igen fontos jelentdséggel bir a
fehérjék megfeleld feltekeredésében, stabilitasaban és funkcidinak kialakitasaban [1], az N-
kapcsolt glikanok vizsgalata egyszerlibb kivitelezhetdsége miatt szélesebb korben elterjedt.
Ennek okaként az N-glikanok felépitését lehet tekinteni. K6z0s core pentaszacharid szerkezetiik
miatt ugyanis egyszerli és jol megoldott a szénhidratlancok enzimatikus felszabaditadsa a
munkam soran altalam is hasznalt PNGase F enzimmel (vagy akar PNGase A enzimmel is,
amely a core struktira legels6 GICNAC egységéhez a(l1-3) kotéssel kapcsolodo fukozzal
rendelkezd glikdnok hasitasara is képes). Az O-glikanok ezzel ellentétben nem rendelkeznek
egységes core szerkezettel, igy azok felszabaditdsa enzimatikus emésztés révén nem, csak
kémia eljarasok alkalmazasaval lehetséges. Az O-kapcsolt glikanok mérete nagyon eltér6 lehet,
a redukald végén egyetlen GalNAc monoszacharidtdl kezdve a nagy oligoszacharidokig,
amelyek tovabbi cukortipusok, koztiik galaktdz (Gal), GalNAc, fukoz és szialsavak (N-acetil-
neuraminsav és/vagy N-glikolil-neuraminsav) hozzaadasaval komplex glikan motivumokat
mutatnak. Ez a jelentds heterogenitas nyolc f6 magstruktirat hozhat létre, melyek tovabbi

meghosszabbitdsa nem minden esetben torténik meg.
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Mivel kutatocsoportunk is az N-kotott szénhidratmodositas analizisével foglalkozik, igy
munkam soran ezen oligoszacharidok tanulmanyozasat tiiztem ki célul, illetve a dolgozatom
tovabbi részében is kizarolag az Asn-kotott (N-) oligoszacharidok szerkezeteinek fontossagat

kivanom hangstlyozni.

3.2. Az N-kapcsolt glikanok biologiai jelentésége

A glikoproteinek cukorrészeinek funkcidi igen valtozatosak, kdlcsonhatasba 1épnek az
extracellularis tér (Extracellular Matrix - ECM) 6sszetevdivel, beleértve az ECM fehérjéket,
novekedési faktorokat, receptorokat, enzimeket, sejteket és korokozokat is [1] [20]. Ezen
kolesonhatasok kovetkeztében a glikanok kiilonféle folyamatokat szabalyoznak, beleértve a
sejtek novekedését [21], fejlodését [22] [23], morfogenezisét [24], adhéziojat [25],
azimmunrendszer fejlédését [26], valamint a gazda-patogén kolcsonhatasokat [27] [28]. A
glikom, amely egy szervezetben/szovetben/sejtben vagy akar egyetlen glikoproteinen talalhato
Osszes glikan egyiittese, kiilonféle bioldgiai folyamatok vagy a sejtallapot valtozasai soran
dinamikusan moédosulhat, ezaltal érzékeny indikatora lehet a szervezet aktualis allapotanak [29]
[30]. A glikanok Gsszetételében vagy mennyiségében bekovetkezo valtozasok figyelhetok meg
a fejlodés, a tumorgenezis és az attét-képzés soran[31] [32] [33], autoimmun betegségek [34],
anyagcserebetegségek, valamint a korokozok szervezetbe keriilése soran [35].

A sejtfizioldgia normalis €s koros allapotban torténd szabalyozdsa mellett a glikdnok
molekularis szinten is ellatjak funkcidjukat. A glikozilacio befolyasolja a fehérjék szerkezeti
tulajdonsagait szabalyozva azok feltekeredését €s 3D strukturdjanak kialakulasat, oldhatosagat,
stabilitasat, immunogenitasat és a szervezetbdl torténd kiliriilés (clearance) mértékét [36].

Az N-kapcsolt glikanok kozvetlen és kozvetett szerepet jatszanak az ijonnan szintetizalt
glikoproteinek feltekeredésében és 3D szerkezetének kialakitasaban, igy biztositjak, hogy csak
a megfelelden feltekeredd fehérjék legyenek képesek kilépni az endoplazmatikus retikulumbol
(ER). Az N-glikanok a folyamat soran felismer6 vagy szortirozo jelekként szolgalnak, ktddnek
a lektinkotd chaperonokhoz, a calnexinhez vagy a calreticulinhoz, amelyek eldsegitik mas ko-
chaperonokhoz torténé kotddést, tamogatva a fehérje megfeleld feltekeredését, majd tovabb
haladasat a Golgi-késziilékbe [37]. A rosszul hajtogatott fehérjék az ER-ben maradnak, és
aktivaljadk az ER-asszocialt degradacios (Endoplasmic Reticulum Associated Protein
Degradation — ERAD) tutvonalat, hogy megakadalyozzak a hibas fehérjék felhalmozodasat

[38]. A rosszul hajtogatott fehérjék retrograd modon transzlokaldodnak a citoszolba, ahol a
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proteaszomak lebontjak 6ket. A human NGLY1 gén altal kodolt citoszolban lokalizalt peptid N-
glikanaz (PNGase) fontos szerepet jatszik a glikoproteinek EARD ttvonalon torténd
lebontasaban, deficiencidja stlyos rendellenességeket idéz elé (globalis fejlodési késés,
mozgaszavarok, hipotonia, konnytermel6dés hidnya). Ezek a megfigyelések egyértelmiien
bizonyitjak a citoszol PNGase funkcionalis jelentdségét. Az enzim altal eléidézett patologias
folyamatokért felel6s molekularis mechanizmusok részletei azonban tovabbra is csak kevéssé
ismertek [39].

A glikanoknak, koztiik a fehérjék N-kapcsolt cukor komponenseinek, fontos szerepe van a
megszintetizalt és feltekeredett fehérje rendeltetési helyére torténd szallitasaban. A fehérjék,
lipidek és cukrok lebontasaért feleldés lizoszomalis hidrolazok példaul mannéz-6-foszfat
motivumot hordoznak, melyet a P-tipust lektinek, a manndz-6-foszfat receptorok ismernek fel.
A lizoszomaknak a lebonté enzimek teljes repertoarjaval vald ellatottsagdnak fontossagat a
normal sejtfolyamatokhoz kivaldan illusztralja a tobb, mint 50 kiilonb6z6 monogénes human
lizoszomalis raktarozasi betegség eldfordulasa. Az enzimek magas mannoztartalmi N-kotott
glikanjainak nem megfelelé foszforilaciojat el6idézé GlcNAc-1-foszfotranszferdz deficiencia
két kiilonb6z6 human lizoszomalis tarolasi betegséget okoz. A Mukolipidozis IT (ML II) és a
Mukolipidézis I (ML III), azon kevés lizoszoémalis tarolasi rendellenességek kozé tartoznak,
amelyek a nem lizoszomalis fehérjék hibaival kapcsolatosak [40].

A glikdnok létfontossagu szerepét jelzi, hogy a glikozilacio velesziiletett genetikai hibai
(Congenital Disorders of Glycosylation — CGD) gyakran embrionalis korban halalosak. Az I-
es tipusu CDG-ket oligoszacharid szerkezet képzddésének rendellenességei okozzdk a
glikolipid prekurzoron, mieldtt a fehérje Asn oldallancéhoz kapcsolodna, mig a Il-es tipusu
CDG-k a sziileté glikoprotein N-kapcsolt glikanjanak eldgazd szerkezeteinek szabalyozasi
hibaival kapcsolatosak [41]. A foszfomannomutaz 2 enzimet kodolo PMM2 gén mutécidja altal
okozott PMM2-CDG az N-kapcsolt oligoszacharidok abnormalis glikozilaciojaval jaro
rendellenességek csoportjaban a leggyakoribb. Megjelenését tekintve harom klinikai szakaszra
oszlik: csecsemdkori multirendszer, késéi csecsemdkori €s gyermekkori ataxia €s értelmi
fogyatékossag, valamint felnottkori rokkantsag [42]. A PMM2 a Man-6-foszfatot Man-1-
foszfatta alakitja, amely a GDP-(Dol-P-Man) szintézisének prekurzora. Ezek a vegyiiletek az
N-glikanok lipidhez kotott prekurzoranak, a Glc3Man9GIcNAc2-P-P-Dol-nak a szintézisében
részt vevd mannoz-transzferazok szubsztratjai. A génmutacio tipusa befolyasolja a betegség
sulyossagat, amely az embrionalis halalos defektustdl az enyhe kognitiv kdrosodasig terjedhet

leggyakoribb CDG. Az enzim a frukt6z-6-foszfat manndz-6-foszfattd torténd atalakitasaért
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felel6. Mivel a manndz-6-foszfat a manndz hexokinaz altali kozvetlen foszforilalasaval is

eléallithato, igy a betegség manndz-étrendkiegészitd alkalmazsaval jol kezelhet6 [44].

Az N-glikanok sokoldalu biologiai és a fehérjékre kifejtett szabalyozo szerepét a
gyogyszeriparban a hatékony terapias bioldgiai készitmények kifejlesztésével dsszefliggésben
alaposan tanulmanyoztak [45]. A ma kereskedelmi forgalomban 1évé monoklonalis antitestek
(monoclonal Antibody - mADb) donté tobbsége az IgG osztalyba, pontosabban az IgG1, valamint
bizonyos mértékig az 1gG2 és IgG4 alosztalyokba tartozik. A forgalmazott terapias mAb-ok
kétharmada human vagy humanizalt, és kisebb szézalékban kiméra vagy egér eredetli. Az IgG1
doménjén az Asn-297 pozicidban konzervalt N-glikozilacios helyet tartalmaz, mely hozzéjéarul
a megfeleld negyedleges szerkezet kialakitdsahoz, ezaltal befolyasolva az adott molekula
antigénkotd képességét, a keringési idejét, a komplementfiiggd citotoxicitast (Complement-
Dependent Cytotoxicity — CDC), az antitestfiiggd sejt-kozvetitett citotoxicitast (Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity — ADCC), valamint a gyulladascsokkentd hatast egyarant.

Az Fc fragmentumhoz foként kétantennas, core-fukozilalt komplex tipusi N-glikanok
kapcsolodnak, melyek tovabbi GICNAc, Gal, illetve szialsav egységekkel egésziilhetnek ki,
fokozva ezzel a kotohely strukturainak heterogenitasat. Ez a terminalis cukrokban jelentkezd
heterogenitas funkcionalis kovetkezményekkel jar, ugyanis befolyasolja az IgG molekulék Fc
receptorok, illetve Clq kotését, ezaltal befolyasolva az antitest effektor funkcioit. Az 1gG
terminalis Gal tartalma befolyasolja a CDC aktivitast, de ADCC-aktivitast nem érinti. A
rituximab esetében példaul a terminalis Gal tartalom novekedése fokozhatja a CDC aktivitast a
megnovekedett antitest-kotés eredményeként a Clq molekulan keresztiil, mig a biszekting
GIcNAC kapcesolodasa a core szerkezet B(1-4) kotott Man egységéhez specifikusan fokozhatja
az ADCC aktivitast barmely mas N-glikan modositastol fliggetleniil [46]. Megnovekedett
ADCC aktivitasrol szamoltak be tovabba a(1-6) fukozil-transzferaz gén knock out kinai
horcsog petefészek (Chinese Hamster Ovary — CHO) sejtvonalban eléallitott rituximab
esetében is [47], tovabba mellrakban szenvedd noékt6l szarmazo teljes vér analizise soran
afukozilezett trastuzumab fokozott ADCC kivalto hatasat irtak le [48]. Ma mar ismeretes, hogy
az GIcNAcC hozzaadasa a novekvo oligoszacharid lanchoz viszonylag korai esemény a Golgi
késziilékben, és ennek a cukor egységnek a jelenléte gatolja a fukoz késdbbi hozzaadasat a core
struktara els6 GICNAC-jahoz [49]. A core fukdz hianya eredményezi az [gG1 antitest fokozott
kotési affinitasat az FcyRIlla receptorhoz, amelynek kovetkeztében megnd a természetes
olosejtek (Natural Killer cell — NK) altal kozvetitett ADCC funkcio hatékonysaga. Mindezek
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fényében tgy tiinik, hogy a fukdz hianya, és nem a biszekting GICNAC per se jelenléte
eredményezi a megnovekedett ADCC aktivitast [50].

A sziadlsavak negativ toltésiik kovetkeztében kivételes helyet foglalnak el a cukrok, mint
funkciot szabalyozo molekuldk korében. A negativ toltés jelentésen hozzajarul a szialilalt sejtek
¢s fehérjék biofizikai tulajdonsagaihoz és funkciojahoz azaltal, hogy ,tapadasgatld”
modositasnak tekinthet6k, bar specifikus receptorok ligandumaiként is mitkodhet (Siglec-ek,
szelektinek szamara).

Az eritrocitak, csakigy, mint a vaszkularis endotélium luminalis feliilete, erésen szialilalt [51].
A kettd kozotti taszitd kolesonhatas megakadalyozza az eritrocitak vaszkularis endotéliumhoz
torténd tapadasasat, ezaltal biztositja az eritrocitak szamara a vérkeringésben valo aramlast [1].

A szialilacid negativ toltése miatt elengedhetetlen a korai embriondlis fejlédés soran is. Az
uridin-difoszfat-GIcNAc (UDP-GIcNAc) 2 epimerazt kodolo Gne gén delécidja, amely a
szialsav bioszintézis sebességkorlatozd enzimjét kodolja, az embrio korai halalat okozza [52].
A Gne-hiany korai letalitisa a sejt-sejt adhézio és a sejt-migracid megzavarasanak is
koszonhetd. A szialsav, eltéréen mas cukroktol, gyakran képezhet homo-oligo/polimereket,
mint példaul a disialsav (diSia), oligoszialsav (oligoSia) és poliszialsav (polySia) [53], melyek
foként a kozponti idegrendszer sejtjeinek feliiletén megjelend glikokalixra jellemzd
szerkezetek. Tobbek kozott az idegsejt adhézios molekulak (Neural Cell Adhesion Molecule —
NCAM), a szinaptikus sejtadhéziés molekulak (Synaptic Cell Adhesion Molecule-1 —
SynCAM-1), a neuropilin-2 (NRP-2), a 7-es tipusi C-C kemokin receptor (CCR7), az E-
szelektin ligandum-1 molekulak jellegzetes glikozilaciés modositasai [54].

A szialilacio elengedhetetlen az Gssejt-pluripotencia kialakitasahoz és fenntartasahoz is.
Wang és mitsai. szignifikdns valtozasrdl szdmoltak be a fehérje szialilacios szintjében a
differencidlodds soran, magasabb STO6GALI1 szialiltranszferdz szinttel a differencialatlan
human pluripotens dssejtekben, mint a nem pluripotens sejtekben [55].

Az epitelialis-mezenchimalis atmenetet (Epithelial-Mesenchymal Transition — EMT)
indukcigjat kovetden megvaltozott szialilacids mintazat figyelhetd meg a sejtek felszinén,
amelyek lehetdvé teszik a rakos sejtek szamara az elsddleges daganatoktol torténd elszakadast,
az extracellularis matrixba torténd behatolast, és attétek képezését a tavoli szervekben [56]. A
fehérjék szialildcidjanak megvaltozasarol hipoxias koriilmények kozott szintén beszamoltak
[57] [58].

A fent leirtakbol is jol latszik ugyan, hogy a szidlsavak szerepe rendkiviil sokrétli és szamos

folyamatban kritikusak, tanulmanyozasukat tobb akadaly is neheziti. A szidlsavak savas
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oldatban fragilisek és konnyen leszakadhatnak matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — MALDI) vagy pozitiv ion modu elektrospray
ionizacidos tomegspektrometria (Electrospray lonisation Mss Spectrometry — ESI-MS)
alkalmazasa soran. Ennek megakadalyozasara kiilonb6z6é kémiai derivatizacios eljarasokat
talalhatunk a szakirodalomban, mint példaul a metil észterifikacio[59].

A glikén redukalo végének fluoreszcens jelolését a szidlsavak stabilizalasa nélkiil széles
korben  alkalmazzédk  kapillaris elektroforézissel ~ vagy  nagy  teljesitményi
folyadékkromatografiaval (High Performance Liquid Chromatography — HPLC) t6rténé
clemzések alkalmaval. Amikor a peptid N-glikanaz F (PNGase F) felszabaditja az N-
glikanokat a glikoproteinekrdl, a felszabaditott glikdnok redukald végén aktiv alditol talalhato,
amely egy primer aminnal reduktiv aminalassal jel6lhetd meg. A jeldlési reakcio egy kétlépéses
folyamat, amelynek els6 1épésében a fluorofor primer aminja reagal a cukor nyitott gytiriis
forméajaval és 1 vizmolekula kilépésével Schiff-bazis képzodik. Savas koriilmények kozott a
kialakult imin protonaldodik, igy iminium ion képzédik. A stabil fluorofor-cukor kapcsolat
kialakitdsahoz az iminium iont redukélni kell, melyhez redukéloszerként leggyakrabban
natrium-cianoborohidridet (NaBH3CN) alkalmaznak [60].

Kimutattak tovabba, hogy a szidlsavak elveszhetnek, ha magas hdmérsékletnek (>28°C)
vannak kitéve [61] [62]. A jelolési modszereket ennek megfeleléen probaljak optimalizalni.
Az irodalomban fellehet6ek olyan eljarasok, ahol 37°C overnight jel6lést alkalmaztak [63] [64]
és olyan is, ahol 65°C-on 2-4 6ran keresztiil végezték a glikanok jelolését. Egyes mérési adatok
szerint a valamivel alacsonyabb hdmérséklet (60°C) csokkenti a szidlsavak sav altal katalizalt
vesztesét a jelolést kdvetd 2 oran beliil [59].

A mintdk deszialildldsa a fent emlitett ,,problémak” miatt igy egy gyakran alkalmazott
modszer az elektroforetikus elvéalasztasok el6tt annak érdekében, hogy a kapott
elektroferogramot egyrészt egyszerlisitsék, masrészt azért, hogy a reprodukalhatdsagot
noveljék [65]. A szialsavak kontrollalatlan vesztésével ugyanis olyan strukturak aranyanak fals
novekedését detektalhatjuk, amelyek egy része eredetileg valdjaban szidlsavval terminalt volt.
gy féként a bonyolult biologiai mintak esetében célszerti a mintik deszaililacioja azok

glikomikai analizise el6tt.
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3.3. IgG szerkezeti felépitése és N-glikozilacioja

A human immunglobulinok a glikoproteinek egy kiilonleges osztalyat képviselik, melyek
alapvetd szerepet toltenek be a specifikus immunvalasz [étrejottében. Funkcionalis
specificitasuk egyes becslések szerint 107 kiilonbozé antitest szekvencian alapul [66].

Az antitestek heterotetramer tipusu, alapvetéen két nehéz- (H-lanc) és két konnyi lancbol
(L-lanc) felépiild fehérjék, mely lancokat diszulfid hidak kapcsolnak Ossze kialakitva a
jellegzetes ,,Y” molekulaformat [67]. Az emberi ellenanyagok a nehéz lancok izotipusa alapjan
(a; 9, &, v és p) IgA, IgD, IgE, IgG és IgM alosztalyokba sorolhatok. A konnyti lancoknak két
izotipusa ismert, a A és a k [68], melyek aranya ember esetén 70:30 [69]. Mind a nehéz- (55 és
70 kDa kozott), mind pedig a konnyi lancok (kb. 24 kDa) feloszthatok variabilis (V), illetve
konstans (C) doménekre. A teljes konnyii lanc és a nehéz lanc Vy és CHl doménje az Fab
(antigén-koto frangmens), mig a nehéz lancok C-terminalis doménjei (CH2 és Cn3, valamint
IgE és IgM esetében a Cn4 domén is) az effektor funkciok kozvetitéséért felelds Fc régio
kialakitasaban vesznek részt. A konnyl €és nehéz lancok variabilis régioin beliil 4, viszonylag
konzervalt aminosavszekvenciat mutato vaz-szekvenciak (Framework-Region — FR), valamint
3, nagyfoku valtozatossaggal jellemezhet6 hipervariabilis régio (Complementary-Determinind
Region — CDR) helyezkedik el, melyek egyiittesen alakitjak ki az epitopot felismerni, és azt
nagy fajlagossaggal kotni képes antigén-kotéhelyet [70]. Az ellenanyagok Fc és az Fab régioi
a, 0, és vy nehéz lancok esetén egy, a molekula tobbi részével homoldgiat nem mutato, rugalmas
un. kapocs région keresztiil kapcsolodnak, mely a diszulfid hidaknak is helyet ad. Az IgM és
IgE izotipusu antitestek Iényegesen alacsonyabb flexibilitassal jellemezhetok a kapocs régio

hianya miatt [71].
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« > Konnyii linc

7 aslt Neglikin

Variabilis régio: VH és VL

Konstans régio: CL, CH1, CH2 és CH3

S-S hidak

N-glikozilacios kotohely

Fc régio — (Asn297)

3. abra: 1gG antitest szerkezete a konzervalt N-glikozilacios kotohely megjelolésével (sajat

abra)

Valamennyi antitest glikoprotein (O- és N-kapcsolt glikanok egyarant el6fordulhatnak
molaris tomeg 2-3%-at adja az IgG esetében, mig a tobb glikozilacios hellyel rendelkezd
antitesteknél is legfeljebb csak 12-14%-at jelenti a molekula teljes molaris tomegének (pl.: IgM
és IgE esetében). Az antitestek konnyti lancai szintén hordozhatnak glikan strukturat [71].

A szérum glikoproteinek koziil N-glikozilacios szempontbol az antitestek 75%-at ado IgG,
amely konnyli lanc szerkezete alapjan tovabbi 4 alosztalyra oszthato (IgG1, IgG2, 1gG3 és
IgG4), a legtanulmanyozottabb fehérje glikozilacios szempontbol [72]. Minden egyes 1gG
molekula CH2 doménje tartalmaz egy konzervalt N-glikan koétéhelyet, a nehéz lanc Asn-297
pozicidban 1évé aminosavhoz kovalensen kapcsolodik egy-egy, dontden core-fukozilalt
kétantennas, komplex tipusi N-glikan szerkezet [71]. Az IgG ellenanyagok N-glikan
szerkezetei galaktozilacios fokukat illetden lehetnek agalaktozilaltak (GO), mono- (G1),
valamint bigalaktozilaltak (G2). A szialilacié mértéke jellemzden igen alacsony, a profil kb.
10-15%-at alkotjak. A szialilaicidhoz hasonléan a biszekting GICNAC jelenléte az IgG N-
glikdjainak csak kis részére, hozzavetdlegesen 10-15%-ukra jellemz6 [73]. Az Fc régioval
ellentétben az IgG Fab régioja nem hordoz konzervalt N-glikozilacios helyet, a molekulak egy
jelentds része azonban az Fab variabilis részén akar tobb pozicidban is glikozilalt lehet [73], és

foként magasan szialilalt, komplex tipusu szintén kétantennds szerkezetek, valamint magas
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mannoztartalma N-glikanok jelenlétérdl szamoltak be az Fab régio glikozilacids elemzésének
eredményeként [74].

Bar az IgG glikom egyénenként bizonyos idéintervallumon beliil stabilitast mutat [75],
szénhidratszerkezetének 6sszetételét befolyasolja az életkor [76] [77], a nem és nemi hormonok
Osszetétele [78], és érzékenyen reagal a szervezet homeosztazisanak felborulasara, igy szamos
betegség esetén jelentds glikozilacios valtozasokrol szamoltak be az évek soran [73].

A gyulladas a szervezet természetes valaszreakcioja az 6t ért kiils6 vagy bels6 eredetii karos
hatasok elimindlésara, mely soran szamos valtozas figyelheté meg az adott organizmusban
mind lokalisan, mind pedig szisztémasan [79].

Az IgG molekuldk a gyulladasos folyamatok szerepldi. N-glikozilacioval torténd
poszttranszlacios modositasuk fontos a szerkezeti integritasuk szempontjabol, és dont6 szerepet
jatszanak a komplementrendszer aktivalasaban [80], az Fc receptorokkal valo kdlcsonhatasban
[81] és az antitest-fiiggd sejt altal kozvetitett citotoxicitasi reakcioban [50]. A mar emlitett
konzervalt N-glikozilaciés helyhez k6tddo cukorstrukturak osszetétele nagyban befolyasolja a
molekula ezen effektor funkcioit. Az Fc régié glikanjainak eltavolitasa a molekulara jellemz6
3D struktura elvesztéséhez vezet, az antitest nem képes az Fc receptorhoz és a C1q-hoz k6tddni,
igy sem a komplement rendszer aktivalasara és a CDC, sem az ADCC folyamatok beinditasara

nem képes.

3.4. IgA szerkezeti felépitése és N-glikozilacios tulajdonsagai

Az IgG antitestekkel ellentétben az IgA-rol és a molekula glikozilacidjanak az effektor
funkciokra esetlegesen kifejtett hatasair6l joval kevesebb ismerettel rendelkeziink. Az IgA a
szekrétumokban legnagyobb aranyban el6fordulé immunglobin izotipusnak tekinthet6 [82], az
emberi vérben pedig a masodik legnagyobb koncentracidéban (3-7 mg/mL) keringé ellenanyag
az 1gG-t kovetden, igy az immunhomeosztazisban betdltott jelentds szerepe feltételezheto.

Az IgA antitestek 2 alosztalyat kiilonitjiik el, az IgAl és az IgA2 izotipusokat, melyek
tér el egymastol. Mindkét tipus monomer és dimer formaban is eléfordul, az alosztalyok eltérd
aranyban vannak jelen a vérkeringésben ¢és a kiilonboz6 szekrétumokban (tracheabronchialis
valadék, anyatej, nyal, konny, orrnyak, gasztrointesztinalis szekrétumok). Mig az emberi
vérkeringésben a teljes IgA 90%-at az IgA1 alosztaly teszi ki, mely jelentds része monomer

formaban van jelen, addig az externdlis szekrétumokat illetden a két tipus aranya jelentds
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eltéréseket mutat a test kiilonb6z6 pontjain [83], és foként szekretalt formaja figyelheték meg.
Az IgA dimer formaja kiegésziil az antitesteket az Fc régidjuknal 6sszekotd, €s azokhoz
diszulfid hidakkal kapcsolodo, ciszteinben gazdag J-lanccal, mely 1 N-glikozilacios kotohelyet
tartalmaz az Asn-49 pozicioban. Az IgA szekretoros formaja (SIgA), amely a transzcitozisnak
nevezett folyamat soran az epitélsejteken keresztiil keriil a szekrétumokba, az antitestek Fc
— SC) is kiegésziil. A szekretoros komponens 7 N-kapcsolt glikankotd hellyel rendelkezik. A

két IgA izotipus felépitése a glikozilacios helyek megjeldlésével a 4. abran lathato.

Kapocsrégio
116 211
* N-kapcsolt glikozilacio
263 263 O
- solt
Toldalék régio 337 Y O-kapcsolt glikozilacio
N J-lanc
459 @ Szekretoros komponens
mIgA2 . ,
Nehézlanc: VH; Cal; Ca2 és Ca3
Konnyiilanc: VL és CL
dIgA2

4. abra: IgA szerkezetének sematikus dbrazolasa a glikan-kotohelyek megjelolésével

Lopez és mtsai. nyoman [84]

mlgAl és mIgA2 az IgA monomer formait, a dIgAl és dIgA2 a dimer, mig az sIgAl és sIgA2 az
antitestek szekretoros formdjat reprezentdljak. Szekretoros komponens (P01833) glikozildcios

helyei az UniProt adatbazisbol szarmaznak [85].

Bar korabbi tanulmanyok azt sugalltak, hogy a szérum IgA elsédleges funkcioja az
antigének eltdvolitasa gyulladdsos valaszreakciok generaldsa nélkiil, mara egyre tobb
bizonyiték utal arra, hogy egyarant képes aktivalni a komplement rendszert, fagocitozist és
ADCC valaszreakciot [86] kivaltani. A kozvetitett immunvalasz nagymértékben fligg a

molekulaformatol, ugyanis mig az sIgA a szekrétumok egyik {6 denfender molekuldjaként veéd
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a fert6z6 patogénekkel és toxinokkal szemben [87], addig a monomer forma féként az
inflammatorikus szignalok gyengitése révén mérsékli az IgG antitestek altal generalt
valaszreakciok szisztémds hatdsait, hozzdjarulva ezzel a szervezet belsd egyensulyanak
fenntartdsahoz. Immunkomplexben az IgA a keringés f6 antitestjé¢hez, az IgG-hez hasonldan
ADCC valaszreakciot indukal, valamint eldsegiti a patogének fagocitdzisat, polimer formaban
aktivalhatja a komplement rendszer lektin-fliggd ttvonalat [88].

Az IgA esetében is alosztaly-fliggd véalaszreakciorol beszélhetiink, amely valoszintileg a két
IgA alosztaly glikozilacidjaban vald kiilonbségekbdl is adodhat. Az IgAl foként
antiinflammatorikus hatast fejt ki, feltehetéen a magasabb fokt szialilaciojanak koszonhetéen
[89]. Az IgA Fc régioiban 1évé aszparaginhoz kapcsolt oligoszacharidok effektor funkciodjat
befolyasold hatdsa azonban még nem teljesen tisztazott. Mattu és mtsai. szerint az IgA1 egyik
N-glikanja sem kulcsfontossagii az FcaRI-IgA1l kapcsolat kialakulasa szempontjabol [90],
ugyanakkor Carayannopoulos és mtsai. szerint az Asn-263 mutacidja glutaminra csdkkenti a
molekula receptorhoz val6 kotési affinitasat [91].

Az N-kapcsolt glikdnok az IgA1 esetében a molekula teljes tomegének 6-7%-at, mig az
IgA2 esetében a 8-10%-at teszik ki [92]. Az IgG molekulakkal ellentétben, ahol valamennyi
altipus nehéz lanconként egy konzervalt N-glikdn kotOhelyet hordoz, az IgAl és IgA2 a
glikozilacids helyek tekintetében is eltérést mutat. Az I[gA1 két N-glikan kétdhelyet hordoz a
Ca2 domén Asn-263 poziciojaban, illetve a toldalék régidé Asn-459-es poziciojaban.

Az IgAl emellett 9 O-glikozilacios kotohellyel is rendelkezik a konstans és a variabilis
régiok Osszekotd szakaszan. Az IgA2m(1) altipus 4 N-glikozilacios hellyel rendelkezik (Asn-
116; Asn-263; Asn-337; Asn-459), mig az IgA2m(2) plusz 1 N-glikozilacios helyet hordoz az
Asn-211 pozicidban [93].

3.5. A mintavétel és mintagyiijtés N-glikozilacios mintazatot befolyasolo

altalanos nehézségei

A glikomikai elemzésre szadnt mintak esetében nincs olyan egységes mintakezelési
protokoll, melyet a mintdk gyiijtésétél egészen azok tarolasdig és feldolgozasdig kdvetni
sziikséges. A laboratoriumi vizsgalatok és a klinikai kutatdsok igy nagyban eltérhetnek a
preanalitikai szakaszban, beleértve a vizsgalat igénylését, a bioldgiai mintak eldkészitését,
tarolasat és a laboratoriumba torténd szallitas koriilményeit [94] [95]. Ezek a valtozok a kutatasi

adatok és eredmények populacionkénti és személyenkénti valtozasanak forrasai lehetnek, azaz
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a kisérletek soran is tapasztalt eltérések nem minden esetben valodi bioldgiai variancia
kovetkezményei.

A vérnek, mint bioldgiai mintanak az el6készitési fazisaban a preanalitikai valtozoi kozé
tartozik példaul a vérvételi csO tipusa, elo- és utdcentrifugdlas koriilményei, a hosszutava
tarolasi homérséklet €s az idOtartam egyarant. A preanalitikai eltérések kiilonb6z6 modon
fordulhatnak eld, fliggden a bioldgiai minta tipusarol és az alkalmazando vizsgalati modszertol
[96]. Eppen ezért fontos mélyrehatoan tanulmanyozni és kezelni azokat a preanalitikai
eltéréseket okozo tényezoket, melyek hatassal lehetnek a kutatdsi eredményekre, igy
befolydsolva és megnehezitve a kapott adatok szélesebb tudomanyos korben torténd
Osszehasonlitasat, és relevans kovetkeztetések levonasat.

Az irodalomban szamos olyan kozlemény talalhat6, melyekben a véraramban keringd
glikoproteinek N-glikozilacios valtozasardl szamolnak be kiilonboz6 betegségek kapcsan [97],
igy a vérmintakbol szarmazo N-glikanprofil-analizis diagnosztikai célokra torténd
felhasznalasa nagy jelentdséglivé valhat a jovoben mind az alapvetd orvosbioldgiai, mind az
alkalmazott klinikai kutatasokban.

Glikozilacidos szempontbol a legintenzivebben tanulméanyozott teriiletek egyike a
rosszindulati daganatos megbetegedések, ennek ellenére a klinikai diagnosztikdban a
szabalyzd szervezetek 4altal a hétkdznapi gyakorlatban is alkalmazhato, jovahagyott
glikobiomarker még nincs ebben a betegségcsoportban [98]. A széban forgd ko-, illetve
poszttranszlacidos modosulds biomarkerként torténd sikeres klinikai alkalmazhatosaganak
egyeldre korlatot szab a validalasukhoz sziikséges nagy betegcsoportok ellendrzésének és a
megfeleld, gyors, hatékony, valamint nagy teljesitményii elemzési technoldgiaknak a hianya.
Bar a glikomikai kutatdsokban alkalmazott analitikai modszerek meglehetdsen ol
kidolgozottak, a teljes rutin laboratoriumi munkafolyamatokba valé integralasuk még
folyamatban van. A mddszerek fejlesztése €s validdlasa soran tobb tényezdt is figyelembe kell
venni a jo elemzési hatékonysag, felbontas, pontossag, nagy ateresztoképesség €s robusztussag
elérése érdekében. Egy korabbi, 1008 onkéntes bevonasaval késziilt tanulmany a glikanprofilok
nagy egyéni variabilitasarol szamolt be [99]. Ez a tény is azt bizonyitja, hogy sziikség van a
megfeleld minta-el6készitési protokollok, glikoanalitikai eszkdzok egységesitésére a
szénhidratprofil és Osszetétel elemzéséhez, valamint azok esetleges valtozdsainak
értekeléséhez.

A vérmintakban jelen 1év6 enzimek hatasara valtozhat a mintak N-glikan 6sszetétele [100]
[101] [102]. Az enzimaktivitast ugyanakkor szamos tovabbi tényez6 befolyasolhatja, példaul a

hémeérséklet, a pH és a szubsztratok koncentracidja.
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A mintak (id6 el6tti) bomlasatol térténé minél hatékonyabb védekezés érdekében azok
kezelésének fontossagarol a véralapti proteomikai [103] [104] [105] és a metabolomikai [106]
[107] tanulmanyok korabban mar beszamoltak, melyekhez hasonld értékelésre lenne sziikség a
glikomika esetében is.

Erre tettek kisérletet Dedova és mtsai. Gttoré munkajukban, amelyben a preanalitikai
feltételeknek a mintak glikanszerkezeteire, valamint a glikan alapt petefészekrak biomarkerre,
a GLYCOV pontozasos alapu rendszerre gyakorolt hatasarél szamoltak be [108]. A szerzok
tobbek kozott a tarolasi hdmérséklet és a feldolgozasi id6 hatasait vizsgaltak 10 egészséges
onkéntes szérum, valamint plazma glikanprofiljara a mintak deszialilaciéja utan. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a szialilalt struktarak gyakran fontos biologiai informaciokat
tartalmaznak [1], amelyek elveszhetnek, ha a mintakat deszialialjuk. Ventham és mtsai.
tanulmanyoztdk a kiilonb6zé mintavételi csovek és feldolgozdsi modszerek hatdsat a teljes
szérum N-glikdnprofiljara, és megallapitottdk, hogy a vizsgalt tényezék minimalis,
statisztikaliag nem szignifikans eltéréseket okoztak a vizsgalatba bevont egyének mintai kdzott
[109]. Cadamuro munkatarsaival ugyanerre a kovetkeztetésre jutott; a centrifugalasi
koriilmények nem valtoztattak a tanulmanyukban vizsgalt analit sszetételén [110]. Doncz6 és
mtsai. formalinnal fixalt és paraffinba agyazott (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded — FFPE)
szovetmetszetek tanulmanyozasa soran a fixalas és a mintavétel kozt eltelt 1d6 hatasat vizsgalva
szovetspecifikus N-glikozilacios modosulast figyeltek meg [111].

Nemrégiben egy kutatocsoport az a(2-6) kapcsolt szialsav egységeknek a komplex N-
glikanokhoz torténé kapcsolasaért felelds ST6Gall gén B-sejt-specifikus ablacidja révén
feltarta, hogy az IgG szialilaci6 a véraram extracellularis kornyezetében a B-sejt szekrécios
utvonaltol fliggetleniil is bekovetkezhet. Azt is felfedezték, hogy a szekretalt szialsav
transzferdz enzimet a maj kozponti vénait béleld sejtek termelik, és hogy az IgG szialilaciot a
szérumban lokalizalt nukleotidcukor donor CMP-szidlsav hajtja, amely legalabb részben a
degranulal6 vérlemezkékbol szarmazik [112].

Ezek a megfigyelések a vérben kering? és szovetekben is jelen 1év0 glikozilacios enzimekre
utalnak, melyek a mintak levétele utan is aktivak maradhatnak [111] [112], igy tovabbi részletes
vizsgalatok sziikségesek annak feltardsara, hogy a mintavétel és a minta fixalasa/fagyasztasa

kozt eltelt 1d6 milyen hatdst gyakorolhat annak N-glikozilacios tulajdonséagaira.
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3.6. A gyulladas altalanos jellemzése

A gyulladas a szervezet egészsége szempontjabdl 1étfontossaghi védekezd mechanizmus,
mely az immunrendszer ingerekre adott valaszaként irhaté le. A folyamat célja a karos ingerek
elhatarolasa és eltavolitasa révén a szdveti integritas helyreéllitdsa. A pirt (rubor), duzzanatot
(tumor), a szovetek helyi hémérsékletemelkedését (calor) és a fajdalmat (dolor), mint jellemz6
lokalis tiineteket Aulus Cornelius Celsus mar az 6korban lejegyezte. Galenus az idészamitasunk
utani 2. szdzadban a tiineteggylitest kiegészitette az érintett teriilet diszfunkcidjaval (functio
laesa) [69].

Idébeli és térbeli lefolyasat a kivaltd és helyreallitd mechanizmusok egymashoz vald
viszonya hatarozza meg, igy megkiilonboztetiink lokalis és szisztémas, akut (heveny) és
kronikus (idiilt) gyulladast. A gyulladas folyamatai a kivaltd tényez6tdl (fertdzeés vagy szoveti
sériilés) fliggben eltérhetnek [113], végs6 kimenetelét jelentésen befolyasolja a kivaltd inger
mértéke, valamint a szervezet velesziiletett és adaptiv immunrendszere.

Béar a gyulladas a kivaltd ingerek lekiizdése és a belsd homeosztazis helyredllitdsa
szempontjabol nélkiilozhetetlen folyamat, az orvostudomény felismerte az immunrendszer €s a
gyulladdsos folyamatok szerepét szdmos olyan, a mai modern kor vezetd mortalitasi €s
morbiditasi mutatoival rendelkezé betegség kialakulasaban ¢és fenntartasaban is, melyek
fert6zéssel vagy szoveti sériiléssel nem hozhatok Osszefiiggésbe. Maga a gyulladas sejtek,
enzimrendszerek és bioaktiv molekulak bonyolult egyiittmiikodésének eredménye. Az elmult
években ugyan jelent6s eldrelépés tortént azoknak a sejtes és molekularis eseményeknek a
megismerésében és megértésében, amelyek a fertdzés és a szoveti karosodas hatasara kialakulo
akut valaszban jatszanak szerepet, valamint részben ismertek azok az események is, amelyek a
helyi kronikus gyulladashoz vezetnek. Azonban tovabbra is Iényegesen kevesebb ismerettel
rendelkeziink az olyan alacsony szintli, szisztémas kronikus gyulladas (Systemic Chronic
Inflammation — SCI) okair6l és mechanizmusair6l, mint amelyek egyes betegségekben, példaul
cukorbetegségben vagy elhizasban is tapasztalhatoak [114]. Ugy tiinik, hogy ezek az SCI
allapotok a klasszikus értelemben vett kivaltd okoktol eltéréen (fertézés és szoveti karosodas)
a szovetek hibas miikodéséhez kapcsolodnak [114].

Az SClI perzisztalo, gyakran klinikai tiineteket rovid tdvon nem okozo allapot, amely hosszl
ideig torténd fennallasa révén fejti ki a sejteket, szoveteket és szerveket karositd hatasat. Az
altala vezérelt és kivaltott karosodasok Kklinikai kovetkezményei igen sokrétiiek és sulyosak
lehetnek, szamos korképet foglalnak magukba a metabolikus szindromatol kezdve a sziv- és

érrendszeri megbetegedéseken ¢és neurologiai korképeken 4t egészen a daganatos
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elvaltozasokig (5. abra). A WHO adatai szerint ezek a kronikus gyulladasos megbetegedések
vilagszerte a halalozasi okok tobb mint 60%-ért voltak felelések 2019-ben [115].

Autoimmun megbetegedések:

* Crohn-betegség KardiovaszKkuliris megbetegedések:
* Fekélyes vastagbélgyulladas * Arteoszklerozis

* Lupusz eritematdzusz + Szivelégtelenség

» Szklerézis multiplex e Sztrok

* l-es tipusa diabetes mellitus ¢ Magas vérnyomas

* Reumatoid artritisz

Metabolikus szindroma:
* Elhizas

* 2-es tipusu diabétesz mellitusz
* Gesztacios diabétesz mellitusz
* Veseelégtelenség

e Zsirmaj

Csont- és iziileti megbetegedések:
+ Oszteoartritisz

+ Oszteopénia
+ Oszteoporozis

Krénikus szisztémas gyulladas

« Légzoszervi megbetegedések:
COPD

Neurologiai korképek: « Asztma

* Alzheimer-kor

* Parkinson-kar

* Szénanatha

Daganatos megbetegedések
pl: Tiidérak

5. abra: Kronikus szisztémas gyulladas (SCI) altal vezérelt karosodasok hatasara

kialakulo leggyakoribb megbetegedések (sajat abra)

Az abran piros szinnel tiintettem fel az altalam vizsgalt korképeket.

Kivaltd okai kozott szamos tényezdt feltételeznek, Ggy mint a kronikus fertézések,
egészségtelen ¢életmdd, szocidlis és  kultaralis komponensek, pszichés stressz, ipari
tevékenységbdl szarmazo szennyezdk. Egyre népszerlibb az a nézet is, amely az SCI 6 kivalto
okaként az egyedfejlodés korai szakaszéban elszenvedett karos (anyai vagy még a fogantatést
megel6zden apai eredetll) hatasokat tekinti, melyek az intrauterin élet soran hatnak az utédok
immunrendszerének fejlédésére. A modell szerint az anyai gyulladas a varandossag ideje alatt
a magzat genetikai kodjaban olyan epigenetikai modosulasokat idéz elé, melyek kovetkeztében
a sziiletendd gyermek fokozott kockazattal rendelkezik az SCl-re és az azzal Osszefliggd
betegségek kialakulasara élete korai és késéi szakaszdban egyarant, igy biztositott az SCI
generaciok kozotti aramlasanak lehetésége [116].

A sejthaldl szintén eldsegitheti az SCI kialakulasat un. endogén sériilés/veszély-asszocialt
molekularis mintazatok (Damage Associated Molecular Pattern — DAMP) felszabaditasaval,

amelyek aktivaljak a dendritikus sejteket (Dendritic Cell — DC), makrofagokat és a velesziiletett
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immunrendszer egyéb Orjaratozd sejtjeit. Az aktivalt sejtek altal felszabaditott citokinek
fokozzak a gyulladdsos medidtorok termelését, koordindljak a szdveti és a szisztémads
immunvalaszokat el0segitve a regeneraciot. A gyulladdsos valasz hatékony szabalyozasanak
elmulasztasa azonban hosszan tart6 immunvalaszt eredményezhet, ami tartds
szovetkarosodashoz és végso soron kronikus gyulladasos betegség kialakulasdhoz vezethet.

A nekroptozis a legjobban jellemzett un. szabalyozott sejthalal forma az apopotodzis utan. A
nekroptozist szamos specifikus receptor altal elindititott jelatviteli itvonal kivalthatja, koztiik a
Z-nukleinsavkoté protein 1 (Z-DNA Binding Protein 1 — ZBP1), az interferon receptorok
(Interferon Receptor — IFNR), a tumor nekrézis faktor receptor (Tumor Necrosis Factor
Receptor — TNFR) és a Toll-like receptorok (Toll-like Receptor — TLR) altal inditott
szignalizacio. A folyamat kulcsmolekulai a receptor kdlcsonhato fehérje kinaz 1 és 3 (Receptor-
Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1 — RIPK1, RIPK3), valamint a kevert eredetli
kindz domén-szerli pszeudokinaz (Mixed Lineage Kinase Domain Like Pseudokinase —
MLKL). Szamos tanulmany kimutatta, hogy a RIPK1 és a RIPK3 komplexet (nekroszomat)
alkot. Az MLKL oligomerizalodik ¢és a plazmamembranba transzlokalodik,
RIPK1/RIPK3/MLKL komplexet képezve, amely nekroptdzist indukal [117].

Piroptozis a nekroptozis €s apopotdzis egyes morfologiai jellemzdivel egyarant rendelkezd
szabalyozott sejthalal forma, mely 2 utvonalon indulhat el: 1) kaszpaz-1 fiiggd klasszikus ut; 2)
kaszpaz-4/5 fliiggd nem-klasszikus ut. A klasszikus Ut a mintazatfelismerd receptrok (Pattern
Recognition Receptor — PRR) stimulacidja esetén aktivalodik, mig a nem-klasszkus ut
aktivalasa esetén a kaszpaz 4/5 kozvetleniil kapcsolodik a Gram-baktériumok sejtfalaban 1évo
lipopoliszacharid lipid A komponenséhez [117]. Az aktivalt kaszpazok hasitjak a Gasdermin
fehérjecsaladba tartozd Gasdermin D (GSDMD) fejérjét, melynek N-terminalis lipofil része a
sejtmembranba transzlokalodva porust formal, ezzel idézve el6 a sejt piroptotikus halalat. A
kaszpaz-1 IL-18 és IL-1p tovabb fokozza a lokalis immunvalaszt [118].

A ferropt6zis a sejthalal reaktiv oxigén gyokoktol (Reactive Oxygen Species — ROS) fiiggd
formaja, amely a vas tlzott felhalmozddasaval és lipidek peroxidaciojaval, valamint a vas
homeosztazisanak és a lipid-peroxidacid anyagcsere szabdlyozasaban részt vevd specifikus
gének megvaltozott expresszidjaval jar [119].

Szamos mitokondridlis alkotéelem és anyagcseretermék DAMP-ként miikodhet, és a
citoszolba vagy az extracellularis térbe keriilése esetén eldsegitheti a gyulladas kialakulésat,
fokozodasat. A mitokondriadlis DAMP-ok altal kivaltott gyulladasos utak patogének lehetnek,
mivel lehetové teszik fert6zd és daganatos betegségek kialakuldsat vagy progresszidjat. A

mitokondrialis  kiils6 membran permeabilizacio (Mitochondrial Outer Membrane
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Permeabilization — MOMP) soran, amelyet a proapoptotikus a BCL-2-asszocialt X, az
apoptozis szabalyozd (BAX) és a BCL-2 antagonista/killer 1 (BAK1) fehérjék altal formalt
poéruskomplex indit el, a citokrom c transzlokaldédik a mitokondridlis intermembran térbdl a
citoszolba. Ez egy apoptotikus peptidaz-aktivalo faktor 1 (Apoptotic Protease Activating
Factor-1 — APAF1) ¢és kaszpaz-9 tartalmi komplex, az apoptoszoma Osszeszerelését
eredményezi, amely kaszpéaz-3 aktivaldsa révén apopototikus sejthalalt idéz eld. Fizioldgias
korilmények kozott a MOMP-ot aktivan megakadalyozzak a BCL-2 fehérjecsalad
antiapoptotikus tagjai, beleértve magat a BCL-2-t, valamint a BCL-2-szer(i protein 1-et (BCL-
2L1; legismertebb nevén BCL-XL) és az mieloid sejt leukémia 1 fehérjét (Myeloid Cell
Leukemia 1 — MCL-1) [120].

A mitokondrium a szabalyozott sejthaldl nekrotikus formdjat is szabalyozza, melyet
mitokondrialis permeabilizacié altal vezérelt nekrozisnak neveziink [120]. A mitokondrialis
permeabilitas atmenet (Mitochondrial Permeability Transition — MPT) olyan jelenség, amely
hirtelen kis molekulatomegii oldott anyagok (molekulatomeg legfeljebb 1500 Da) ataramlasat
okozza az éltaldban atjarhatatlan bels6 mitokondridlis membranon. Az MPT-t egy
szupramolekularis komplex, az Ggynevezett mitokondridlis permeabilitasi tranzicidés porus
(Mitochondrial Permeability Transition Pore complex — MPTP) kozvetiti, amely a belsé és
kiils6 mitokondridlis membranok hatarfeliiletén all 6ssze, kapcsolatot 1¢étesitve a sejt citoszolja
¢és a mitokondrialis matrix kozott [121]. Az MPT kivaltoi kozé tartozik a ROS felhalmozdodasa
mellett a Ca?* felhalmozédasa a mitokondrium métrixaban, mely az MPTP nyitdsat eredényezi.
A poérus nyitasanakaz egyik fontos kdvetkezménye az APT szintézis leallasa a H* bearamlas
miatti membranpotencial  kiillonbség elvesztésének kdszonhetden. Porusméretének
koszonhetden az MPTP megnyitasa a kofaktorok és ionok ujra felosztasaval, beleértve a
felhalmozodott Ca?* felszabaduldsat, egyensulyi allapotot is eredményezi. Ez nem csak a
mitokondriumok ¢és a citoszol kozotti metabolikus gradiensek felboruldsahoz, hanem a viz
bearamlasdhoz is vezet, ami egyidejiileg a mitokondriumok duzzadéasat eredményezi
mindaddig, mig végiil a kiils6é membran is felszakad [122].

A mitokondridlis diszfunkcid6  kovetkeztében felszabaduld kiilonféle mitokondridlis
komponensek és anyagcsere termékek I-es tipusu interferonok (IL-6, IL-18, IFNB1, TNF)
kemotaxisaval és aktivalasaval, valamint neutrofilek és yd T-sejtek aktivalasaval gyulladasos
reakciokat valtanak ki és fokoznak [120].

Annak ellenére, hogy jol megalapozott bizonyitékok vannak egyes betegségek kialakuldsa

¢s az SCI megléte kozott (IL-1p; C-reaktiv fehérje (C-reaktive protein — CRP), tumor nekrézis
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faktor alfa (TNF-a) és egyéb gyulladasos markerek fokozott expresszidja), jelenleg nincs
altalanosan elfogadott biomarker az egészségkdrositdé kronikus gyulladas jelenlétének
bizonyitasara, ugyanis nem minden gyulladasos marker szintje emelkedik meg minden esetben
[116].

3.7. Az elhizas és cukorbetegség, mint gyulladasos korképek

Az elhizés incidenciaja az elmult években rohamosan novekedett vildgméretii egészségiligyi
problémat jelentve. A Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) adataibol jol lathatd, hogy ez a
novekvd tendencia Magyarorszagon is megfigyelhetd. Mig 2009-ben a felndtt ndi lakossag
48,8%-a volt tulsulyos vagy elhizott, addig ez a szam 2019. évre elérte az 51,9%-ot. A férfiak
esetében még ennél is jelentdsebb ndvekedés figyelhetd meg, a 2009-ben mért 59,4% értékhez
képest 10 évvel késdbb mar a férfiak 65,3%-ara jellemzd valamilyen mértékii testsuly felesleg
[123]. A tultaplaltsag és az ezzel parosuld csokkent testmozgas altal eldidézett
teststlygyarapodas éppugy novekvo tendenciat mutat a gyermekek, mint a serdiilékorban 1évo
fiatalok korében. A WHO adatai szerint 2020-ban kozel 39 millio 5 év alatti gyermek volt
elhizott vilagszerte [124].

A zsirszovetre korabban csak energiaraktarként gondoltak, majd az els6 adipokin génjének
illetve receptorainak felfedezésével, melyek mind a kdzponti idegrendszerben, mind pedig a
periférias szovetekben fellelhetdek, nyilvanvalova valt, hogy immun-endokrin szervként
jelent6sen befolyasolja a szervezet egészének mikodését [125] [126] [127].

Mira mar koztudott, hogy az elhizas kronikus, alacsony szintii, szisztémas gyulladéssal
tarsulhat [128], mely soran az adipocitak maguk is valtozast mutatnak. Az altaluk termelt és
szekretalt proinflammatorikus citokinek, tgymint a TNF-o, az interleukin-6 (IL-6) és a
plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1), valamint a gyulladascsokkent6 adipokinek, példaul
az  adiponektin,  szabalyozatlan  termelése  figyelhet6  meg  [129] [130].
Ily modon az elhizas, foként a zsigeri elhizas fokozhatja az egyéb kronikus megbetegedések
kialakulasanak hajlamat a klinikai tiineteket nem okozo un. szubklinikai gyulladason keresztiil
[131].

A gyulladast kivalté ingerekrdl és a pontos mechanizmusrél azonban a mai napig
megoszlanak a vélemények. Hotamisligil és mtsai. szerint maga a taltaplaltsag vezet az

adipocitak ER stresszéhez, és ezaltal az inflammatorikus kaszkad aktivalasahoz az ER-ben
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felhalmoz6do, hibasan feltekeredett fehérjéken, mint kivalto ingeren keresztiil [132]. Egy masik
elmélet a hipertrofids (sejtméret ndvekedés) zsirsejtek csokkent oxigénellatasaval egyiitt jaro
hipoxiat tekinti a gyulladdsos folyamatok f6 kivaltd tényezdjének annak ellenére, hogy az
emberi zsirszovetet alkotd adipocitdknak csak igen kis hanyada haladja meg a 100 um atmérot,
az oxigén diffuzids tavolsaga pedig 100-200 um [133]. Ezt az ellentmondast hangsulyozza az
IS, hogy Hosogai és mtsai. a kis és nagyméretii zsirsejtek hipoxias allapotardl is beszamoltak
[134]. Surmi vizsgalatai soran arra a megallapitasra jutott, hogy a zsirsejtek trigliceridekkel
valo telitése kovetkeztében infiltralodo ¢és felhalmozodd makrofagok felelések az
inflammatorikus folyamatok elindulasaért [135].

Fiiggetleniil a vélt kivaltd okoktol, elhizas soran szdveti szinten olyan detektalhatd
valtozasok kovetkeznek be, amelyek mind a folyamatosan fennallé gyulladasos folyamatok
iranyaba toljak az immunrendszer mitkodését, ezaltal felboritva a szervezet belsé egyensulyat
[136].

Mig a normal, funkcidjat ellatni képes zsirszovet gyulladascsokkentd és gyulladasgatlo
mediatorok és immunsejtek kiegyensulyozott rendszerébdl all, amely a normal zsirraktarak
fenntartasa mellett endokrin funkcidkat is ellat, biztositva a szisztémds inzulinhatést az egész
test egészséges anyagceseréjének fenntartasa érdekében, addig a taltaplaltsag hatdsara kialakulod
elhizasban a zsirsejtek hipertrofiaja, mitokondrilis diszfunkcio, valamint a szovetben oxidativ
¢s ER stressz figyelhetd6 meg. Ezen folyamatok a gyulladasos adipokinek fokozott
felborulasaért tehetok feleléssé [137].

A zsirszovet homeosztazisanak fenntartasaban kulcsfontossagl szerepet jatszanak a sovany
zsirszovetben jelen 1év6 eozinofil granulocitdk, amelyek IL-4 és IL-13 termelésiikon keresztiil
hozzajarulnak a szoveti antiinfammatorikus immunsejtek fejlédéséhez és fenntartdsdhoz.

A regulatorikus  T-sejtek (Treg) fiziologias koriilmények kozott megtalalhatok a
zsirszovetben, és hozzavetblegesen a zsirszoveti CD4+ rezidens T-sejtek 50%-at alkotjak [138].
A zsigeri zsirszovetben a Treg fokozott IL-10 termelést mutat.

Az IL-33 amellett, hogy a viszceralis zsirszovet Treg sejtjeinek fejlédésében ¢és
fenntartasaban jelentds szerepet jatszo citokin, hozzajarul az elhizésban tapasztalt inzulin
rezisztencia javitasahoz a 2. tipusu velesziiletett limfoid sejtek (type 2 Innate Lymphoid Cells -
ILC2) antiinflammatorikus citokin termelésének serkentésével, valamint az M2 polarizalt
szarmazo zsirszoveti Treg sejteken magasabb IL-33 receptor-szintet (ST2) detektaltak, mint az

elhizott egerek esetében, az IL-33 kezelés pedig csokkentette a zsirszoveti gyulladast és
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javitotta az egerek inzulinérzékenységét mindamellett, hogy helyreallt az IL-1 receptor-szerii 1
(IL1RL1)-pozitiv (mas néven ST2) Treg populacio is [139].

A sovany zsirszovet adipocitai dnmaguk is képesek 1L-10, valamint I1L-33 termelésére,
ezaltal hozzajarulva a Treg fenotipusos stabil zsirszovet fenntartasahoz. A felszabadulo 1L-10
jelentds része azonban nem zsirsejt-eredetii, f6 forrasat foként a zsirszovet sztromavaszkularis

A zsirszoveti leukocitdk f6 populacigjat a makrofagok alkotjadk, melyek
proinflammatorikus, M1 polarizaltsaga, valamint a helyreallitdé mechanizmusokban részt vevo
¢s antiinflammatorikus hatassal bir6 M2 fenotipustt makrofagokra oszthatok [140]. A sovany
zsirszovetben jelen 1év6 eozinofil sejtek és Treg sejtek altal szekretalt 1L-4, 1L-13 valamint IL-
10 a szoveti makrofagok differencialodasat az M2 fenotipus iranyaba tolja [141] [138], ezaltal
sovany zsirszévetben az antiinflammatorikus, alternativ moédon aktivalt M2, valamint a dontéen
proinflmmatorikus citokineket szekretalo M1 makrofagok aranya 4:1 [142]. Az adipocitak,
makrofagok ¢és zsirszoveti endotélsejtek altal expresszalt 1L-33 az ILC2 sejtek IL-5 és 1L-13
termelését serkentve jarul hozza az eozinofil granulocitak és M2 tipust makrofagok szdveti
akkumulaciojahoz [142].

Elhizas esetén jelent6sen megvaltozik a zsirszovet sztromavaszularis frakciojanak
Osszetétele, csokken az antiinflammatorikus Treg és segitd, un. 2-es tipustt T-helper sejtek
(Th2) szama, és n6 a proinflammatorikus 1-es tipust T-helper sejtek (Thl) és CD8+ T-sejtek
mennyisége. Az M2 és M1 makrofagok ardnyédban szintén véltozas figyelhetd meg az M1 tipust
sejtek javara [143]. A proinflammatorikus M1 makrofagok zsirszoveti felhalmozodasa az
elhizds egyik meghatdrozo komponense, és jelentdsen hozzajarul az elhizas altal indukalt
szisztémas gyulladas és inzulin rezisztencia kialakulasahoz [144].

A leptin, melynek szérum szintje gyorsan kdveti a tapanyagbevitelt, stimulalja olyan
gyulladaskeltd molekuldk szintézisét, mint az IL-1, IL-6, IL-12, TNFa, illetve hozzajarul a ROS
képzBdéséhez, igy a lokélis gyulladasos folyamatok kialakulasahoz egyarant. Ugy tiinik, hogy
a leptinnek szerepe van a zsirszovet sejtes Osszetételének fenntartasaban, szintjének emelkedése
ugyanis megelézi a Thl sejtek szintjének novekedését, amelyet aztan a Th2 és Treg sejtek
mennyiségi csokkenése kovet. Az adiponektin a leptin mellett a legismertebb adipokin, amely a
leptinnel ellentétben antiinflammatorikus mediatorok soranak expresszidjat szabalyozza (fokozza
az IL-10, IL-1 receptor antagonista és csokkenti a gamma-interferon (IFNy), IL-12, f6
hisztokompatibilitasi komplex II (Major Histocompatibility Complex I - MHCII), CD80; CD86

expressziojat).
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Elhizas soran a zsirszovetben az NK sejtek felhalmozddasat is megfigyelték, melyek IFNy
termelésiik révén az elhizésban tapasztalt gyulladdsos folyatok tovabbi szabalyozo sejtjei,
ugyanis az NK sejtek NK1.1 antitest altali depletalasuk csokkenti az M1 makrofagok magas
zsirtartalmi étrend hatasara torténd zsirszoveti felhalmozodasat [145]. A helyileg
megemelkedett Thl CD4+ sejtek altal szekretalt IFNy hozzéjarul a makrofagok M1 iranyu

fejlédéséhez.

3.8. Gesztacios Diabétesz Mellitusz

A GDM a varandossag ideje alatt manifesztal6do és el6szor ezalatt az iddszak alatt felismert
szénhidratanyagcsere-zavar [146], amely a leggyakrabban felmeriil6 komplikaci6 a terhesség
soran, és amelynek a legjelentésebb rizikotényezdje a fogantatas el6tti anyai talsuly/elhizas.

Az elhizas egyre novekve el6fordulasat figyelembe véve igy nem meglepd, hogy a

diagnosztizalt GDM esetek szama is ndvekvd tendenciat mutat vilagszerte [147]. Az
el6fordulasi gyakorisagok orszagok kozotti dsszehasonlitasa nehézkes. Ez kdszonheté a nem
egységes diagnosztikai kritériumrendszernek, illetve az adott orszag/régié etnikai
Osszetettségének [148]. Hazai el6fordulasara vonatkozo pontos adat regiszter hianyaban ugyan
nem 4all rendelkezésiinkre, de az elmult évek soran sziiletett regionalis vizsgalatok alapjan
kijelenthetd, hogy a GDM hazankban is egyre ndvekvo esetszamban fordul elé [149]. Még
2011-ben Kun és mtsai. a WHO kritériumrendszere szerint 8,7%-os eléfordulast irtak le; a
Diabeteses Terhességgel Foglalkozo6 Munkacsoportok Nemzetkozi Szovetsége (International
Association of Diabetes and Pregnancy Study Group — IADPSG) rendszere szerint ugyanazon
populacidt vizsgalva mar 16,6% volt a GDM eléfordulasi gyakorisaga [150]. A két
diagnosztikus kritériumrendszer ezen két eltérd prevalencia értéke egy egységesen
alkalmazhato és pontos biomarker azonositasat siirgeti. A GDM hazai prevalenciaja 2021-ben
az Nemzetkozi Diabetes Szovetség (International Diabetes Federation — IDF) adati szerint
12,8% volt [151].
Magyarorszdgon az Emberi Eréforrasok Minisztériuma — Egészségligyért Felelos
Allamtitkarsag Egészségiigyi Szakmai Kollégiumanak iranyelvei alapjan a WHO korabbi
ajanlasanak megfelelden torténik a varandos asszonyok GDM szlirése, miszerint az ¢homi
vércukorérték vénas plazmaban mérve >5,6 mmol/l, a 75 grammos szajon at torténd terheléses
vércukorvizsgalat (Oral Glucose Tolerance Test — OGTT) elvégzése utan mért kétoras érték
>7,8 mmol/l [152].

35



Az IDF éltal 2021-ben publikalt GDM prevalencia értékeket a 6. dbra szemlélteti.

m <3%

M 3-<5%

MW 5-<10%
10 -<15%

M 15-<20%

M >20%

M n.a.

6. abra: 2021-ben a GDM prevalenciaja vilagszerte az IDF adatai szerint [153]

A GDM rovid és hosszu tava negativ kovetkezményekkel jar mind az utédokra, mind az
anyakra nézve egyarant, igy szlirése kiemelkedden fontos. A rdvid tadvi nemkivéanatos
kovetkezmények kozé tartozik a sziiletendd gyermek esetében a makroszomia (magzati
tulnovekedés), az jsziilottkori alacsony vércukorszint, az jsziilottkori sargasag, az anya
esetében a preeclampsia (terhességi toxémiaként is ismert komplex, terhesség-specifikus, tobb
szervet érintd korkép), a korasziilés és a csaszarmetszés. Hosszu tava sz6vddményei lehetnek
az elhizas, a koros gliikoz tolerancia és a cukorbetegség serdiilékori vagy korai felndttkori
megjelenése.

A szlirést minden, a varandossag 24-28. hetében 1év6 nére kiterjesztették hazankban is. Az
OGTT tesztet azonban a terhességi cukorbetegség kialakulasara nézve fokozott kockazattal
rendelkezOk korében mar a terhesség 16-18. hete kozott elvégzik, melyet negativ eredmény
esetén megismételnek a 24-28. hét kozott. GDM kialakulasa szempontjabol fokozott
kockazatot jelent az anyai talsuly, anyai ¢€letkor, magas kaloriatartalmu étrend, terhességet
megeldzd inzulinrezisztencia, rendszeres alkoholfogyasztas, diabétesz el6forduldsa elsdfoku
rokonok k6zott, korabbi terhességbdl sziiletett makroszomias gyermek, illetve a nem kaukazusi
rasszhoz valé tartozas [148].

A megfelel6 magzati fejlddés biztositasa érdekében az emelkedett anyai vércukorszint €saz
inzulin érzékenység csokkenése a terhesség soran normalis jelenségek . Ez koszonheté a
terhesség soran a vérben megemelkedett koncentracioban keringd progeszteron, dsztrogén és a

human placentaris laktogén (hPL), valamint egyéb, a terhesség fenntartasaban szerepet jatszo
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hormonnak, melyek diabetogén hatasait a hasnyalmirigy B-sejtjei fozott inzulinszekrécioval
probaljak kompenzalni [154].

Kontrainzuléris hatast a GDM kialakulasara hajlamosito, mar a varandéssagot megel6zo és
a dolgozat el6z6 fejezetében targyalt SCl mechanizmusok tovabb erdsitik.

Mivel azonban a GDM a negativ eredményii sziirést kovetden is barmikor kialakulhat a
terhesség soran, kockazati tényezdinek prediktiv értéke pedig meglehetdsen csekély, igy
szamos varandos nd esetében a GDM nem keriil felismerésre és kezelésre [155]. Ennek
koszonhetden egyre nagyobb az igény a GDM specifikus biomarkerek azonositasara, melyek
koziil a szérumfehérjéket, példaul adiponektint, inzulint, CRP-t és glikozilalt fibronektint széles
korben tanulmanyoztak [156] [157] [158], mikdzben a glikalt hemoglobin (HbAlc)
diagnosztikai hasznalhatosagat is vizsgaltak [159]. A gyulladasos mediatorok, tobbek kozott a
harmadik trimeszterben inzulinrezisztencia megjelenése kisért, igy a proinflammatorikus
citokineknek ¢és kemokinekenek feltehetéen kulcsfontossagu szerepe lehet a GDM
kialakulasaban [160]. Az elmult néhany évben mindezek mellett szamos tovabbi igéretes
biomarkerrél szamoltak be [161] [162], melyek koziil a legigéretesebb fehérje biomarkereket a

1. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat: Potencialis fehérje biomarkerek GDM-ben [162] [163]

Potencialis Tious Potencialis Tious Potencialis Tious
biomarker P biomarker P biomarker P
adiponektin afamin CRP

kemerin hCG nefatin-1 eovéb

fetuin CD59 likoorotein  PPAP-A gy

leptin citokin SHBG glikop RBP-4

omentin afamin

IL-6 hCG

TNF-a kisspeptin

hCG — humdan chorionalis gonadotropin (human Chorionic Gonadotropin); CD59 — reaktiv lizs
gatloja (MIRL); SHBG- szexudlhormonkoté globulin (sex hormone-binding globulin); PAPP-
A - terhességgel osszefiiggd plazma fehérje A (placental associated plasma protein A); RBP4—
RBP4—retinol-kotd fehérje 4 (retinol-binding protein 4)

A zsirszovetben tapasztaltakhoz hasonldéan a terhesség alatti elhizds és a GDM a
makrofagok, granulocitak és T-limfocitdk méhlepénybe vald besziirddését indukalhatja. Ilyen
kortiilmények kozott az M2 makrofagok fenotipusvaltasa figyelhetd meg. A GDM placenta
foleg gyulladasos citokineket (IL-6; TNF-a; IL-1p és IL8), valamint monocita kemoattraktans
fehérje-1 molekulat (Monocite Chemoattractant Protein 1 — MCP-1) termelé M1 fenotipusu
makrofagokat tartalmaz [164]. Klinikai vizsgalat soran kimutattdk a gyulladasos és
gyulladasgatldo medidtorok aranyanak megvaltozasat, beleértve a gyulladasgatld 1L-10 és
adiponektin alacsonyabb szérumszintjét, a gyulladast elésegité TNF-a és IL-6, INF-y, IL-2, IL-
18; IL-8, valamint szamos inflammatorikus adipokinek, példaul kemerin, leptin, omentin,
visfatin, zsirsavkotd fehérje 4 (fatty acid-binding protein 4 — FABP-4) és kisspentin
szérumszintjének emelkedését [165] [166] [167] [168] [163].

3.8.1. IgG és IgA glikozilacios modosulasai elhizas, cukorbetegség és varandéssag alatt

A human IgG glikozilaciés moddosuldsai hatékony indikatorai a szervezetben zajlo
gyulladasos folyamatoknak. Perkovic és mtsai. korabban mar leirtak, hogy az IgG N-
glikozilacios profilja és a magas testtomeg-index (Body Mass Index — BMI) alakuléasa kozott
kapcsolat all fenn. Munkajuk eredményeként a galakotozilalt struktarak BMI-fiiggd
csokkenését a gyulladasos folyamatok meglétével tarsitottak [169]. Mivel a

proinflammatoérikus IgG valosziniileg hozzajarul példaul az elhizasban tapasztalt gyulladasos
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allapot kialakulasahoz €s fenntartasahoz, melynek szisztémas hatasai kozott a hasnyalmirigy -
sejtjeinek pusztuldsa és inzulin rezisztencia kialakulésa is szerepel, igy az IgG glikozilacios
modosulasa nemcsak a mar kialakult allapotot tiikrézheti, de fontos szerepet jatszhat a

Az IgG glikozilaciés moddosulasardl szamoltak be 2-es tipusu cukorbetegség
tanulmanyozasanak eredményeként is, ahol a galaktozilacio, a szialilacio és core-fukozilacio
csokkenését, valamint a core-fukozildlt biszekting strukturdk ardnyanak novekedését
tapasztaltak [170]. A leirt valtozasok Osszhangban allnak korabbi, szintén gyulladasos
folyamatokkal tarsuld betegségek soran azonositott modosulasokkal [76] [171], koztiik olyan
allapotokkal, amelyek kockazati tényezOk a 2-es tipusi cukorbetegség és akar a GDM
kialakulasa szempontjabol, tgymint az életkor [172] és a zsigeri elhizas [173].

Az elhizassal kapcsolatos tarsbetegségek és szovodményeik jelentésége a terhesség soran
még fontosabba valnak [174]. Az elhizott anya anyagcseréjében és immunologiai statuszaban
bekovetkezod valtozasok hatassal lehetnek az wjsziilottek fejlodé immunrendszerére az anya ¢€s
a gyermek kozotti intenziv kolcsonhatds miatt. Az elhizds okozta kronikus gyulladas
Osszefiiggésbe hozhat6 a terhes n6k méhlepényének tilzott gyulladasos valaszaval, makrofagok
¢és gyulladast elésegité mediatorok felhalmozodasaval [175]. A magas BMI a terhesség soran
potencialis kockazati tényezd a GDM kialakuldsa szempontjabol, amely tartdésan kéaros hatassal
lehet mind az anya sziilést kovetd (2-es tipust cukorbetegség, kardiovaszkularis
megbetegedések, tartds elhizas), mind pedig az utdd egészségi allapotara.

Egyre tobb tény utal arra, hogy a terhesség alatti elhizds dnmagéban is negativan érinti az
utodok fejlodését az intrauterin programozas révén. Azok a mogottes mechanizmusok azonban,
amelyek megmagyarazzak az esetleges Osszefiiggést az anyai elhizas és az olyan, utodokat
érintd problémak kozott, mint pl. a magas sziiletési suly, inzulinrezisztencia, illetve az élet
kés6bbi szakaszdban eléforduld kronikus korképek (allergia, asztma, ekcéma, nekrotizald
enterokolitis) kialakulasa, még nem teljesen tisztazottak.

A zsigeri elhizas kovetkeztében tapasztalhaté ,,low-grade inflammation” az 1gG
glikozilaciés modosulasain is jol detektalhatd valtozasokat idéznek elé [176]. Ezek, a
glikozilaciojukban modosult, ezaltal proinflammatorikus szignalokat tovabbito antitestek
negativ hatast gyakorolhatnak az utédokra, benniik is elinditva bizonyos gyulladasos
mechanizmusokat.

Pekelharing és mtsai. mar 1988-ban kozzétett tanulmanyukban leirtak, hogy terhesség soran
az IgG glikan Gsszetételében jelentés modosulas figyelhetd meg. A fehérjék galaktoz tartalma

atlag 13%-o0s, mig a szialsavtartalmuk atlag 44%-os novekedést mutatott a nem varandos
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egészséges kontroll nbkkel Osszevetve [177]. Ezek a valtozasok mind az IgG
antiinflammatorikus hatasait erésitik. Az IgG az egyetlen immunglobulin-osztaly, amely
specifikus receptorok révén atjuthat a placentan keresztiili a magzatba, ezaltal képes
nagymértékben befolydsolni az 0jsziilott immunrendszerének fejlodését. Az anyai IgG
protektiv és immunmodulalé szerepét posztnatalisan, az anyatejes taplalas révén tovabbra is
kifejti [178] [179]. Mivel az ujsziilottek immunrendszerének fejlédésében az anyai IgG
rendkiviili jelentdséggel bir, az agalaktozilalt IgG placentan keresztiili atjutdsa nagy
valosziniiséggel nem jar biologiai elénnyel a magzat szamara, Williams, P. J és mtsai. ugyanis
anyai és ujsziilott IgG glikozilaciojanak 0sszehasonlitasa soran GO glikoformak mennyiségének
jelentds csokkenését tapasztaltdk az ujsziilottek koldokzsindr eredetli szérum mintaiban az
anyakéhoz képest [180].

Az egészséges, szovOdmeényektdl mentes terhességbdl sziiletett gyermekek és az anyak I1gG
N-glikozilacidjat vizsgalé korabbi tanulmanyok eredményei azonban nem egységesek.
Williams ¢és Kibe koldokzsinorvérbdl és anyai szérumbol izolalt IgG teljes glikozilaciojanak
vizsgalatakor a koldokzsinorvérbdl izolalt IgG galaktozilacidjanak szignifikdns emelkedését
tapasztaltak [180] [181] az anyai eredetii molekulakkal 6sszvetve. Einarsdottir vizsgalatai soran
szialilacidjaban [182]. Meg kell emliteniink, hogy az eredmények kiilonbdzosége szarmazhat a
vizsgalatok modszertanabol. A korabbi vizsgalatok ugyanis teljes IgG glikozilacidjara
iranyultak, melyhez hozzajarulnak a Fab régio esetleges glikan szerkezetei is. Az anya-gyermek
parok IgG szialilaltsdgdnak matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizécios, repiilési 1dd
mérésén alapuld tomegspektrometria (Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization-Time-Of-
Flight Mass Spectrometry - MALDI-TOF-MS) akalmazasaval végzett vizsgalata soran a

gyermek IgG antitestjeinek alacsonyabb szialilaltsagardl szamoltak be a kézelmultban [183].

Kapillaris elektroforézissel végzett N-glikozilacios vizsgalatok soran Ruhaak és mitsai.
érdekes modon az IgG antitestekkel ellentétben nem talaltak Osszefiiggést az IgA glikozilacios
modosulasai és az életkor valtozasa kozott. Egyetlen monoszialilalt kétantennas glikdn
szerkezet esetében tapasztaltak novekedést a kor elérehaladtaval, mely ellentmond az IgG
esetében tapasztalt valtozasoknak, ahol a galaktozilacid csokkenését tarsitjdk az életkor
novekedéséhez. Vizsgalataik soran eltérést tapasztaltak a nemek kozott, viszont az 1gG
molekulaval ellentétben nem tudtak 6sszefiiggést kimutatni az IgA N-glikozilacidja és a HDL

szérumszintje, a BMI mértéke, az inzulinszint, vagy a trigliceridek szérumszintje kozott [184].
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Irodalmi adatok tamasztjak ald tovabba azt a tényt, hogy az utédok gyomor-bél
rendszerének  mikrobiomja (mikrobiom = az emberi szervezetben él6 kommenzalista,
szimbionta €s patogén mikroorganizmusok dkologiai kdzossége) €s az anyai mikrobiom kozott
szoros kapcsolat all fenn, mely kialakitdsdban nemcsak a sziildcsatornan keresztiil lezajlo
sziilésnek, de az anyatejes taplalasnak is igen fontos szerepe van [185]. Mivel az IgA az anyatej
f6 immunoglobulinja, igy felmeriil annak a lehet6sége, hogy ez a fehérje a dolgozat korabbi
pontjaiban (3.7 és 3.8) emlitett patologias esetekben glikozilacios eltéréseket mutathat, ezaltal
hozzajarulva az utodok bélflora-osszetételének alakulasdhoz, immunrendszeriik fejlédéséhez
¢€s hosszu tava életmindségiik alakulasahoz.

A szakirodalomi allasfoglalas a varandossag és a szérum IgA N-glikozilacionak valtozésait
illetden sem egységes. A szérum IgAl molekuldk mindkét kotéhelyén megfigyelhetd N-
glikozilacidé modosulasarol szdmolt be Bondt és mtsai. a terhesség soran. A Ca2 domén
esetében a biszekting szerkezetek aranyanak emelkedése ¢és a szialilacié fokozodasa, a toldalék
régid Asn-469 pozicioé glikanjaira pedig a biszekting struktarak aranyanak ndvekedése mellett
a core-fukozilacio csokkenése jellemzo [186]. Ezek a terhességgel Osszefiiggd N-glikozilacios
valtozasok bar eltéré mértékben, de reumatoid artritiszben (RA) szenvedd betegek terhessége
soran is megfigyelhetk. A glikozilaciés modosulas, valamint a betegség allapotanak javulésa,
illetve fellangolasa kozott azonban nem talaltak Osszefiiggést [187]. Ezek a modosulasok
utalhatnak arra, hogy az IgA N-glikozilaciojanak valamilyen modon szerepe lehet a terhesség
fenntartasaban.

Ezzel szemben Ruhaak és mtsai. vizsgalataik soran azt allapitottak meg, hogy az IgA N-
glikozilacidjat a terhesség nem befolyasolja, viszont megvaltozott plazma, valamint IgG, ¢és
alfa-1-antitripszin (A1AT) glikozilacios profilokat figyeltek meg ICGE-LIF alkalmazasaval,
melyek feltehetéen hozzajarulhatnak az anyai immunszupresszidhoz, illetve egyéb, eddig
feltaratlan biologiai funkciokkal is rendelkezhetnek. Plazma szinten a szialilalt bi-, tri- és tetra
antennas szerkezetek aranyanak novekedését, valamint a monoszialilalt szerkezetek
csokkenését tapasztaltak. Az ALAT esetében két triantennds bi-, valamint triszialilalt szerkezet

aranyaban figyeltek meg ndvekedést a terhesség soran [188].
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3.9. COPD és tiidorak gyulladasos komponensei és N-glikozilaciés modosulasai

3.9.1. COPD gyulladasos komponensei

A COPD egy igen gyakori, megeldzhetd €s kezelhetd betegség, amelyet léguti és/vagy
alveolaris rendellenességek miatt kialakuld tartds 1égzdszervi tiinetek és a légaramlas
korlatozottsaga jellemeznek [189].

A betegség el6fordulasi gyakorisaga valtozo, és bar a vilag szamos pontjan csokken mind
az eldéfordulasi gyakorisaga, mind pedig a mortalitasa [190], ezzel ellenkez6 trend figyelhetd
meg Latin Amerikaban, Oceania térségében és Eurépa szamos pontjan [191]. Magyarorszag is
a novekvo tendenciat mutatd orszagok kozé tartozik. Hazankban 2000-ben kozel 49 000
regisztralt COPD-s beteg szerepelt a KSH adatbazisaban, szamuk 10 évvel kés6bb mar elérte
147 000 f6t, amely 2020-ra majd 194 000-re emelkedett [192]. Az eléfordulasi gyakorisag
mellett sajnos a mortalitadsi mutatok is emelkednek, 2015-2016 években Magyarorszag nemcsak
eurdpai, hanem vilagviszonylatban is vezetd volt a COPD-hez k&thetd halalesetek szamat
tekintve Kirgizisztan és az USA mellett [191].

Az ischaemids szivbetegség és a sztrok utdn a 3. vezetd haldloki tényezd vilagszerte a
COPD, amely a WHO adatai szerint az 6sszes halalozas 6%-aért volt felelés 2019-ben. Blanco
¢és mtsai. térinformatikai eszk6zok segitségével elkészitették a COPD prevalencidjanak globalis
térképét (7. abra), amely tartalmazza a valds adatok nélkiili teriileteket is. A becsiilt vilagméretii
COPD atlagos prevalencia 13,1% volt, a kovetkez6 teriileti megoszlassal: Eurdpa, 12,4%;
Afrika, 13,9%; Amerika, 13,2%; Azsia, 13,5% és Oceania, 11,6% [193].
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COPD aitlagos prevalencia értékei (%):
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7. abra: Forditott tavolsaggal silyozott (Inverse Distance Weighted - IDW) interpolacios

modszerrel meghatarozott COPD atlagos prevalencia értékek [193]

A COPD kialakulésa szempontjabol szamos kockazati tényezével kell szamolnunk, melyek
koziil a legfontosabb a dohdnyzas. A dohdnyzok 15-20%-a esetében alakul ki klinikai
tiinetekkel jar6 COPD életiik soran [194], a betegség stlyossaga és lefolyasa tekintetében a
dohanyzasi szokas (dohanyzas kezdete és csomagév) prognosztikus jelentéségli [195]. A
hosszu dohanyfiistnek valo kitettség okozta gyulladast és szoveti karosodast a karos szenvedély
felhagyasa sem mérsékli (> 15 csomagév) [195]. Az egyéb rizikotényezok kozott szerepelnek
egyes foglalkozasok, ahol a munkavégzés sordn belélegzett karositd anyagok a betegség
kialakulasat idézhetik el6. A fejlodé orszagokban még a mai napig hagyomanyosan alkalmazott
f6z¢ési és flitési szokasok szintén hozzdjarulhatnak a 1éghti obstrukcid kialakulasahoz. A COPD
fiatalkori formaja az A1AT hianyahoz kothet6 [196].

A COPD diagnozisanak felallitasa spirometriai (1égzésfunkcio) méréssel az tn. Tiffeneau-
index (FEV1/FVC) alapjan torténik, a Globalis Kezdeményezés a Kronikus Obstruktiv Léguti
Betegségért szervezet (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease — GOLD)
iranyelvei alapjan. Amennyiben az erdltetett kilégzés els6 masodperce (Forced Expiratory
Volume — FEV1) alatt kilélegzett levegd és az erdltetett vitalkapacitas (Forced Vital Capacity
— FVC) hényadosa <0,70, megallapithat6 a léguti obstrukcié fennallasa, a stddiumbesorolas a
FEV1 értéktdl valo eltérés szerint torténik. FEV1>80% érték esetén GOLD I. (tlinetmentes vagy
enyhe tiinetes); S0%<FEV1<80% kozott GOLD II (enyhe panaszos); 30%<FEV1<50% sulyos
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GOLD III; FEV1<30% esetén a beteg a nagyon stlyos, GOLD IV stadiumba keriil besorolasra
[196].

2. tablazat: A tiidé teriiletén tapasztalt patologias elvaltozasok COPD esetén [197]

I. Proximalis (porcos) légutak (trachea és 2mm-nél nagyobb atmérdjii horgok)

Gyulladasos komponensek:
makrofagok 1; CD8+ T-limfocitak 1; kevés neutrofil és eozinofil sejt (neutrofilek szdma a betegség

progresszidjaval no)

Szerkezeti elvdltozdsok:

Nyalkahartya alatti horgdmirigy megnagyobbodasa és kehelysejt metaplazia (talzott
nyalkaképzddést vagy kronikus horghurutot eredményez).

Epitélialis laphamsejtek metaplazidja; ciliaris diszfunkcid, a simaizom és a kotoszoveti sejtek

hipertrofiaja.

I1. Periférias légutak (nem porcos, 2mm-nél kisebb atmérdjii horgok)

Gyulladdsos komponensek:
makrofagok 1; T-limfocitak 1 (CD8+ > CD 4+); B-limfocitak 1; limfoid follikulusok 1;

fibroblasztok 1, kevés neutrofil és eozinofil sejt

Szerkezeti elviltozdsok:
Lapham metaplazia, kehelysejtek koros kiterjedése a periférias légutakban; Luminalis és
gyulladasos valadék megjelenése és fokozodasa;

Peribronchialis fibrozis és 1éguti szlikiilet fokozodasa a betegség elérehaladtaval

III. Tiiddszovet (respiratorikus bronchiolusok és alveolusok)

Gyulladasos komponensek:

makrofagok 1; CD8+ T-limfocitak 1

Szerkezeti elvaltozdsok:

Az alveolaris fal pusztulasa a ham- és az endothelsejtek elvesztése miatt.

A légterek koros megnagyobbodésa a terminalis bronchiolusoktol tavolabb — emphysema
kialakulasa.

Mikroszkopos emphysemas elvaltozasok:

Centrilobularis (centriacinaris) emphysema: a respiratdrikus bronchusok kitagulasa és elpusztulasa
(altalaban a dohanyz6 egyéneket érinti és foleg a felsé zonakban fordul el6).

Panacinaris emphysema: az alveolaris zsakok, valamint a respiratorikus bronchusok elpusztulasa
(altalaban A1AT-hianyra jellemz6 emphysema tipus).

A mikroszkopikus valtozasok emphysemas bulla kialakulasahoz vezetnek, amely 1 cm-nél nagyobb

atmérdji emphysemas 1égtérként definialhato.

44



IV. Pulmonaris érrendszer

Gyulladasos komponensek:
makrofagok 1; T-limfocitak 1

Szerkezeti elviltozdsok:
Korai elvdltozdsok: az intima megvastagodasa €s az endothelsejtek diszfunkcidja.
Késaoi valtozasok: a vaszkularis simaizomzat hipertrofiaja kollagén lerakodasa, kapillarisok

pusztulésa, pulmonalis hipertonia €s jobb szivfél elégtelenség (cor pulmonale) kialakulasa

A tiid6 kérosodasat COPD esetén az oxidativ stressz (mind a dohanyzasbol adédo exogén,
mind bels6é, endogén folyamatok altal kivaltott), a gyulladasos citokinek felszabadulésa, a
megnovekedett protedz aktivitds (a protedz-anti-proteaz egyensuly felborulasa) és az
autoantitestek jelenléte egyarant okozhatja [198]. A tiidészovetbe besziir6dé immunsejtek az
altaluk termelt gyulladasos mediatorok ¢és destruktiv enzimek felszabaditasaval a tiid6
progressziv pusztulasaban és ezaltal a COPD kialakulasaban kozponti szerepet jatszanak [199].
A COPD-ben jelentkez6 kronikus gyulladast, melynek mértéke a betegség stlyossagaval
novekszik, a neutrofil granulocitak, a makrofagok, a B-sejtek, limfoid aggregatumok és CD8+
T-sejtek felhalmozodasa jellemzi [200] [201]. A tiidGben tapasztalhato, a 1éghti 1égaramlas
korlatozodasahoz vezetd f6 patologias elvaltozasokat a 2. tablazat 6sszefoglaloan tartalmazza
[197].

A neutrofil granulocitak kulcsfontossagu gyulladasos sejtek a COPD patogenezisében. F6
forrasai a szerin proteazoknak, koztiik a neutrofil elasztazoknak (Neutrophil Elastase — NE), a
matrix metalloproteinazoknak (Matrix metalloproteinase — MMP), valamint a mieloperoxidaz
(Mieloperoxidase — MPO) enzimeknek, amelyek mindegyike hozzajarul az alveolaris
falpusztulashoz [202] [203].

A makrofagok szamanak novekedése figyelhetd meg tovabba a légutakban, a
bronchoalvelolaris mosofolyadékban (Bronchoalveolar Lavage Fluid — BALF), az alveolaris
teriileteken és a COPD-s betegek indukalt kopetében. Ezek a makrofagok szdmos olyan
gyulladdsos medidtort termelnek, amelyek a COPD kialakuldsdban ¢és a gyulladés
fenntartasaban szerepet jatszanak, mint példaul az IL-1f3, a TNF-a, az IL-8, a MCP-1, a ROS
¢s az MMP-ok [204]. A gyulladasos mediatorokon tal a transzformald novekedési faktor-p1
(Transforming Growth Factor-Beta 1 — TGF-f1) az ephitelialis-mesenchimalis szoveti tranzicid
simaizomsejtek differencialodasat [205]. A makrofag eredetli proteinazok szintén

hozzajarulnak a szoveti destrukcio kialakulasahoz [206].

45



Az eozinofil granulocitdknak a COPD kialakulasaban és a gyulladas fenntartasaban
betoltott szerepe az aszthmaval ellentétben kevésbé ismert, viszont a COPD egy jol elkiilonolo
alcsoportjat képviselhetik az emelkedett eozinofil granulocitakkal jellemezhetd betegek. A
kopetben és a BALF-ban az eozinofilek megnovekedett szama COPD-ben Gsszefliggésbe
hozhato a kortikoszteroid-kezelésre adott jo klinikai valaszkészséggel [207].

A hizdsejtek szerepe eddig ugyan foként az aszthma kialakulasaban igazolt, egy nemrégiben
megjelent tanulmanyban azonban a megndvekedett szamukrdl szamoltak be centrilobularis
emphysemds betegek horgdinek nyalkahartyajaban, tiidoparenchima szovetében ¢és
simaizomzat teriiltén egyarant, igy ezen eredmények alapjan a hizdsejteknek a COPD-hez
vezetd szoveti destrukcidban betdltott szerepe szintén feltételezhetd [208].

CD8+ T-limfocitak szamanak jelentds fokozodasa figyelhetd meg a CD4+ T-sejtekkel
szemben, melyek a COPD kialakuldsdhoz kozvetleniil is hozzajarulnak citotoxicitasuk révén.
Szovetkarositd hatasuk a makrofagok aktivalasan keresztiil kozvetleniil is érvényesiil. A T-
sejtek szamanak novekedése az egészséges, léguti obstrukcioval még nem rendelkezd
dohanyzok tiidéparencimajaban szintén megfigyelhetd, amely a dohanyzas karos hatasaira
hivja fel a figyelmet [199]. Emellett az aktivalt CD4+ T-sejtek szama is megnovekszik a
kislégutak teriiletén dohanyzé stilyos COPD-s betegek esetében [209]. A T-sejtek mellett a
nyirokcsomokban a B-sejtek szamanak novekedésérdl is beszamoltak eldrehaladott COPD-ben.
csokkenése [199].

A COPD diagnézisanak felallitasa alapvetéen tovabbra is a spirometriai mérésen alapszik
a moddszer szamos korlatoz6 tulajdonsaga ellenére. Ezek kozott felsorolhatd, hogy az
alapellatdsban nem alkalmazzdk széles korben, egyesek szamara kihivast jelenthet a kapott
eredmények értelmezése (nem szakorvosok szdmara), tovabba a tiidéfunkcio csokkenése még
azelott elkezdddik, hogy a betegség spirometriai méréssel is feltarhato klinikai tiinetekkel jarna.

Bar az elmult években jelentds eldrelépés tortén a COPD biomarkerek feltardsa terén,
jelenleg nincs olyan, kelléen specifikus, valamint szenzitiv marker, amely az alapellatasban
konnyen alkalmazhatd, képes a betegség korai szakaszaban torténd felismerésére és a
kiilonbozé fenotipusok kimutatasara, osztalyozasara [210]. A folyamatosan novekvo
szakirodalmat tanulmanyozva az olvaso a kiilonbozé forrasokbol (szérum/plazma, tidészovet;
BALF, indukalt kopet, kilélegzett levegd) szarmazo potencialis markerekkel talalkozhat. Mivel
azonban a vér napjaink legelterjettebb biomarkerforrasa, mely a beteg részérél minimalis

kockézatot jelent a mintagyQijtés sordn, igy munkdm sordn én is a véralapt lehetséges
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biomarkerek feltarasat céloztam meg. A COPD felismerésére alkalmas igéretes biomarkereket,
melyek a periférias keringésbdl konnyen detektalhatéak az alabbiakban roviden ismertetem.

YKL-40: Mas néven kitinaz-3-szerii-1 (Chitinase 3 Like 1 - CHI3L1) vagy human porc
glikoprotein-39 (Human Cartilage glycoprotein 39 - HC-gp39) egy 40 kDa heparin-, kitin- és
kollagénkotd, filogenetikailag erdsen konzervalt glikoprotein. Az YKL-40-et human
embriondlis és magzati sejtek, daganathoz kapcsolddd makrofagok, a késoi differencidlodasi
allapotban 1év6 makrofagok, aktivalt neutrofilek, iziileti kondrocitak, differencialt vaszkularis

simaizomsejtek és fibroblasztszerii szinovialis sejtek egyarant expresszaljak [211]. Az YKL-40

crer

crer

angiogenezisben betoltott szerepére utal [213]. Az YKL-40 szérumszintje megemelkedik
COPD-s betegekben [214], mely akut exacerbaciok soran kifejezettebb a stabil COPD-hez
képest [215].

Feliiletaktiv fehérje D (Surfactant Protein D - SP-D): Az SP-D-t els6sorban a II-es tipusu
alveolaris sejtek, valamint a klubsejtek termelik [216], de a keringésben is kimutathato.
emelkedése alkalmas lehet az exacerbacio korai el6rejelzésére [217].

SRAGE (solubilis receptora az elérehaladott glikaciés végtermékeknek): Keveset tudunk
az sSRAGE pontos funkcioirél, azonban alacsonyabb szérum szintjei sszefiiggésbe hozhatok a
kronikus betegségek, példaul a cukorbetegség [218], az érelmeszesedés [219], a koszortér-
betegség [218], és COPD kockazatanak novekedésével [220]. Az SRAGE egyes
proinflammatorikus, elérehaladott glikacios végtermékekkel (AGE) pozitivan [221], mig mas
proinflammatorikus markerekkel, példaul a CRP-vel, a fibrinogénnel és a fehérvérsejtszammal
negativan korrelal [222]. A COPD-s betegek SRAGE szérumszintje szignifikansan alacsonyabb
értéket mutat Osszevetve a dohanyzo ¢és nem dohanyzo csoporttal [223], illetve igéretes
biomarkere az emphysema kialakulasanak [224].

CC16: A nem csillés Clara sejtek valasztjak ki, amelyek tulnyomorészt a horgékben talalhatok
[225]. A CC16 immunszupresszansként mikddik, és védelmet nytjt az oxidativ stressz és a
karcinogenezis ellen. A szérumszintje emelkedik a fiist, klor és lipopoliszacharidok akut
expozicidja utan, azonban CC16 szintje csokken a COPD-ben szenvedd egyénekben. EQy
kutatas soran a vizsgalat ideje alatt is dohanyzo GOLD II és III stardiumt betegek alacsonyabb
CC16 szintjér6l szamoltak be, Osszehasonlitva ugyanazon GOLD stadiumid, de mar nem

dohanyzo6 tarsaikkal. Ez az 6sszefiiggés a GOLD IV osztalyba tartozok esetében mar nem allt
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fenn, igy megallapithato, hogy a CC16 csak gyenge korrelaciot mutat a betegség stlyossagaval
a korabbi dohanyosok esetében [226].

CCL18 (Chemokine [C-C motif] ligand 18): A tiid6 monocitai és DC sejtjei altal termelt
fehérje, melynek emelkedett szérumszintjérdl szamoltak be COPD-s betegekben nem dohanyzo
¢s dohanyzo kontroll csoporthoz viszonyitva egyarant [227].

Fetuin-A: A fetuin-A egy maj eredetli fehérje, amely a szisztémas gyulladasok gatldjaként
szolgal. A fetuin-A alacsonyabb szérumszintjérél szamoltak be COPD esetén egészséges
dohanyzo6 kontrollhoz viszonyitva, igy alkalmas lehet a COPD kialakulasa szempontjabol
fokozott kockazattal rendelkezdk kiemelésére és nyomonkovetésére. A fehérje szérumszintje
negativan korrelal a betegség sulyossagaval. Minas és mtsai. nyomonkovetéses vizsgalat soran
az els6 exacerbacioig eltelt id6 és a kiindulasi fetuin-A szérumszint kozott pozitiv sszefliggést

figyelt meg [228].

3.9.2. A tiidérak gyulladasos komponensei

A tiidédaganatok esetében a betegek 5 éves tulélési aranya igen alacsony, 19 % koriili érték
[229] [230]. Férfiak korében a 2. leggyakoribb daganatos megbetegedés a prosztatrakot
kovetden, a n6knél pedig a 3. leggyakoribb raktipus a mellrak és a kolorektalis daganatok utan.
A WHO adatai szerint 2020-ban globalisan 2,21 milli6 uj tiidérakos esetet regisztraltak [231],
melyek koziil a legtobb eset aranyaiban hazankban fordult el6.

Sajnos Magyarorszag az éves tiidorak eléfordulasi statisztikak élén all mind eurdpai, mind
pedig vilagviszonylatban a nemzetkozi jelentések szerint 50,1/100 000 korstandardizalt
eléfordulasi arannyal (100 000 fore vetitve). Hazankat Szerbia (47,3/100 000) és Uj-Kaledonia
(42,9/100 000) koveti. A Globalis Daganatokat Megfigyelo Kozpont (Global Cancer
Observatory — GCO) adatai alapjan megallapithatd, hogy nemcsak az el6fordulas, de a

tiidérakhoz kothetd halalesetek szamaban is kimagasloan rosszak a hazai adatok (8. abra).
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8. abra: Tiidoérak becsiilt életkor szerint standardizalt el6fordulasi és haldlozasi aranyai

2020-ban (sajat abra a GCO adatai alapjan)

2020-ban Magyarorszagon (42,2/100 000) volt a legmagasabb a tiidérak okozta halalozasi
arany, hazankat Szerbia (40,0/100 000), Francia Polinézia (36/100 000) és Torokorszag
(35,9/100 000) kovette. Férfiak tekintetében Torokorszag (67,5/100 000) és Szerbia (59,6/100
000) utan a 3. helyen allunk (58,6/100 000) a halalozasi statisztikaban. A ndk tiirdérakhoz
kothet6 halaleseteiben sajnos vezeték vagyunk (30,6/100 000). A képzeletbeli dobog6 2. helyén
Dania (25,2/100 000), 3. helyén pedig Szerbia all (23,6/100 000). A rossz adatok ellenére
bizakodasra adhat okot, hogy a tiidérak haldlozasi adatai a nemzetkozi trendet kovetve kis
mértékben ugyan, de fokozatosan csokkennek a férfiak korében (9. abra). Mig 2000-ben a
100 000 fére vetitett korstandardizalt halalozasi rata 80,1 volt, addig 2010-re ez az érték 73,3-
ra csokkent, 2018-ban 61,6/100 000 ¢s 2020-ban pedig mar 58,6/100 000 volt. A ndk esetében
az elmult néhany évben stagnalas, illetve kismértékii novekedés figyelheté meg. 2000-ben
21,2/100 000, 10 évvel késobb 27,2/100 000 volt a tiidorak halalozasi aranya a nék korében. Ez
az érték 2018-ra tovabb novekedett 28,2/100 000 értékre, majd 2020-ban elérte a
vilagviszonylatban is legmagasabbnak szamité 30,6/100 000-et (GCO adatai).
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0. abra: A nemek kozotti korstandardizalt halalozasi arany 100 000 fére vetitett értékének
alakulasa 2000. és 2018. kozott a tiidorakhoz kotheto 5 legnagyobb korstandardizalt

halalozasi arannyal rendelkezé orszagban (sajat abra a GCO adatai alapjan)

Az elmult néhany évtizedben egyre nagyobb teret hoditott az a nézet, mely szerint a tumor
nem  egyszerien csak genetikai  allomanyanak instabilitdsaval és  korlatlan
szaporodoképességgel jellemezhetd sejtek tomege, hanem miikodésében bonyolult, komplex
szovet, melyet a korosan osztodo sejteken kiviil az azok talélését és a tumor progresszigjat
elésegité kotészoveti és immunsejtek alkotnak [232]. A daganat talélését segitd
mikrokornyezet egyik legfontosabb jellemzdje a gyulladas, mely gyakran maga inicidlja a koros
sejtosztodast, mig mas esetekben a daganat kialakulasanak kezdeti 1épései soran 1ép fel [233].
A gyulladas és daganatok kialakulasa kozti esetleges 0sszefliggés nem tujkeletli gondolat. A
hipotézis elsé megfogalmazasa Rudolf Virchow német patolégus nevéhez fiizédik, aki
leukocitakat figyelt meg a kimetszett tumorokban [234].

A velesziiletett és az adaptiv immunrendszer egyarant fontos szerepet jatszanak a szdveti
homeosztazis fenntartdsdban, és bar a gyulladdsos valaszreakcid6 O6nmagaban nem okoz
daganatos sejtburjanzast, az altala 1étrehozott és hosszabb tavon fenntartott, inflammatorikus

sejtekben €s mediatorokban gazdag milié nagyban hozzjarulhat a szoveti karosodashoz,
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valamint a folyamatok soran termel6dé ROS a sztroma sejtek DNS karosodasat, és a DNS-

hibajavito mechanizmusok elégtelen mikodését eredményezhetik [235].

A neoplazia kulcstényez6jét a tumor progresszidjanak szempontjabol a tumor
mikrokornyezetnek (Tumor Microenvironment — TME) az a valtozatos leukocita populacid
jelenti, amely makrofagokat, CD8+ és CD4+ limfocitakat, NK sejteket, neutrofileket és DC
sejteket foglal magaba. Ezek a sejtek képesek kiilonféle citokineket, kemokineket, citotoxikus
mediatorokat, példaul ROS-t, MMP-ket, valamint TNFa-t és interferonokat is termelni [236].
A gyulladédsos sejtek altal felszabaditott szamos mediator kozvetleniil vagy kozvetve az
immunvalasz jelentdés elnyomasahoz vezethet, amely fontos tényezdje a daganat
immunrendszert kikeriild6 fennmaradasanak [237]. A fibroblasztok a normal kotészovet
alkotoelemei, melyek dohanyfiistnek vald kitettség hatasara proinflammatorikus mediatorok
(prosztaglandin-E2, IL-8, IL-6, MCP-1) termelésével hozzajarulnak az elnytjtott gyulladasos
valaszreakciohoz és ezaltal a tumor kialakulasahoz.

A tumor sztromaban az egyik legdominansabb komponens a tumor asszocialt fibroblasztok
(Cancer-Associated Fibroblast — CAF) populacidja. A CAF-ok aktivacidja nagymértékben fligg
a TME ingerektdl, mint példaul a lokalis hipoxiatol, az oxidativ stressztdl, valamint a
szomszédos daganatsejtekbdl €s a besziirddd immunsejtekbdl felszabaduld novekedési
faktoroktol. Alapvetéen a TGF-B, az EGF, a vérlemezke-eredetii névekedési faktor (Platelet-
Derived Growth Factors — PDGF) és a fibroblaszt novekedési faktor 2 (Fibroblast Growth
Factor 2 — FGF2) a fibroblasztok toborzasanak és aktivalasanak kulcsfontossagu szabalyozoi.
Az aktivalt CAF-ok metabolikusan aktivabbak és fontos szerepet jatszanak a tumorba
infiltralddé immunsejtek daganatellenes aktivitdsaban [238]. Onmaguk is szamos novekedési
faktort és proinflammatorikus citokint termelhetnek, koztiik TGF-f, a vaszkularis endotelialis
novekedési faktort (Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF), IL-6 és a CXC-kemokin
ligandumot (CXCL12), hogy elOsegitse az angiogenezist €s immunszuppressziv sejteket
toborozzon a TME-be. A CAF-0k az E-cadherin downreguldlasaval és a vimentin
upregulalasaval indukaljak az EMT-t, valamint moduldlja a metasztazishoz kapcsolod6 MMP-
metasztatikus potencialjat az 1L-6 szekretalasaval, ami ezt kovetden aktivalja a JAK2/STAT3
jelatviteli utvonalat [239]. A TME-ben CAF-ok kozelében a tumor-asszocialt makrofagok
(Tumor-Associated Macrophages — TAM) a legnagyobb mennyiségben el6forduld
immunsejtek, ami a két sejttipus kozti szoros kdlcsonhatasra utal [240]. A CAF-ok elésegitik a
monocitak TME-be torténé migracidjat és M2 iranyu polarizacidjat [238].
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A TAM-ok koziil az M1 iranyba polarizalt sejtek hatasos immunsejtekként gatoljak a tumor
novekedését, szoveti jelenlétiik nem-kissejtes tiidorak (Non-Small Cell Lung Cancer — NSCLC)
esetében a betegek szempontjabol jobb prognoézissal tarsul. Mindazonaltal a legelterjedtebb
fenotipust a daganatos mikrokoérnezetben az M2 iranyba polarizalt makrofagok jelentik,
amelyek eldsegitik a tumor névekedését, az angiogenezist, segitik az invaziot és metasztazisok
kialakulasat [241]. Az immunrendszeri sejtek koziill NSCLC-ben megfigyelték tovabba a
neutrofil granulocitadk szoveti bearamlasat, mely az M2 makrofagokhoz hasonléan szintén rossz
prognoézist jelent a betegség kimenetele szemponjabol. A neutrofilek proinflammatorikus
citokinek, proteazok ¢és ROS felszabaditasaval jarulnak hozza a DNS karosodédsahoz,
metasztatikus képesség fokozasahoz.

Fiziologids koriilmények kozott a csontveldi a multipotens hematopoietikus 6Ossejtek
(Hematopoietic Stem Cell — HSC) kiilonb6z6é progenitor sejtek részhalmazaiva
differencialodnak. A mieloid progenitor sejtekb6l végiil monocita eredetli DC-k, makrofagok,
¢és a granulocitdk alakulnak ki. Ezzel szemben daganatok koriilmények kozott a TME éaltal
termelt faktorok kovetkeztében a granulocita és monocita progenitor sejtek nem képes
differencialodni, ami éretlen heterogén sejtek, mieloid-eredetii szuppresszor sejtek (Myeloid-
Derived Suppressor Cell — MDSC) populaciojat eredményezi [242]. Az MDSC-k
granulocita-makrofag koloniastimulalo faktor (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor — GM-CSF), a granulocita koloniastimulalo faktor (Granulocyte Colony-Stimulating
Factor — G-CSF), a makrofag koloniastimulalé faktor (Macrophage Clony-Simulating Factor —
M-CSF), a VEGF és az IL-6 [243]. Az MDSC sejteknek két csoportjat  kiilboztetjiik
sejtfelszini  molekulaik alapjan. Jelenleg a human polimorfonuklearis MDSC-ket
(Polymorphonucler Myeloid-Derived Suppressor Cell -PMN-MDSC) CD11b + CD14-CD15+
CD66b+ sejtekként, a human mononuklearis MDSC-ket (Mononuclear Myeloid-Derived
Suppressor Cell — M-MDSC) pedig CD11b+ CD14+ HLA-DR-/alacsony és CD15- sejtekként
definidljak. Az MDSC-k populéciojat féként PMN-MDSC-k képezik és ennek a tipusnak a
felhalmozodasa figyelhetd meg elsésorban a TME-ben [244]. A PMN-MDSC-ket a
daganatokhoz elsdsorban a CXC kemokincsalad tagjai toborozzdk (CXCLI, 5, 6, 8 és 12). A
M-MDSC sejteket a metasztatikus daganatok az altaluk termelt kemokinek, elsésorban CCL2
¢s CCLS révén vonzzak [245]. Az MDSC-k immunsupresszor hatasukat a CD4+ és CD8+ T-
sejt aktivitasanak €s a sejtciklus gatlasaval fejtik ki [246]. A PMN-MDSC-k elsésorban ROS

és arginaz I-et (ARG1) hasznalnak az immunszuppresszi6 kozvetitésére, mig az M-MDSC éltal
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kozvetitett gatlas leginkdbb a nitrogén-monoxid (NO) és a szupressziv citokinek, az IL-10 és a
TGF-B expresszidjaval valosul meg [244].

Bar a tumor-asszocialt neutrofilek (Tumor Associated Neutrophil — TAN) vizsgalatara
Osszpontosito tanulményok szama jelenleg limitalt, egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a TME
jelentdségteljes komponensei, és a TAM-okhoz hasonldéan dagantellenes NI, vagy
protumorigén N2 fenotipustak is lehetnek [247]. A TGF-B a neutrofil polarizacidjanak egyik
f6 modulatora egerekben. TGF-f aktivitas blokkolasa fokozza az N1 neutrofilek citotoxikussa
valasat a tumorsejtekkel szemben és aktivaljak a CD8+ T sejteket [248]. A tumorsejteken kiviil
a TME sejtjei is képesek szabalyozni a neutrofil aktivitast. A gyomorrdk mesenchimalis
Ossejtek altal termelt IL-6 gyomorrak esetén meghatarozza példaul a neutrofil N2 polarizacigjat,
szabalyozza a kemotaxist, a tulélést, az aktivalodast és a miikodést az IL-6-STAT3-ERK1/2
jelatviteli kaszkadon keresztiil [249].

A tumoros kornyezetbe infiltrdlodd limfocitdk a gazdaszervezet tumorantigénekkel
szembeni immunitasanak szintjét jelzik. CD8+ T-limfoctak sztromalis jelenlétének kedvezd
prognosztikai jelentdségér6l szamos tanulmany beszamolt [250] [251]. CD4+ T-limfocitak
sztromalis jelenlétének fokozddasa szintén fiiggetlen prognosztikai tényezdnek tekinthetd és
pozitivan korrelal a betegek tulélési esélyeinek novekedésével [250]. Mivel a Treg-sejtek
elnyomjak a gazdaszervezet immunvalaszait, igy feltehetden eldsegitik a tumor ndvekedését.
Szintjiik pozitiv korrelaciot mutatott a ciklooxigenaz-2 (COX-2) expresszios szintjével NSCLC
daganatokban, és a daganat fokozott kitijjulasaval tarsul. NSCLC-ben az epitelilis és sztromalis
B-limfocitak megnovekedett szama korrelal a betegek tulélésével. A jobb daganatellenes
immunrendszeri fellépés a DC sejtek szoveti jelenlététdl és mitkodésétél, mint hivatasos
antigénprezentalo sejtektol egyarant fiigg. Az érett DC sejtek szamanak novekedése NSCLC
betegek esetében jobb klinikai kimenetellel tarsul. Ezzel szemben a szoveti hizosejtek lokalis

Bar a kiilonb6z6 tipust szolid tumorok esetében valtozo Osszetételti immuninfiltratumok
jelenléte régota igazolt, ahogy a fent leirtakbodl is jol latszik, ezeknek az Osszetevoknek a
prognosztikai értéke még mindig vitatott.

Ezért sziikséges olyan diagnosztikus (betegség meglétét jelzd) és prediktiv (terapids
valaszadokészséget tiikrozo), valamint prognosztikus (a betegség korlefolyasanak joslatara
szolgald) biomarkerek felfedezése, melyek segitik az egyészégiigyi szakembereket a

diagnosztikus ¢€s terapias dontéshozatalban.
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3.9.3. COPD, mint a tiidérak kialakulasanak egyik f6 kockazati tényezdje

Mivel szamos gyulladasos betegségrol kideriilt az elmult években, hogy hajlamosit a
daganatok kialakulasara [253] [254], igy lehetséges, hogy a COPD-ben jelen 1év6 kronikus
gyulladas a tiidorak egyik f6 kivaltd tényezdje. Ezt sugallja az a megfigyelés is, miszerint a
tiidot érintd rosszindulati daganatok akar 6tszor nagyobb valdsziniiséggel fordulhatnak el
olyan dohanyzo betegek korében, akik 1éguti obstrukcioval rendelkeznek (pl. COPD esetében),
mint a normal tiidéfunkcidju paciensek esetében [255].

Mind a COPD-re, mind pedig a tiidérakra jellemzé magas mortalitasi rata a korai
stadiumbeli tiinetmentességgel és a megfeleld megkiilonboztetd diagnosztikai eszkdzok
hianyaval indokolhato. A COPD diagnosztizalasa kizardlag a tiinetek és a spirometriai adatok
alapjan torténik (FEV1/FVC < 0,70 horgétagito alkalmazasast kovetden) [256], igy a betegség
megallapitasa altaldban mar csak a tlinetek jelentkezését kdvetden, a betegség eldrehaladott
stadiumaban toérténik meg [257].

A tiidorak esetében a biopszia ugyan képes megkiilonboztetni a malignus és benignus
elvaltozasokat egymastol, amelyekre a képalkotd technikak nem alkalmasak, de az eljaras
invazivitasa miatt a beteg szempontjabol szamos kockazattal jar, beleértve a fertézések
lehet6ségét, tidogyulladast, 1égmell kialakulasat, miitét utani vérzések jelentkezését [258]. A
biopszia tovabbi hatranyaként emliti a szakirodalom a metasztazis kialakulasanak lehetoségét,
a biopszia soran ugyanis a véraramba keriil6 sejtek a primer daganattol tavoli attét képzodését
indukalhatjak [259]. A biposzia mellett, azt kiegészitve diagnosztikus értékii lehet a kevésbé
invaziv mintavétel révén gylijtott vérmintak glikomikai elemzése.

A COPD egyik 6 kivalto tényezbéjeként szamon tartott dohanyzas a kialakult betegségek
kevesebb, mint feléért tehetd feleldssé, éppen ezért nagy jelentéségli lehet a kornyezet
hajlamositdé tényez6i mellett a genetikai ¢és epigenetikai faktoroknak a betegségek
kialakulasaban jatszott szerepének a tanulmanyozasa. De Torres és mtsai. szakrendelokbe utalt
és akar 5 évig kovetett 2507 COPD-s beteg bevonasival végzett vizsgalata a tlidérak
meglehetésen magas prevalenciajara mutatott ra (16/1000 személyév) a normal dohanyosok
(1-1,5/1000 személyév) adataihoz képest. A tiidorak el6fordulasa magasabb volt az iddsebb
betegek esetében és meglepd moédon a GOLD 1 és 11 stadiumbesorolast jarobetegek korében.
A COPD-s betegek korében leggyakrabban eléfordul6 raktipus a laphamsejtes karcinoma volt
[260].

A COPD és a tiidérak kozotti szoros kapcsolat azt sugallja, hogy azok a betegek, akik ezen

betegségekben szenvednek, egyformdn érzékenyek lehetnek a dohanyzas egészségkarositd
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hatasaira valamilyen ko6z0s genetikai vagy epigenetikai tényezének koszonhetden. A kozos
hajlamositd tulajdonsagokon kiviil a két betegség gyakori kozos eléfordulasa arra enged
kovetkeztetni, hogy a COPD kdovetkeztében a tidoben kialakulo rendellenességek kiilondsen
kedvezhetnek a tiidorak kialakulasanak, de tiikrozhetik a immunrendszer fokozott gyulladasos
valaszreakcidjanak ¢és a tiidéraknak a kapcsolatat is [261].

A COPD ¢s a tidorak kozotti Osszefliggésekkel kapcsolatos kutatdsok szamos 1j,
molekularis diagnosztikai értékii, valamint terapias célpont azonositdsdhoz jarulhatnak hozza,
amelyek utat mutathatnak a betegségek hatékonyabb terapiainak kifejlesztéséhez a jovoben.
Mivel a WHO elérejelzései szerint ezeknek a betegségeknek a novekvé gyakorisagara
szamithatunk, igy egyre nagyobb igény mutatkozik a nem-invaziv diagnosztikai eszkdzok
fejlesztésére, amelyek megfeleld specifitassal és érzékenységgel képesek eldre jelezni a COPD,
a tiidorak vagy akar a két betegség egyiittes jelenlétét és progndzisat.

Az emberi vér az egyik leggyakrabban hasznalt biologiai minta a kiilonb6zd egészségligyi
¢s koros allapotok diagnosztizalasara viszonylag konnyl hozzaférhetdsége és komplexitasa
miatt. Napjainkban az emberi vér a szérum glikobiomarkerek azonositasara iranyuld kutatasok
korében is egyre nagyobb népszeriiségnek drvend, mivel a molekularis diagnosztikai markerek
gazdag forrasaként szolgal a gyulladdsos és rosszindulati betegségekben, beleértve a
tiidébetegségeket is [262] [263].

A tiidé rosszindulati daganatos betegségeinek diagnosztizalasaval és kezelésével
kapcsolatos legtobb iranyelv nem javasol semmilyen szérum biomarkert, egyes eurdpai €s
azsial orszagokban végeznek szérum biomarker vizsgalatokat, koztiik hazankban is. Bar a
potencialis marker klinikai hasznossaga tovabbi vizsgalatokat igényel, a specifikus szérum
biomarkerek esetleg hasznosak lehetnek a tiidérak differencialdiagnosztizalasaban, kiillonosen
akkor, ha kombinacioban alkalmazzéak 6ket, €s ha szoveti diagndzis nem lehetséges. Ezen kiviil
szamos szérum biomarkerrdl kimutattdk, hogy fiiggetlen prognosztikai informaciot
szolgaltatnak diagnosztizalt tiidérakban szenvedd betegek esetében. Azonban a tiidérak azon
stadiumara, ahol a legsiirget6bb lenne egy 1j prognosztikai biomarker bevezetése, azaz az |.
stadium azonositasara, egyiket sem validaltak.

A tiidérakra javasolt tobbféle szérum biomarker koziil a legrészletesebben a neuron-
specifikus enoldzt (NSE), a progasztrin-felszabadit6 peptidet (proGRP), a karcinoembrionalis
antigént (CEA), a laphamsejtes karcinoma antigént (SCCA) és a CYFRA 21-1-et vizsgaltak.
Ezen biomarkerek egyike sem specifikus azonban a tiidérakra, sem a tiidérak egy adott
szovettani formajara, bar az NSE-t és a ProGRP-t elsdsorban az SCLC termeli, mig a CYFRA
21-1-et és az SCCA-t elsdsorban az NSCLC, kiilondsen a laphamsejtek képezik [264].
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Mindazonaltal a felsorolt szérumfehérjék alkalmazasa kiegészitve a potencialis glikan

biomarkerekkel megndvelhetik a korai stadiumu tiidérak diagnosztizalasanak esélyét.

3.9.4. A COPD és tiidorak glikomikai jellemzoi

Korabban Varadi és mtsai. kiilonb6z6 gyulladasos tiidébetegségekkel és tiidorakkal
diagnosztizalt paciensek szérum mintaibol izolalt haptoglobin (Hp) core- és antenna-
fukozilacios valtozasainak fontossagara hivta fel a figyelmet. A kutatocsoport megallapitotta,
hogy a COPD-s ¢és tiid6gyulladasos betegek fehérjéinek teljes fukozilaciods szintjében tapasztalt
kismértékii csokkenés a kontroll csoporthoz képest az antenna-fukozilacio jelentds
csOkkenésének ¢és a core-fukozildcid6 enyhe novekedésének az eredménye. A szerzdk a
haptoglobinon a core- és az antenna-fukozilalt tetra-antennas glikanjainak (FA4G4 és A4FG4)
emelkedett mennyiségét is megfigyelték tidérakos ¢és COPD-s betegcsoportok
Osszehasonlitasakor [265].

Ito és mtsai. eredményei j megvilagitasba helyezik a COPD diagnosztizalasara alkalmas,
glikozilacios valtozasokon alapuld biomarker kutatast. A disztalis légutakban, az alveolusokban
¢s a vérkeringésben egyarant megtalalhatd, tiid6-specifikus SP-D N-glikanjainak MALDI-QIT-
TOF (Matrix-Assisted Laser Dsorption/lonization-Quadrupole lon Trap-Time Of Flight —
MALDI-QIT-TOF) késziilékkel végzett analizise soran megallapitotta, hogy a fehérje core- és
antenna-fukozilacios szintje egyarant jelentésen megemelkedett COPD-s betegekben a
kontrollokhoz képest [266]. Pavi¢ és mtsai. ramutattak arra, hogy a plazmafehérjék N-glikan
szerkezeteinek komplexitasa dsszefliggésben all a COPD-vel, tiikrozve a betegség stilyossagat.
A 198 COPD-s és 143 egészséges alany bevondsaval végzett, a plazmafehérjék és 1gG N-
glikozilacids valtozdsara iranyuld vizsgalat soran szignifikdns csokkenést tapasztaltak az
alacsony elagazasu, illetve a monogalaktozilalt szerkezetek aranyaban plazma teljes N-glikom
tanulmanyozasakor. A COPD-s betegek mintaibol izolalt IgG esetében szintén jelentdsen
csokkent galaktozilacio volt megfigyelhetd [267].

Az A1AT megnovekedett szérum koncentracidjarél szdmos daganatos megbetegedés
esetében beszdmoltak, beleértve a tiid6-, prosztata- és emldrakot, de egyes joindulatu
tiidébetegségeknél is megemelkedhet az A1AT-szint [268]. Liang és mtsai. ennek kapcsan
lektin-microarray alkalmazasaval vizsgaltak az A1AT glikozilaciés modosulésait kiilonbdzo
légzbszervi betegségek esetén és megallapitottak, hogy a szérum A1AT specifikus glikozilacios

valtozasai fontosak lehetnek a tiidorak-biomarkereinek felfedezésében. Fontos eredményeik

56



kozé tartozik, hogy az A1AT olyan glikozilacios tulajdonsagai alapjan, mint a fehérje
galaktozilacidja, fukozilacioja és poli-LacNAc tartalma, sikeresen el tudtak kiiloniteni
egymastol a hisztoldgiailag eltéré daganattipusokat (adenokarcindéma, laphamsejtes karcindma
¢és Kkissejtes tiidorak), valamint az olyan, nem daganatos tiidobetegsségeket, mint a
tidogyulladas, a joindulatd pulmonalis nodulus és a giimdékoros mellhartyagyulladas [269].
Ezért a szérum AI1AT specifikus glikozilaciés valtozasai fontosak lehetnek a tiidorak-
biomarkereinek azonositasaban. Arnold és mtsai. a szialsavas Lewis* (SLe¥), az egyantennas
glikanok ¢és a magasan szialilalt glikdnok aranyanak ndévekedését, valamint a core-fukozilalt
kétantennas szerkezetek csokkenését észlelték teljes szérum glikozilacios vizsgalataik soran.
A Hp specifikus tisztitasat kovetden a fehérje N-glikozilacidjaban a szérumhoz hasonld
valtozasokat figyeltek meg. A tanulmany a SLe* szerkezet lényegesen magasabb szintjét
azonositotta a laphamsejtes karcinoma esetében (p=0,006) Osszehasonlitva az

adenokarcinoméval. Az izolalt Hp vizsgalatdval kimutattak tovabba, hogy a szérum

e

crer

bekovetkezett eltolodas idézte el6 [270].

Az NSCLC-vel diagnosztizalt betegek plazmafehérjéinek megvaltozott N-glikanprofilja a
rakdiagnodzis hatékony tamogatd eszkoze lehet. Deszialilalt o(1-6) core-fukozilalt kétantennas
(NGA2F, NG1A2F, A NA2F) és a(1-6) core-fukozilalt biszekting kétantennas (NGAZ2FB,
NA2FB) szerkezetek aranyanak csokkenését, valamint az o(1-3) fukozilalt biszekting
triantennas N-glikan (NA3FB) mennyiségének ndvekedését figyelték meg plazma mintak
glikan tartalmanak deszialilalasat kovetéen, NSCLC-vel diagnosztizalt betegekben. A betegség
elorehaladtaval a viszonylag alacsony NA2/NA2F-értékkel rendelkez6 NSCLC-s betegek
haroméves talélése jobb volt, mint a magas NA2F-értékkel rendelkez betegeké [271], igy a
két szerkezet aranya prognosztikus értékii lehet a betegek tulélési esélyeinek szempontjabol.

A szérum proteom nagy dinamikus tartomanya azonban megneheziti a betegségspecifikus
markerek azonositdsat, kiilonosen az alacsony koncentracidtartomanyban jelenlévd fehérjék

szintjén [66]. Ruhaak és mtsai. az emberi plazmat és annak 4 kiilonb6z6 frakciojat (IgG és IgG

crer

crer

megallapitasa érdekében, hogy a kiilonb6z6 fehérjedusitasi eljarasok javithatjak-e a glikan
alapu biomarkerek felfedezésének érzékenységét és specificitasat NSCLC esetében. A vizsgalat
soran 4-4 kiilonbozo glikan szerkezet mutatott eltérést a teljes plazma és az IgG szintjén. A

tobbi tanulményozott frakcid glikozilaciés mintazata alapjan nem lehetett elkiiloniteni az
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adenokarcinomas és a kontroll csoport tagjait, tehat a kiilonb6zé bonyolult és idéigényes
fehérjedusitasi eljarasok tliidérak esetében nem nodvelték a glikobiomarker kutatas
hatékonysagat [272], és hatékonyabbnak bizonyult a teljes szérum/plazma N-glikozilacios

modosuldsanak tanulméanyozasa.

3.10. Kapillaris elektroforézis, mint biomarker feltaré analitikai modszer a

glikomikai kutatasokban

A glikédnok olyan jellemz6i egy adott aglikon hordozénak, melyek masodlagos
géntermékként a nem-templat vezérelt bioszintézisiiknek koszonhetéen szignifikdnsan
kiilonboznek mind a nukleinsavaktol, mind pedig a fehérjéktél.  Valtozasaik gyakran
tarsulnak kiilonb6z6 patologids allapotokhoz, a kongenitalis fejlodési rendellenességtdl kezdve
a gyulladasos megbetegedéseken at a daganatos elvaltozésokig. Mivel a fehérjék
glikanprofiljanak kialakuldséért egymassal szorosan egylittmiikod6 enzimek sokasaga felelds,
melyek expresszidjat és aktivitasat szamos tényez6 befolyasolhatja, igy a glikomikai kutatasok
Uj lehet6ségek tarhazat jelentik a biomarkerek felfedezése terén. A szénhidratok biomarkerként
torténd klinikai alkalmazhatdsdganak azonban jelenleg gatat szab a vizsgalatukra alkalmas
analitikai miiszerek bonyolult karbantartisa és szakképzett munkaerdigénye, valamint a
vizsgalathoz sziikséges hosszu analizisidd. A modern kapillaris elektroforézis késziilekekkel
végzett glikozilacidos analizis a berendezés automatizalhatéosaga és viszonylag konnyt
kezelhetésége révén kivaldan alkalmazhaté modszer a kutatasban, ugyanakkor a klinikumban
is kivitelezhetd diagnosztikai eljaras lehetoségével kecsegtet.

A késziilék rendkiviil egyszerti, sematikus felépitését a 10. abra mutatja, melynek f6 alkoto
elemei a mintatartd €s puffertarté edények, elvalasztd kapillaris, elektrédok, nagyfesziiltségii
tapegység, detektor és a vezérlésre, valamint az adatok gylijtésére és tdroldsara szolgald

szamitogep.
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10. abra: CE-LIF késziilék forditott polaritasi miikodési médjanak vazlatos abrazolasa

(sajat abra)

A mintakomponensek elvalasztasa soran alkalmazott szilika kapillaris effektiv hossza
altalaban 10-100 cm, bels6é atmérdje 20-100 um kozott valtozik [273]. A minta kapillarisba
juttatasa (injektalas) torténhet nyomas, elektromos tér vagy vakuum alkalmazasaval [274]. A
minta komponensei az alkalmazott elektromos térer6sség hatasara az el6z6leg a kapillarisba
juttatott elvalasztd kozegben toltésiiknek megfelelden elmozdulnak, és toltés/hidrodinamikai
térfogatuk fiiggvényében vandorolnak [275]. A berendezés altal biztositott magas fesziiltség
(akar 30 kV) nagyfelbontasu és gyors elvalasztast tesz lehetdvé alacsony Joule-hé fejlodése
mellett a kis kapillarisatmérének [276], valamint a modern késziilékekbe épitett h6szabalyozo
egységnek koszonhetden, amely 15-65 °C kozott képes szabalyozni a kapillaris, és benne az
elvalasztd kozeg homérsékletét. A modszer rendkiviil alacsony anyagigényét jelzi, hogy az
injektalt minta térfogata a femtolitert6l nanoliterig terjedd tartomanyba esik, az altalam is
alkalmazott 1ézerrel indukalt fluoreszcencia észleléssel az analit fmol mennyisége is
kimutathato.

A kapillaris elektroforetikus rendszerekben jelen 1évd elektroozmotikus aramlas
(Electroosmotic flow — EOF) a szolvatalt kationok altal kialakitott nettd6 anyagaramlés az
ano6dtol a katod iranyaba. A jelenség a szilika kapillaris belso falan kialakulé SiO™ csoportoknak
koszonhetd, mely ionokhoz csoportosuld kationok elektromos erdtér hatdsara a katod iranyaba
vandorolva sodorjak magukkal az oldat részecskéit. Az EOF szabalyozasa szamos moddon
lehetséges (elektromos erdtér, hdmérséklet, pufferkoncentracio stb.), de leggyakrabban az oldat
pH-janak, az alkalmazott elvalasztdsi fesziiltségnek, valamint a hdomérsékletnek a
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modositasaval szabalyozzak. Az elektroozmotikus aramlas stabilitdsa fontos az analizis
reprodukalhatosaga szempontjabol, mértéke pH=4 felett valik jelentdssé [277].

A szénhidratoknak a polipeptid lancrol torténd felszabaditasara szamos modszert dolgoztak
ki az évek soran, amelyek koziil az intakt N-kapcsolt glikdnok vizsgélatahoz leggyakrabban a
szénidratokat PNGase F enzimmel torténd specifikus emésztéssel hasitjak le a fehérjékrol. A
PNGase F hasitja az Osszes aszparaginhoz kotott komplex, hibrid, valamint magas
mannoztartalmi oligoszacharidot, kivéve azokat, amelyek core a(1-3) kapcsolt fukozt
tartalmaznak. Egyéb N-glikozidazok és endo-B-N-acetil-gliikozaminidazok is elérhetéek az N-
kapcsolt glikanok fehérjékrol torténd felszabaditasahoz, melyek koziil a peptid N-glikanaz A
(PNGase A) hasonld szubsztratspecifitassal rendelkezik, mint a PNGase F, azzal a
kiilonbséggel, hogy képes core o(1-3) kapcsolt fukozt tartalmazé N-kapcsolt
oligoszacharidokat is felszabaditani. A PNGase F enzim miikodéséhez sziikséges optimalis pH-
értéke 7 és 9 kozott van, de az enzim aktiv pH 5 és 7 k6zott is [278]. Hidrazinolizis alkalmazhat6
N-, valamint O-glikanok felszabaditasara egyarant, bar a modszernek van néhany jelentds
hatranya, mint példdul a vizmentes hidrazin hasznalatdnak sziikségessége, amely rendkiviil
mérgez6 és robbanasveszélyes vegyszer [59].

A szénhidratok kapillaris elektroforézissel torténd analizisét neheziti, hogy a szacharidok
tobbsége nem rendelkezik toltéssel, (kivéve a savas cukrokat tartalmazoé glikanokat, példaul N-
acetil-neuraminsav, gliilkuronsav vagy iduronsav, melyek negativ toltést hordoznak), tovabba
az tény, hogy a szénhidrat molekuldk kromofor csoportokat sem tartalmaznak, igy nem
dektalhatok UV-tartomanyban torténd abszorbancia méréssel [59]. Ennek megfeleléen a
glikanok elvalasztasara és optikai detektorokkal torténd jellemzésére sokféle szarmazékképzési
stratégiat fejlesztettek ki és a szénhidratokat fluorofor agensekkel jelolik. Mivel a legtobb
fluorofor toltéssel rendelkezik, ez elényt jelent a CE alkalmazhatésaga szempontjabdl,
biztositva a jelolt szénhidrat szamara az elektromos térben torénd vandorlashoz sziikséges
toltést. A 3 negativ toltéssel rendelkez6 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonat (APTS; gerjesztés
hullamhossz: 488 nm; emmisszios hulldmhossz: 520 nm) fluoreszcens festékkel torténd
reduktiv aminaldson alapuld glikanjelolés a kapillaris elektroforézis késziilekkel torténd
elvalasztasokhoz az egyik leggyakrabban alkalmazott szdrmazékképzési eljaras, melynek
kdszonhetden a jelolt glikdnok kimutathatdsagi tartoméanya a femtomoldris tartomanyba esik.
A kis mintaigény igy jelentdsen noveli a modszer diagnosztikus értékét.

A reduktiv aminalas alapu jel6lési megkozelités masik nagy elonye, hogy a glikan-fluorofor
kotési ardny 1:1, ami lehetvé teszi a fluoreszcencia alapjan torténd mennyiségi meghatarozast

is [59]. A glikanok kapillaris elektroforetikus analizise soran a gazkromatografiaban
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alkalmazott Kovats-retencios indexhez [280] hasonldan, ismeretlen analitcsiicsok azonositasara
a migraciés idejiiket egy linearis, a(1-4) kapcsolt gliikéz egységeket tartalmazd polimer
komponenseinek migracids idejéhez hasonlitjuk. A linearis oligomerben 1évé monomerek
szamat GU (glikéz unit) értékekben fejezzikk ki [281]. Az elmult években szamos
kezdeményezés valosult meg a glikan szerkezetek adatbazisokban torténd rendszerezésére,
melyek megkonnyitik a szerkezeti azonositast. llyen példaul a Consortium for Functional
Glycomics (CFG), a Glycosciences.de, a Bakterialis (BCSDB) és a Novényi & Gomba
(PFCSDB) szénhidratszerkezeti adatbazisok Osszevondsaval kelezkezd Carbohydrate
Structural Database (CSDB) és a GlycoStore adatbazisok. A korabban rendkiviil idéigényes
GU érték kézi kiszamitasat mara felvaltotta a beépitett adatbazist is tartalmazd szoftver
hasznalata [282].

Bar a kapillaris elektroforézis rendkiviil hatékony elvalasztasi technikanak bizonyul a
fehérjék szénhidrait modosuldsainak vizsgdlata sordn, az analitok pontos szerkezeti
meghatarozasahoz kotés- és monoszacharid specfikus exoglikozidaz alapti emésztésre szintén
sziikség lehet. A mddszer egyik nagy eldnye, hogy azonos szdmu és Osszetételli szénhidrat
épitdelemekbdl allo eltérd kotési €s pozicionalis izomerek azonositdsara egyarant alkalmas. A
glikanszekvenalasnak nevezett eljaras soran az alkalmazott specifikus exoglikozidaz enzimek
hataséara képz6do termekek migraciods ideje és GU értéke az adott cukor struktira 6sszetételének
fliggvényében valtozik. A valtozast a mintak enzimmel torténd kezelése elbtti és utani kapillaris

elektroforetikus analizis profilkiilonbségével detektaljuk.

A Kkapillaris elektroforézis egyre nagyobb hangstlyt kap a glikobiologiai kutatatasokban
mind a betegségspecifikus biomarkerek azonositasara és fiziologias valtozasokra (példaul
terhesség, oregedés) iranyul6 vizsgalatok, mind pedig a bioterapids készitmények monitorozasa
soran. Schwedler és mtsai. human szérum mintak N-glikan Osszetételét exoglikozidaz
emésztésnek alavetve, valamint glikoproteinekbdl szdrmaz6 standard konyvtar segitségével
hatarozta meg. Munkdjuk eredményeként 32 deszialilalt N-glikén szerkezetet azonositottak az
egészséges kontroll, mig 34 strukturat a 3. és 4. stadium epitelidlis petefészekrakban szenvedd
betegektél gyljtott mintdkban. Szignifikdns novekedést taldltak tovabbd az N-glikan
szerkezetek elagazasaban, az antenndris és core-fukozilacid mértékében, mig szignifikans
csokkenést az 5 manndzt tartalmazé szerkezetek aranyaban a kontoll csoporttal dsszevetve [65].
Jie Chen és mtsai. kapillaris elektroforézis (DNA Sequencer-Assisted Fluorophore-Assisted
Capillary Electrophoresis - DSA-FACE) késziilékkel sikeresen azonositottak human szérum

mintadkban konnytilanc mieloma, IgG mieloma és IgA mieloma differencial diagnosztizalasara
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alkalmas N-glikan szerkezeteket [283]. Teljes szérum kapillaris elektroforézissel végzett N-
glikozilaciés analizisével elkiilonithetd tovabba a kontroll, frissen diagnosztizalt kezeletlen,

kezelés alatt allo és remisszidban 1évé mieloma multiplex betegek csoportjai egymastol [63].

A kiilonb6z6 sejttipusokbol szarmazo fehérjék kiilonbozé N-glikanokat hordozhatnak €s
mivel mind az epigenetikai, mind a kdrnyezeti tényezdk jelentésen befolyasoljak a glikozil-
glikanosszetétele, valamint a teljes sejt glikozilacios ,,ujjlenyomata” tiikrozheti az adott sejt
fejlodési allapotat, valamint szoveteredetét egyarant. Az FFPE szOvetmetszetek glikomikai
elemzése nagymértékben hozzajarulhat a szovetek glikozilacidos mintazataval kapcsolatos
eddigi csekély ismereteink boviiléséhez, eldsegitve ezzel a biomarkerkutatas fejlédését. A CE
elényeinek kiaknazasaval ezt a tényt felismerve Donczé és mtsai. FFPE mintak N-glikozilacios
mintazatanak analizisét lehetévé tevo eljarast fejlesztett ki [285].

Egyre inkdbb ugy tiinik, hogy a fehérjék ¢s sejtek N-glikozilaciojanak tanulmanyozasa
kiemelkedden fontos ahhoz, hogy megérthessiik a kiilonb6zé emberi megbetegségek lefolyasat,
¢s ezzel parhuzamosan hozzdjarul a kiillonb6zd bioterdpias szerek biztonsagossaganak és
hatékonysaganak biztositadsdhoz. A CE gyorsasdganak és érzékenységének koszonhetden
kivaléan hasznalhat6 a glikdnok megbizhat6 mindségi és mennyiségi meghatarozasara, igy a
modszer nemcsak a biomarkerek felfedezésében, de a bioterdpias fehérjekészitmeények

mindségellenérzésében is egyre nagyobb teret nyer [286] [287].
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Reagensek

A kisérletekhez felhasznalt standard IgA, Hp, AL1AT ¢és transzferrin (Tf) a Molecular
Innovations (Novi, ML, USA) cégtdl keriilt beszerzésre mig a standard human szérum és IgG a
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl keriilt 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 szolubilizalasara hasznalt RIPA lizispuffert (Radio-Immuno-Precipitation
Assay) a Merck (Darmstadt, Germany) cégtdl vasaroltam. A fehérjék aszparagin-kotott glikan
struktirdinak enzimatikus felszabaditdsdhoz PNGase F enzimet az Asparia Glycomics (San
Sebastian, Spain) cég szolgaltatta. A glikoproteinek felszabaditott glikantartalmanak
analiziséhez hasznalt Fast Glycan Labeling and Analysis Kitet SCIEX cégt6l (Brea, CA, USA)
szereztem be. A Kit tartalmazta a glikan struktirak fluoreszcens jeloléséhez sziikséges 8-
aminopirén-1,3,6-triszulfonsavat (APTS), a mintatisztitashoz hasznalt magneses gyongyoket, a
mérések soran standardként alkalmazott maltooligoszacharid 1étrat és maltdzt, valamint az HR-
NCHO ¢és NCHO elvéalasztdé puffert. A mintdk glikénstruktiradinak pontosabb
meghatarozasahoz hasznalt kotésspecifikus exoglikozidazok: Arthrobacter ureafaciens
szialidaz, Canavalia ensiformis galaktozidaz és hexdzaminidaz 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-t61 (Halasztelek,
Magyarorszag) vasaroltam. Az IgG szérum mintakbdl torténd tisztitdsdhoz alkalmazott Protein
G mikoraffinitds oszlopokat és a puffereket, valamint az IgA specifikus kifogasahoz hasznalt

Ni-IMAC oszlopokat a PhyNexus (San Jose, CA, USA) cégtdl vasaroltuk.

4.2. A szobahomérsékleten torténo tarolas N-glikozilaciora Kkifejtett hatasat

vizsgalo Kkisérletekhez gyiijtott periférias vérmintak

A szobahOmérsékleten torténd tarolds a szérum N-glikanprofiljara kifejtett hatdsanak

vizsgalatara a klinikumban hagyomanyosan alkalmazott szérum vérvételi csovet alkalmaztam,
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a referencia N-glikanprofilt adé mintat az elbirasoknak megfeleléen kezeltem. Nyolc
egészséges fiatal onkéntestdl szarmazo vénds vér véralvadas aktivatorral (SiOz) és szeparator
géllel ellatott Vacutainer vérvételi csébe keriilt levételre. A vérvételi csoveket a Becton,
Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, USA) cégt6l szereztem be. A vizsgalatban részt
vevo alanyok sorabol 3 személy szérum mintait az eldkisérletek soran a vizsgalati paraméterek
beéllitasahoz hasznaltam, mig a kisérletbe bevont valamennyi alany mintéit poolozast (mintak
azonos mennyiség Osszekeverése) kovetéen ismét feldolgoztam és analizaltam kapillaris
elektroforézis késziilék segitségével.

A vérvételt kovetden minden minta esetében sziikséges a minta és a cs6 falan 1évo SiO»
alapos elegyitése a csovek 2-3 alkalommal torténd vertikalis megforditasaval. A kontroll
idépont mintéjat a vérvétel utan 30 percig allni hagytam szobahdmérsékleten (24-25°C), majd
4°C homérsékleten 20 percig (2690 x g) centrifugaltam. Ez az 1d6 szilikséges a véralvadasi
folyamat lejatszodasahoz, amely atlagosan 60 percrél 30 percre gyorsul fel a SiOz-al
porlasztassal bevont fali vérvételi csovekben. Minden tovabbi mintat még azok centrifugalasa
el6tt llni hagytam szobahdmérsékleten a vérvételrdl szamitva 90; 150 és 270 percig. A levett
teljes vérmintakat 2690 x g alkalmazasaval centrifugaltam 20 percig 4°C hdmérsékletre allitva
a centrifuga termosztatjat. Az igy kapott szérum frakcidkat azok egyenld részekre torténd

osztasat (aliquotolas) kovetéen -20°C-on taroltam tovabbi felhasznalasukig.

4.3. Szérum mintak elokészitése a mintavételtol a centrifugalasig eltelt ido

fiiggvényében bekovetkezo N-glikanprofil-valtozas analizisére

A 4.2 pontban leirtak szerint kapott szérum mintadk 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 hémérséklet gradienst
alkalmazva denaturaltam és redukaltam. A denaturaldsi 1épés soran a termosztat hdmérsékletét
5°C/perc flitési sebességet beallitva 30°C-rol 80°C-ra emeltem [288]. A fehérjék aszparagin
aminosavaihoz N-glikozidos kotéssel kapcsolt cukorstruktarait enzimatikus emésztés révén, 1
puL PNGase F (200 mU) és 19 uLL HPLC tisztasagu viz hozzaadasaval szabaditottam fel a
mintdk egyéni mintaelkészitése sordn. A poolozott szérum mintdk esetében 16,7 mM
ammonium-acetat (pH 6,9) puffer oldatot alkalmaztam az N-glikanok enzimatikus
felszabaditasakor. A mintakat 50°C-on 1 oran keresztiil inkubdltam, majd 1 percig jégre

helyezve hiitottem, fehérje tartalmukat 70 pL jéghideg acetonitril hozzadadasaval kicsaptam. Ezt
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kovetden a kapott precipitatumot és feliiliszot, amely a felszabaditott N-glikanokat tartalmazta,
centrifugaldssal szétvalasztottam (11290 x g, 10 perc) egymastol. A felilliszét vakuum
centrifuga (SpeedVac, Thermo Scientific, Schaumburg, IL, USA) segitségével beszaritottam, a
cukorkomponenseket a 4.7 pontban bemutatott fluoreszcens jeloléoldattal jeldltem egy
¢jszakan at 37°C-on nyitott kupak mellett, beszaradasig [289]. A magneses gyongyokkel

torténd tisztitasi 1épést kovetden a mintakat a 4.7 pontban leirtak szerint kezeltem.

4.4. Anyai és gyermek szérum mintak IgG és IgA glikozilaciés analizise

A glikozilaciés analizisre szant mintdkat a Szegedi Tudoméinyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kdzpont, Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinika munkatarsai bocsatottak a rendelkezésemre, a mintak gyijtése a 172/2018-SZTE szamu
etikai engedélynek megfelelden torént. A résztvevok toborzasa sordn a kutatasbol torténd kizard
okként hataroztuk meg azokat a tényezdOket, amelyek a tulsulyon/elhizdson kiviil fokozott
kockézatot jelentenek a GDM kialakulasara, illetve azokat, amelyek befolyasolhatjak a
glikanprofilt. A kutatds sordn tejmintak gytjtésére is sor keriilt a szérum mellett, és azokbodl
nemcsak glikozilacios, hanem zsirsav analizis is tortént a Magyar Agrar és Elettudomanyi
Egyetem munkatdrsainak kozremitkddésével, igy a mintavételi kritériumok Osszehangolasat

kovetden kizartuk az alanyokat a kutatasbol ha:

1) az anya 1-es tipusu diabétesz mellituszban 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 [290].

A vérmintak a sziilést kovetd 12. héten keriiltek levételre. A 3. tablazatban részletezett
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 testsuly

csoportokba keriiltek. Ennek megfelelden az alabbi csoportokat alakitottuk ki:

1. Normal testsulyu anya GDM nélkiill — HNW (Healthy Normal Weight)
2. Elhizott anya GDM nélkiil — HOB (Healthy Obese)
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3. Normal testsulya anya GDM-mel — NWGDM (Normal Weight with Gestational
Diabetes Mellitus)
4. Elhizott anya GDM-mel — OGDM (Obese with Gestational Diabetes Mellitus)

Minden csoport 15 mintat tartalmazott, melyeket N-glikozilacios analizisiik el6tt
pooloztam. A bevont alanyok részletes betegadatait a 3. tablazat tartalmazza. A csoportok
anyaitdl szarmazo szérum mintakbol affinitas kromatografidval tisztitottam az IgG és az IgA, a

gyermekek szérum mintaibol pedig az 1gG antitesteket.

3. tablazat: Kutatasba bevont anya-gyermek parok részletes adatai

Vizsgalati ; ﬂa‘zzﬁ i‘l'zm ~BMI a?;;;k(/;f;g"i Kihords ideje

csoport (dtlag év + SD) (atlag + SD) sD) (atlag hét = SD)
HNW 26,47 + 4,98 2275+ 121 0.82 + 0,08 38,04+ 191
HOB 2620%527 3136< 143 0.87 % 0.07 37.06 < 141
NWGDM 27.87+5,19 23,07+ 1,83 0.84 + 0,08 38,59 £ 0,88
OGDM 30.73 £ 721 32495215 0.85 % 0.05 39.96 - 1,66

Az egyes adatok datlag + SD (Standard Deviation, korrigalt empirikus szoras) értékben keriiltek

feltiintetésre.

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

Az IgG mintdkbol torténd specifikus kifogadsdhoz 40 pL térfogata Protein G, az IgA
kifogasahoz 40 pL térfogata Ni-IMAC (Nickel Immobilized Metal Affinity Chromatography)
kromatografids mikrooszlopokat (PhyNexus, San Jose, CA, USA) alkalmaztam. A félig
automatizalt IgG és IgA kifogasi 1épést a PhyNexus Inc. altal a rendelkezésemre bocsatott
PumpControl 2 szoftware és az 4ltala vezérelt, szintén a cégtdl kapott E4 XLS+ tipusu
elektronikus pipettaval végeztem. A fehérje tisztitasi 1épéseket IgG esetében Mesko és mtsali.
[291] altal publikalt eljarasnak a rendelkezésre 4all6 mintamennyiségre torténd
optimalizalasaval valdsitottam meg.

IgA szérum mintabol torténd tisztitasahoz Mészaros és mtsai. [292] altal kidolgozott eljarast
alkalmaztam, annak modositasat kovetden. A tisztitasa soran modositottam az egyes pufferek
Osszetételén, az alkalmazott sz€érum, valamint puffer mennyiségeken és az oszlopokon torténd

folyadékaramlas paraméterein. A mikrooszlopok kondicionalasa, valamint funkcionaldsa soran
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egyarant imidazol mentes puffert alkalmaztam az eredeti (0,02 M NaH2PO4; 0,5 M NaCl; 0,05
M imidazol, pH 7,4) puffer helyett, mivel az IgA kifogasdhoz alkalmazott Z(IgA1l) mar
imidazolt tartalmazo pufferben (0,02 M Na:HPOs, 0,5 M NaCl, 0,5M imidazol) volt. Emellett
csokkentettem a mosasi Iépések soran hasznalando 500 pL puffermennyiséget 400 uL-re, a
sziikséges mintamennyiséget pedig 200 pL szérumrol sikeresen csokkentettem 100 puL-re. Az
eludlt IgA antitesteket a teljes puffercsere érdekében a 10 kDa szlirdre torténd atvitel kdvetden
100 pL viz helyett 50 pL- vizzel mostam. A fehérjék denaturalasat kovetden 29 L 20 mM
NaHCOs puffer (pH 7,0) helyett 49 uL NaHCOs3 puffer (pH 7,0) emésztd pufferben oldottam
be 1 uL PNGase F enzimet, hogy a sziir0 teljes feliiletét be tudjam boritani ezzel is eldsegitve
a fehérjékhez kotott glikdnok minél hatékonyabb felszabaditasat.

Az IgA specifikus megkotéséhez sziikséges N-termindlisan 10 His-Tag-et tartalmazo
Z(IgA1l) affibody molekuldkat a Pannon Egyetem Bio-nanotechnoldgiai ¢s Miiszaki Kémiai

Kutatointézet munkatarsaitol kaptam tovabbi felhasznalasra.

4.5.1. IgG tisztitasa

Alkalmazott anyagok, oldatok:

Mikrooszlop: 1000+ PhyTip colums with Protein G
Maximalis oszloptérfogat: 1000 pL

Protein G gyanta térfogat: 40 uLL

Pufferek:
1) 5 x toménységii Felk6té/Moso puffer I. (Puffer A): 50 mM NaH2POa, 0,7 M NaCl (pH
7,4)
2) Moso puffer I1. (Puffer P): 140 mM NacCl
3) Elualo puffer: frissen készitett 10% ecetsav (pH 2,5)

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

(1 ml volume) containing 40 pl of Protein A affinity resin per column” csomag részét képeztek.

A mintak elokészitése a kovetkezOk szerint tortént:
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A szérum mintdk 220 pL térfogatahoz azonos mennyiségli 1x toménységiire higitott Puffer A
Felk6t6/Moso puffert adtam, majd a mintak és a puffer keverékébdl alapos vortexelést kovetden
400 pL keriilt felvitelre az oszlopokra hegyenként azok 200 plL Puffer A oldattal torténd
elokészitése utan. Az IgG felkotését kovetden 200 plL Puffer P pufferrel mostam a tolteteket,

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

Mivel az eludldo puffer erésen savas kémhatasu, igy a toltetekrdl leoldott mintakat
puffercsere ¢és térfogatcsokkentés céljabol 10 kDa centrifugalis szir6t tartalmazo
mikrocentrifuga csébe vittem at. Az ecetsavat 11 384 x g-vel 10 percig térténé centrifugalassal
tavolitottam el. Az esetlegesen a szliron marad6 ecetsav eltavolitdsa érdekében 50 pL HPLC
tisztasagll vizet adtam a sziir6hoz, majd 11 384 x g-vel ismét centrifugaltam azokat 10 percig.
A fehérjék denaturalasat a sziird feliiletén végeztem 10 pL viz és 4 pL denaturalé 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 denaturalé oldat centrifugalassal torténd eltdvolitdsa utan mostam a
szlrd feliiletét 30 puL vizzel 11 384 x g-t alkalmazva 10 percig. A 10 kDa sz{ir6t athelyeztem
tiszta mikrocentifuga csébe, majd a feliiletén 1év6 denaturalt és redukalt fehérjék N-glikan
tartalmat 49 pL 20 mM NaHCO3 (pH 7,0) puffert és 1 uL PNGase F enzimet (200 mU)
alkalmazva 37°C-on egy €jszakan at (overnight) torténd inkubalassal szabaditottam fel.

A felszabaditott glikdnokat lemostam a szlir6rél 30 uL. HPLC tisztasagu vizzel és 11 384 X
g-vel 10 percig torténd centrifugalassal, majd vakuum centrifuga (Thermo Scientific,
Schaumburg, IL, USA) alkalmazasaval beszaritottam a szénhidratot tartalmazé atfolyot. A
beparolt N-glikanokat 6 pL 20 mM APTS (15% ecetsavban feloldva) és 2 uL. 1 M NaBH3CN
oldat (tetrahidrofuranban oldva) elegyével jeloltem meg 37°C-on 1 éjszakan at torténd
inkubalassal. A jelolést kovetden a mintakat a kapillaris elektroforézissel torténd analizisig a 4.7
pontban leirtak szerint kezeltem. Az antitestek kifogasdnak és a fehérjék glikozilacios

analizisének leegyszerisitett Iépéseit a 11. bra mutatja.
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1. 2. 3 A 4. N 6.
=’ =’
| | =
| U : U SpeedVac
= - e |
Elékészitett Antitestek tisztitasa Elualé oldat cseréje Fehérje denaturalas és Fehérje és szabad N-glikdnokat
mintak affinitas 10 kDa centrifugalis redukalas, valamint oligoszacharid frakcié tartalmazé atfolyo
kromatografias sziirével N-glikan felszabaditas 10 elvalasztisa beszaritasa

mikrooszlopon (11 384 x g, 10 perc) kDa sziir feliiletén centrifugalassal

(Protein G / (11 384 x g, 10 perc)
Ni-IMAC)
2 8. 3 9. & 10.
8 U 6 “ |
N-glikanok jelolése APTS Felesleges APTS Glikanok elualasa a Jelolt és tisztitott
fluoreszcens festékkel eltavolitasa 87,5% magneses glikanon CE-LIF
(37°C, overnight) ACN gyongyokrél analizise
alkalmazasaval HPLC tisztasagi
vizzel

11. abra: Antitestek biologiai mintakbol affinitas kromatografia alkalmazasaval torténé

tisztitasanak és glikozilaciés vizsgalatanak lépései

4.5.2. IgA tisztitasa

Alkalmazott anyagok, oldatok:
Mikrooszlop: Ni-IMAC PhyTip colums
Maximalis oszloptérfogat: 1000 uL.
Ni-IMAC gyanta térfogat: 40 uL.

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

A szérum mintak 100 pL térfogatahoz 900 puL Puffer B IgA kotd és mosé puffert adtam. Az
oszlopokat 400 uL Puffer A oldattal elézetesen kondicionaltam, majd funkcionaltam Puffer A
torténd immobilizalasaval. Az affibody felkotését kdvetden kétszer mostam a tolteteket 400 L
Puffer B oldattal. Az IgA Z(IgAl) affibody-hoz torténd kikotése utan ismét mostam a nem
spcifikusan k6tédott molekulak eltavolitasa érdekében a mikrooszlopokat kétszer 500 pL Puffer
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B oldattal, majd elualtam az oszlopokrol a Z(IgAl)-IgA komplexet 200 pL Puffer C
alkalmazéasaval. A mintdkat a tovabbiakban a 4.5.1 pontban leirt mintael6készitési 1épések

szerint kezeltem, melyet egyszeriisitve a 11. abra mutat be.

4.6. Atiidorak és a COPD glikomikai analizise céljabél gyiijtott mintak

A kontroll, tiidérakban, COPD-ben, valamint a két betegségben egyiittesen szenvedd
(komorbid), vizsgalatba bevont alanyok szérum mintai koziil vizsgalati csoportonként 100-100
darab keriilt kivalasztasra, melyeket csoportonként pooloztam. Az egyes csoportokon beliil a
nemek aranya, valamint a résztvevok atlag életkora a 4. tablazatban foglaltak szerint alakult.

A mintdk gyljtése a 23580-1/2015/EKU (0180/15) szamon nyilvantartott etikai
engedélyben foglaltaknak megfelelden a Miskolci Semmelweis Korhdz és Egyetemi
Oktatokorhaz (MISEK) Pulmonologia Osztalyanak munkatarsai segitségével valosult meg.

A vizsgalatbdl 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.

4. tablazat: Az egyes vizsgalati csoportok adatai

Vizsgalati csoport Nemek arany (férfi/no) Atlagéltekor + SD (év)
Kontroll 61% / 39% 56,04 + 14,46
COPD 52% / 48% 66,20 + 9,68
Tudorak 64% / 34% 64,42 + 9,05
COPD + Tiidérak (Komorbid) 72% [ 28% 65,19 = 8,38

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

eltérések vizsgalatara

A fehérje standardok felhasznalasaval 10 mg/mL torzsoldatokat készitettem, melyekbdl a
fehérjék meéréseihez 10 -10 pL térfogatot hasznaltam fel. A standard fehérjekeveréket, mely az
altalam vizsgalni kivant fehérjéket a fiziologias koncentracidtartomanyukon beliil tartalmazta,
az 5. tablazatban foglaltak szerint készitettem el. A human szérum N-glikozilacids profiljanak
modellezésére megalkotott standard fehérje-keverék (Standard Protein Mixture — SPM)
létrehozéasahoz felhasznalt minden glikoprotein oldat kiindulasi koncentracidja 10 mg/mL volt

az IgG kivételével, amely torzsoldata 50 mg/mL koncentracioban tartalmazta a fehérjét.
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5. tablazat: Haptoglobin (Hp)-, transzferrin (TT)-, alfa-1-antitripszin (ALAT)-, IgA- és IgG
fehérjék referencia koncentraciotartomanyai egészséges felndtt ember szérum

mintajaban [293]

Célkoncentracio a standard

Fehérje Fiziologias koncentraciotartomany fehérje-keverékben
Hp 0,3-2,0 mg/mL 2,0 mg/mL
Tf 2,0-3,6 mg/mL 3,0 mg/mL
AlAT 0,9-2,0 mg/mL 1,0 mg/mL
IgA 0,7-4,0 mg/mL 2,1 mg/mL
IgG 7-16 mg/mL 7,0 mg/mL

A tablazat ,, Célkoncentracio a standard keverékben” nevii oszlopaban feltiintetett értékek a
fehérjék koncentracioit jelzik a szérum glikozilacios profiljanak modellezésre létrehozott

standard fehérje-keverékben.

crer

crer

modositottam, amig annak N-glikanprofilja hasonlévd nem valt az emberi szérum N-
glikozilaciés mintdzatahoz. Az alkalmazott glikoproteinek tisztasagat azok glikozilacios
analizise el6tt 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 mintdk vizsgalatdhoz minden esetben 2 pL szérumot 8§ pLL HPLC tisztasagl viz
hozzaadasaval higitottam, fehérjetartalmukat 65°C-on 10 percig denaturaltam és redukaltam 5
uL eldre elkészitett denaturdld oldat hozzdadasaval [60 uL 1x toménységlire 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 pL. 100 mM DTT]. A fehérjék N-kotott cukorstruktarait
enzimatikus emésztéssel, 1 pL PNGase F (200 mU) enzim és 50 pL viz hozzdaddséaval
szabaditottam fel. A komplex glikan struktardk hémérséklet és pH-érzékeny a(2-3,6,8,9) kotott
szialsav egységeinek eltavolitasa céljabol a reakcidelegyhez 1 puL Arthrobacter ureafaciens
szialidaz (1 U) enzimet is adtam, majd a mintakat az enzimekkel 50°C-on 1 6ran 4t inkubaltam.
A mintakat ezt kovetden jégre helyezve 1 percig hiitdttem, majd fehérjéit 120 pL jéghideg

acetonitril hozzaadasaval kicsaptam. A kicsapott fehérjéket a cukor komponensektdl 11 290 x
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g centrifugélis erd alkalmazasaval valasztottam el. A centrifugalast 5 percig végeztem. A
vizsgalni kivant glikanokat tartalmazé feliiliszot ezt kovetden vakuumcentrifuga segitségével
beszaritottam, majd fluoreszcens jeloléoldat hozzdadasaval [4 ul. 40 mM APTS (20%
ecetsavban oldva), 2 uL. NaBH3CN (1 M tetrahidrofuranban oldva) és 4 pL 20% ecetsav]
megjeloltem. A jelolési 1épést 50°C-on 1 oran keresztiil zart kupakkal, majd a mintatarték
kupakjainak felnyitasat kovetden tovabbi 1 oran at 55°C-on [289] beszaradasig végeztem. A
jelolt mintakat ezt kovetden magneses gyongyok alkalmazasaval tisztitottam meg a feleslegben
alkalmazott fluorofor jelold agenstdl. Ezen tisztitasi 1épés soran a mintakhoz acetonitril kertilt
hozzéadasra annak érdekében, hogy az oldatban a 87,5% acetonitril koncentraciot elérjem, mely
végkoncentraci6 a cukrok magneses gyongyokhoz torténd kotddésének idedlis koncentracidja
[294]. A glikanokat a gyongyokrél HPLC tisztasagi vizzel eludltam, majd vagy azonnal

kapillaris elektroforézissel analizaltam, vagy késébbi mérés céljabol -20°C-on taroltam.

4.8. A Kkapillaris elektroforezis késziilék

A kapillaris elektroforetikus mérések kivitelezéséhez 1ézer indukalt fluoreszcens detektorral
ellatott PA80O Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)
késziiléket hasznaltam. A detektdldshoz a mintakban 1évé APTS festéket Ar-ion lézer altal
kibocsatott 488 nm hulldmhosszisdgii fénnyel gerjesztettem, a festék altal emittalt fényt
emisszios filter segitségével (520 nm) gyijtdttem. Az elvalasztasok soran 50 cm effektiv
hosszsagu (60 cm teljes hosszlisag), 50 pm belsé &tmérdjii 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 toltottem fel, melyekbe a mintait HR-NCHO gél esetén
elektrokinetikusan, NCHO gél esetén pedig nyomas alkalmazéasaval injektaltam. A késziiléket
az elvalasztasok soran forditott polaritds lizemmodban (katéd az injektéalasi oldalon, anod a
detektalasi oldalon) hasznaltam. A mérések soran alkalmazott elvélasztasi koriilmények

minden esetben feltiintetésre kertiltek az elektroferogramok alatt.

49. Adatok kiértékelése

Az adatok gytijtésére és feldolgozasara a 32Karat (10.1 verzio) szoftvercsomagot (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA) hasznaltam. A mérések eredményeiként kapott

elektroferogramok csucsai a gliikoz egység (GU) értékeik alapjan hozzarendelhetok az egyes
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glikanstruktarakhoz. A GU értékek a minta csucsainak, valamint a mintakhoz futtatott
maltooligoszacharid 1étra gliikoz oligomerjeinek migracios ideje alapjan szamithatok ki. A
mérés soran belsd standardként APTS jelolt maltozt is injektaltam a mintakkal egyiitt. A GU
értékek kiszamitasat a GUcal szoftverrel végeztem (www.gucal.hu) [295]. Az N-glikan
strukttrak csucsokhoz rendelését a szoftver beépitett adatbazisanak felhasznalasaval, irodalmi

adatok alapjan és kiilsé adatbazisban torténd keresés révén végeztem (www.glycostore.org). A

vizsgalt mintak N-glikan tartalmanak azonositasa soran az elektroferogramok azon csticsait
tekintettem N-glikan szerkezetnek, amelyek atlagos relativ cstcsalatti teriiletszazaléka elérte a
minimum 1% (teriiletszazalék >1%) értéket. Az elvalasztott komponensek normalizalt
csucsalatti teriiletének szazalékos értékeit a PeakFit v4.12 szoftverrel (SeaSolve Software Inc.,

San Jose, CA, USA) szamoltam ki.

4.10. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzése soran a PeakFit szoftver alkalmazasaval kapott adatok
atlagértékeit és azok standard hibait hatdroztam meg, melyek atlag + SD-ként vannak
feltliintetve a bemutatasra keriild tdblazatokban, diagrammokon és a szovegben egyarant.
Statisztikai analizist GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,; 8.0.1 verzio)
szoftverrel azon szerkezetek esetében végeztem, amelyek atlagos csucsalatti teriiletszazaléka
legalabb egy vizsgalati csoport esetében elérte az 1% kiiszobértéket.

Az adatok eloszlasanak vizsgalatahoz minden esetben Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztam.
vizsgalata soran, mivel nem minden cstics mutatott normal eloszlast, Friedman probat
alkalmaztam [296], Dunn post hoc tesztjével kiegészitve [297]. A mintdk N-glikan
szerkezeteinek szialsav/neutralis aranyanak alakulasat Friedman probaval és Dunn tesztjével
vizsgaltam. A poolozott mintdk esetében a 150 percig tarolt minta szialsav/neutralis
szerkezeteinek elemzésekor tapasztalt szordsnovekedés 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 alakulasat az
adatok normal eloszldsa esetén egyszempontos variancianalizisssel (One way ANOVA) ¢és

Tukey teszttel, ellenkezd esetben Dunn tesztjével vizsgaltam.
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A kontroll, COPD, tiidérak és a két betegség egyiittes el6forduldsaban szenvedo betegektdl
szarmaz6d mintak esetében Kruskal-Wallis tesztet végeztem.. A vizsgalati csoportok kozotti
eltérés meghatarozasahoz Dunn tesztjét alkalmaztam post hoc analizisként [298].

A statisztikai elemzés soran a kiilonbségeket p<0,05 érték esetén tekintettem
szignifikansnak, melyet az abrakon * jelol az aldbbiak szerint: * p<0,05; ** p<0,01; ***

p<0,001; **** p<0,0001.
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5. Eredmények

5.1. Human szérum N-glikanprofil valtozasa szobahomérsékleten (24-25°C)

torténo tarolas soran

A kisérletekhez felhasznalt mintak a dolgozat 4.2, 4.3, valamint 4.8 pontjai szerint keriiltek
feldolgozasra. Mivel a szialsavak szadmos bioldgiai folyamatban kiemelked6 szerepet jatszanak
[299], igy e kisérletem soran kiilonos figyelmet forditottam a komplex glikan szerkezetek
szidlsav tartalmanak megérzésére. A munka jelen szakaszdban célom az volt, hogy
megfigyeljem a szobahOmérséklet hatasat a szérum mintdk neutralis, valamint szialsavat
tartalmazd N-glikan szerkezeteire az eltelt id6 fliggvényében. Az egyéni méréseket 3 mintan
végeztem. Az egyes idépontokhoz tartozd reprezentativ elektroferogramokat a 12. abra

szemlélteti.

C
E
Ev__J W
1
g 3
fc" 4
A 2 H 6.7 8,9 1012 13
T T T T T
9 10 11 12 13 14 15
I1dé6 (perc)
1 I 1 1 1 I 1 ) 1
DP4 DP5 DP6 DP7 DP8 DP9 DP10 DP11 DP12
GU érték

12. abra: Human szérum APTS jelolt N-glikanprofiljanak alakulisa a mintavételtél a

centrifugalasig eltelt ido hatasara

A) 30 perc (kontroll); B) 90 perc; C) 270 perc a centrifugdlasig szobahdmérsékleten. Az
elvalasztas koriilményei: 50 cm effektiv hosszusagu (60 cm teljes hossz) BFS kapillaris 50 um
belso atmeérovel; NCHO elvalaszto puffer; Az elvalasztasi homérséklet: 25°C; Fesziiltség: 30

KV (forditott polaritas modban — katéd az injektdlasi oldalon),; Injektdldsi sorrend: 1)
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mintainjektalas: 1 psi nyomassal 5 masodpercig, 2) maltoz injektalas: 1 psi nyomassal 5

masodpercig.

A szérum mintak glikozilacios analizise soran 13 f6 (legalabb 1% teriiletszazalékot elérd)
N-kapcsolt glikan szerkezetet azonositottam, melyek esetleges csucsarany eltéréseit
vizsgaltam. A mintdk elemzése soran azt tapasztaltam, hogy a szobahdémérsékleten torténd
tarolasnak minimalis hatasa volt a szérum teljes N-glikanprofiljara. Mivel foként a szialsavas
struktardk aranyanak alakulasa volt az érdeklodésem kozéppontjaban, igy ezen struktirdknak
(SF - sialoform) a neutralis szerkezetekhez (NF — neutral form) valé viszonyat értékeltem
(SF/NF ratio). A kiértékelt adatok szerint az id6 el6rehaladtaval a szialilalt szerkezetek aranya
ugyan kismértékii, de folyamatosan csokkend tendenciat mutatott. A kontroll minta esetében ez
az arany 3,40 + 0,12, mig a 90 perces és 270 perces iddpontok esetében 3,26 + 0,38, valamint
3,32 + 1,29 volt. A 150 percig szobahémérsékleten tarolt szérum minta (elektroferogram nem
kerlilt abrazolasra) esetében a szialilaltsag mértékének tendencialis csokkenését tapasztaltam
(1,89 £ 0,20), amely érdekes modon a 270 percig tarolt minta esetében megnétt. A SF/NF
aranyok alakulasat statisztikai elemzésnek alavetve azonban nem tapasztaltam szignifikans

eltérést a csoportok kozott. A struktarak részletes adatait a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: Human szérumban azonositott N-glikan szerkezetek és azok szazalékos
aranyanak alakulasa (atlag = SD) a mintavételtdl a centrifugalasig szobahémérsékleten

eltelt id6 hatasara

Kontroll .
Csucs N-glikan (30 perc) 20 perz /Terulet ,lil' 50{3 er‘f: T2 70{) erf
szam struktura Teriilet % . 0 o et % o et %
(dtlag  SD) (atlag + SD) (atlag = SD) (atlag + SD)
1 A2G2S2 31,51+1,04 31,28 £ 1,98 25,74+ 1,23 31,17 £5,97
2 AZ?/%ZSZ 7,67+0,16 7,06 £0,71 4,78 £ 0,55 5,73 £1,65
3 FA2BG2S2 16,27 + 0,38 15,38+ 0,83 9,60 £ 1,36 12,26 +4,43
4 A2G2S1 15,44 + 0,40 16,25 £ 1,06 19,20+ 0,76 19,28 + 3,31
5 FA2G2[3]S1 6,37 +£0,17 6,43 +0,31 6,01 £0,29 6,62 +0,31
6 M6
7 EA2 4,05+£0,15 4,28 +0,19 6,71 £0,15 4,28 +1,76
8 FA2[6]G1 4,94 +£0,23 5,14+0,46 8,39+0,43 5,67 £2,03
9 M7 1,62 £0,15 1,53 £ 0,06 1,39 £ 0,49 0,98 £ 0,43
10 FA2[3]G1 2,23 £0,39 2,35+0,23 3,41 £ 0,25 1,42 £ 0,60
E FAZEA[SG]G]' 3,82 £0,23 3,89 +0,46 5,77+ 0,69 5,11 +1,78
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| 13 | FA2G2 609+023 | 641076 | 9,00=0,70 7,50 2,39

A csucsok szamozasa a 12. abranak megfeleloen keriilt feltiintetésre.

A mintak szialsavtartalméanak valtozasa bar nem volt statisztikailag szignifikdns, mégis a
150 ¢és 270 percig szobahOmérsékleten tarolt mintak esetében észleltek miatt a tovabbiakban
azt vizsgaltam, hogy vajon egyedi esetrdl van-e sz0, vagy ez az anomalia tobb minta vizsgalata
soran is felmeriil.

Az esetleges egyéni eltérések figyelembevétele céljabol 8 egészséges Onkéntes szérum
mintajanak poolozasaval kapott glikanprofil alakuldsat tanulmanyoztam, mely Kisérlet
eredményeit a tovabbiakban ismertetem. A kisérletek soran AmAc (16,7 mM, pH 6,9) oldatot
alkalmaztam az N-glikanok fehérjékrdl torténd enzimatikus felszabaditasa soran pufferként,
méréseimet a nagyobb felbontast biztosit6 HR-NCHO elvélaszté pufferben végeztem,
referencia elektroferogramot a 13. abra reprezentalja. A mérési adatok kiértékelése soran 16
glikan szerkezetet azonositottam, melyhez a Mészaros és mtsai. [300] altal publikalt

eredmények szolgaltak alapul.
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13. abra: Kontroll human szérum referencia N-glikanprofilja. A minta centrifugalasa és

fagyasztasa a dolgozat 4.2 pontjanak megfeleléen tortént

Elvalasztas koriilményei: 50 cm effektiv hosszusagu (60 cm teljes hossz) BFS kapillaris 50 um
belso datmerovel;, HR-NCHO elvalaszto gél puffer; Az elvalasztasi homérséklet: 30 ° C;
Fesziiltség: 30 kV (forditott polaritas médban); Injektaldsi sorrend: 1) 5 psi nyomdssal 5
masodpercig viz eldinjektalas, 2) 1 kV fesziiltséggel 1 masodpercig mintainjektalas és 3) 1 kV

fesziiltséget 1 masodpercig alkalmazva maltoz belsé standard injektalas.

A 13. 4bra elekroferogramjan GU 5,25 értékig tobbszordsen szialilalt glikan struktirakat
azonositottam. Az alacsony szialsavtartalmi szerkezetek GU 6,4 és 7,06 kozott, a neutrdlis
szerkezetek pedig GU 7,73, valamint 10,23 kozott figyelhetok meg. Az egyes id6pontokhoz
tartoz6 mintak mérési elektroferogramjait a 14. abra, kiértékelt adatait a 7. tablazat tartalmazza.
Az adatok kiértékelését kovetden 0sszevetettem az egyes idopontokhoz tartozé mintak esetében
a szialsavas, illetve neutrdlis struktirak aranyanak alakuldsat. A kontroll idépont esetében,
amely hasonldan az el6z6 mérésekhez 30 percig volt tarolva szobahdmérsékleten centrifugalés
el6tt, ez az aranyszam 3,73 + 0,33 volt. Ahogy egyre hosszabb ideig taroltam a szérum mintakat
hiités nélkiil a centrifugalasig, a szidlsavas csucsok ardnya csokkend tendenciat mutatott, a 90
perces iddpont esetében 3,35 + 0,46, a 270 percig tarolt minta esetében pedig 3,07 £ 0,18. Az
egyéni variancia kikiiszobolésére iranyuld poolozott mintak elemzése soran a 150 percig tarolt

szérum mintak esetében a kontrollt is meghalado szialsavarany novekedést tapasztaltam. A 150
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perces id6ponthoz tartoz6 mintak esetében ugyanis a terminalis szidlsavat tartalmazo
szerkezetek aranya a neutralis strukturakhoz viszonyitva 7,48 + 2,02 értéket mutatott, amely
azonban Friedman teszt soran nem bizonyult szignifikans novekedésnek a kontollhoz képet
(p=0,1708). A novekedés mértéke a 90 perces (p=0,0115) és a 270 perces (p<0,0001) mintakkal
Osszevetve is szignifikansnak bizonyult. A szialsavas és neutralis szerkezetek aranya 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 és 270 perces (p=0,8648) mintak esetében. A 150 percig
tarolt mintahoz tartozd emelkedett szorasétrékek miatt az adatokat Rout otlier elemzésnek
vetettem ald, mely soran nem tapasztaltam az adatsorbol kiugro értékeket. A szérum mintak N-

glikozilacidés mintazatanak alakulasat a 14. dbra szemlélteti.

15

e u R e

E
15
10 12 13 i
A L /;1/-!_( 16
=
B
=
= 15
” Ru A R 1
T T T
17 19 21
Ido (perc)
I | I I I 1
DPs DP6 bpP7 DP8 DP9 DP10
GU érték

14. abra: Human szérum APTS jelolt N-glikanprofiljanak alakulidsa a mintavételtél a

centrifugalasig eltelt ido hatasara

A) 30 perc (kontroll); B) 90 perc;, C) 150 perc és D) 270 perc a centrifugdlasig

szobahomeérsékleten.
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7. tablazat: Emberi szérum mintak N-glikan szerkezeteinek alakulasa szobahomérsékelten torténé tarolas hatasara

Kontroll 90 perc 150 perc 270 perc
Csicsszam N-glikan stuktira GU érték Teriilet % (atlag = | Teriilet % (atlag+ | Teriilet % (atlag+ | Teriilet % (atlag +
D) SD) sD) sD)
1 A3G(4)35(6,6,6)3 4,73 0,05 2,16+ 0,23 1,95+ 0,07 2,71+0,15 1,77 £0,09
2 A2G(4)25(6,6)2 4.8+ 0,04 33,58 £ 0,65 31,56 = 1,86 37,04 2,28 30,56 £ 0,50
3 FA3G35(6,6,6)3 4,89 +0,05 5,45+0,10 5,02+ 0,40 6,85+ 0,87 4,82 +0,16
4 A2G(4)25(3,3)2 4,98 = 0,04 5,50 +0,11 7.16 0,15 7.48 1,02 6,58+ 0,11
5 A2BG2S2 5,05 +0,05 7,43 +0,14 8,22 +0,32 8,89 £ 1,75 3,67+0,07
6 FA2G2S2 5,1 +£0,05 7,23 +£1,22 291 +0,57 8,8+ 0,82 4,34 +0,08
7 F(6)A2BG(4)25(3,6)2 | 5,21 +0,05 2,05+0,36 2,02+0,13 2724043 3.21+0,22
8 FA3G35(3,3,3)3 5,25+ 0,05 1,42 +0,22 1,1 £0,05 1,45+0,31 6,37+0,17
9 A2G25(6)1 6,4+ 0,05 7,17 +0,22 9,04 + 1,43 5,66 0,02 7,46 £ 0,11
10 FA2G2S1 6,87 £ 0,04 5,29 +£ 0,09 6,11+0,12 4,23 £ 0,35 5,15+0,10
11 FA2BG2S1,M5 7,06 + 0,05 1,88 0,06 2,18+ 0,13 1,9+0,21 1,93 +£ 0,01
12 FA2, M6 7,73 £0,02 7,87 +£0,89 8,63 1,07 4,64 +£1,86 9,00+ 0,32
13 FA2[6]G1, M7 8,82 £0,02 5,25+0,49 6,02 +£ 0,73 3,26 +1,28 6,61 +0,33
14 FA2[3]G1 9,16 0,03 2,65 +0,25 2,71 £0,37 1,4+0,45 3,04 +0,19
15 FA2B [6]G1, M8 9,23 +0,02 1,42+ 0,04 1,53 +0,22 0,8+0,18 1,69 + 0,09
16 FA2G2 10,23 + 0,03 3,64 0,04 3,84+ 0,28 2,17+0,16 3,80+0,18

A csucsszamok a 13. abra Szerint vannak feltiintetve.
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A kapott eredmények jobb megértése érdekében statisztikai analizist végeztem a relativ
csucsalatti teriiletszazalék értékek felhasznalasaval. A mintaszamra, valamint az adatok nem-
normal eloszlasara vald tekintettel Friedman probat alkalmaztam Dunn post hoc tesztjével
kiegészitve. A kapott eredményeket a 15. dbra reprezentalja, amelyen a statisztikai szempontbol

szignifikans eltéréseket a csillag (*) jeloli. A statisztikai elemzés részletes eredményét a 8.
tablazat tartalmazza.

. 8. estics
1. cstics FA3G38(3,3,3)3
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15. abra: Szobahomérsékleten torténo tarolas hatasa az emberi szérum mintak N-

glikozilaciojara

A statisztikailag szignifikans eltések az alabbaik szerint keriiltek feltiintetésre: * p < 0,05

A szérum els6 csticsa esetében (A3G(4)3S(6,6,6) szignifikans eltérést figyeltem meg a 150
(2,71% £ 0,15) és 270 (1,77% + 0,09) percig tarolt mintak kozott a cstics szazalékos tertiletében
(p=0,0266). Ezen két idépont esetében szignifikans csticsarany novekedés volt megfigyelhetd
a 270 perces id6pont javara, tovabba a 14. cstcsot ado FA2[3]G1 szerkezet esetében is jelentds
novekedést tapasztaltam (150 perc: 1,4% + 0,45; 270 perc: 3,0% + 0,19; p=0,0266). A 270

perces id6pontot vizsgalva tekintélyes ndvekedést tapasztaltam a 90 percig tarolt szérum
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mintaval 6sszehasonlitva (270 perc: 6,37% + 0,17; 90 perc: 1,42% + 0,22; p=0,0266) a 8. szamu
csucsok esetében. Az idépontokhoz tartozé6 mérési adatok elemzése soran tovabbi harom
aszparagin-kotott glikan szerkezetnél kaptam még szignifikans eltérést. A 9., valamint a 10.
csucsot ado A2G2S(6)1 (90 perc: 9,04% + 1,43; 150 perc: 5,66% + 0,02; p=0,0266) és
FA2G2S1 (90 perc: 6,11% + 0,12; 150 perc: 4,23% =+ 0,35; p=0,0266) szerkezetek esetében
idovel csokkenés volt tapasztalhaté a 90 és a 150 percig tarolt mintdk kozott. Az
elektroferogramon 6. szammal feltiintetett FA2G2S2 szerkezet esetében érdekes
csucsaranyndvekedést tapasztaltam a 90 és 150 percig szobahOmérsékleten tarolt szérum
mintak k6zott azok N-glikozilacids analizise soran (90 perc: 2,91% + 0,57; 150 perc: 8,8 £0,82;
p=0,0266). A statisztikai elemzés soran kapott p értékeket a 8. tablazatban foglaltam Ossze.
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8. tablazat: Szobahémérsékleten torténdé tarolas hatasanak Friedman teszttel és Dunn post hoc analizissel végzett statisztikai elemzésének

eredménye az emberi szérum mintak N-glikozilacidjara

Kontroll vs. 90

Kontroll vs. 150

Kontroll vs. 270

90 perc vs. 150

90 perc vs. 270

150 perc vs. 270

perc perc perc perc perc perc

A3G(14)°32"'(%s,6,6)3 >0,9999 >0,0999 0,3467 0,3467 50,9999 0,0266

A2 GZ(SZ‘;C(Z, 6)2 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,3467 >0,9999 0,0685

. A33Gsf§'(‘g56 6)3 0,6831 >0,9999 >0,9999 0,0685 >0,9999 0,1611

AZG4(.4§;gc(;,3)2 0,1611 0,1611 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999

Asz'gé"‘zcssz >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,1611 0,1611

F6A‘2°(53"‘2°SSZ 0,3467 >0,9999 >0,9999 0,0266 >0,9999 0,3467

7. estes >0,9999 0,6831 0,3467 0,3467 0,1611 >0,9999
F(6)A2BG(4)25(3,6)2 ! : ! ! : ,

. A3?3§§?§ 2,3)3 >0,9999 >0,9999 0,6831 0,6831 0,0266 >0,9999

A§¢°5§(c§)1 0,3467 >0,9999 >0,9999 0,0266 >0,9999 0,3467

Flg'zcéggsl >0,9999 0,3467 >0,9999 0,0266 0,3467 >0,9999

. AZIéGc;lSl;_sM . 0,1611 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999

IIZZAZCS“MCE >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,1611 >0,9999 0,1611

. A;[*é]cé‘ifsw >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,3467 >0,9999 0,0685

;:'ng?gl >0,9999 >0,9999 0,6831 0,6831 >0,9999 0,0266
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15. csucs

FA2B [6]G1; M8 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,3467 >0,9999 0,0685
16. csucs
FA2G? >0,9999 0,6831 >0,9999 0,3467 >0,9999 0,1611

A csoportok kozotti eltérést a kapott p érték fiiggvényében tekintettem a szignifikansnak az alabbiak szerint: * p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001;

*AEE p <0,0001. A konnyebb dttekinthetoség érdekében a szignifikans kiilonbségeket jelzo p értékeket piros szinnel jeléltem.
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5.2. Az anyai elhizas és a gesztacios diabétesz hatasa

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

A PhD munkam masodik szakaszaban az anya és gyermek szérumabol Protein G affinitas
kromatografias mikrooszlopok alkalmazasaval tisztitott IgG antitestek N-glikozilacios
modosulasait tanulmanyoztam, mely soran meghataroztam az anyai és a gyermek szérum
mintakban 1évé IgG antitestek N-glikan struktarait. Az adatok elemzésekor kizardlag az
elektroferogramok azon csticsaihoz rendeltem irodalmi adatok és adatbazisban torténd keresést
kovetden N-glikan szerkezetet a csucsok GU-értékei alapjan, amelyek relativ teriiletszazalék
értéke a kontroll csoporhoz tartozd mintak esetében elérték a legalabb 1% értéket.

A normal teststlyu anyak, illetve gyermekeik szérum mintaibol tiszitott IgG glikoproteinekrél
nyert N-glikanprofilt a 16. abra I. része a mutatja.

Az egészséges normal teststlyu (kontroll) édesanyak csoportjabol izolalt IgG antitestek N-
glikozilacidjanak vizsgalata soran 14 olyan szerkezetet sikeriilt azonositanom, amelyek
megfeleltek az altalam kordbban meghatarozott és fent leirt kritériumnak (atlagos relativ
teriletszazalék > 1%). Ugyezen feltételnek a gyermekek szérum mintainak IgG-eredetii
glikanprofiljat vizsgalva 13 cstcs felelt meg. Az éaltalam vizsgalt 4 csoport IgG
glikozilaciojanak vizsgalati eredményeit a dolgozat 5.2.2, valamint 5.2.3 pontjaban mutatom
be. Az azonositott csucsokhoz tartozo N-glikan struktrak, a csucsok szamolt GU-értékei,
valamit a mintatipus, amelyben azonositottam az adott szerkezetet a 9. tablazatban kertilnek

bemutatasra..

9. tablazat: Anya és gyermek szérum mintakbol tisztitott IgG azonositott glikan

szerkezetei és a strukturakhoz tartozé GU értékek atlag = SD)

Csucsszam S’:‘;E::Ef; GU Mintatipus
1 A2G2S2 4,62+ 0,01 anya szérum
2 FA2G2S2 4,90 £0,01 anya és gyermek szérum
3 FA2BG2S2 5,00 £ 0,01 anya és gyermek szérum
4 FA2(3)G1S1 5,98 £0,02 anya és gyermek szérum
5 A2G2S1 6,19 £0,02 anya és gyermek szérum
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6 FA2G2S1 6,71 £ 0,02 anya és gyermek szérum
7 FA2BG2S1 6,87 + 0,02 anya és gyermek szérum
8 FA2 7,77 + 0,03 anya és gyermek szérum
9 FA2B 8,29 + 0,03 anya és gyermek szérum
10 FA2 [6]G1 8,85+ 0,03 anya és gyermek szérum
11 FA2 [3]G1 9,18+£0,03 anya és gyermek szérum
12 FA2B [6]G1 9,23 £0,03 anya és gyermek szérum
13 FA2G2 10,22 £ 0,04 anya és gyermek szérum
14 FA2BG2 10,57 £ 0,04 anya és gyermek szérum

Az azonositas soran a legalabb 1% teriilettel rendelkezé csucsokat vettem figyelembe. A

tablazat szamozasa megfelel a 16. abran feltiintetett szamozdsnak.

Az 1gG N-glikan szerkezeteinek meghatdrozasakor az IgG aszparagin-kotott 14 glikan
szerkezetébdl 7 terminalis szialsavval rendelkezik az édesanyak esetében. A gyermekek
esetében az anyaknal 1. csticsként megjeldlt és A2G2S2 strukturaként azonositott csucs relativ
terliletszazalék értéke nem érte el az 1%-ot, igy ezt a struktirat a tovabbi analizis sordn nem
vettem figyelembe, ebb6l adodoan a gyermekek szialsavval terminalt N-glikan szerkezeteinek
szama 6. A struktarak teriileteinek szazalékos megoszlasat a dolgozat késdbbi pontjaiban
részletesen ismertetem. Az anya-gyermek parok reprezentativ mérési elektroferogramjait a 16.

abra mutatja.
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16. abra: Anyai és gyermek szérum mintak IgG tartalmanak N-glikozilacioja

Elvdlasztas koriilményei megegyeztek a 7. abra alatt leirt mérési koriilményekkel. 1. HNW
anyak (A) csoportja és gyermekeik (a),; Il. HOB anyak (B) és gyermekei (b); IIl. NWGDM anydk
(C) és gyermekeik (c); IV. OGDM anyak (D) és gyermekeik (d)

Az egyes szerkezetekhez tartozo relativ teriiletszazalék értékek meghatarozasat kovetden
Osszevetettem az anyai és a hozzajuk tartozo gyermekek csoportjainak szérum mintaibol izolalt
lgG N-glikan szerkezetek szialilaltsdganak alakulasat annak érdekében, hogy megvizsgaljam
az anya ¢és gyermeke kozotti glikozilacios hasonlosagot. A szidlsavas-neutralis szerkezetek
aranyanak Osszehasonlitdsa soran az egészséges, normal testsuly anyak és gyermekeik (HNW
anyak SF/NF=0,33 = 0,01; HNW anyak gyermeke SF/NF=0,30 + 0,03; p=0,026); valamint az
egészséges, de tulstllyal kiizdd anyédk és gyermekeik kozott (HOB anyak SF/NF=0,29 + 0,02;
HOB anyédk gyermekei SF/NF=0,34 + 0,02; p=0,0087) taldltam statisztikailag szignifikans
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eltérést. A terhesség soran GDM-mel diagnosztizalt édesanyak és gyermekeik kozott
fiiggetleniil az anydk BMI statuszatol, nem tapasztaltam szignifikéns eltérést az IgG N-
glikozilacidjanak szialilaciojat vizsgalva. Az SF/NF arany az NWGDM csoportban az anyak
esetében 0,33 + 0,02, a gyermekek esetében pedig 0,33 + 0,00 értéknek adodott (p=0,3939). Az
OGDM csoportban az édesanyak (0,32 + 0,02) és gyermekeik (0,30 = 0,01) esetében is
alacsonyabb értéket kaptam, mint az NWGDM csoport értékei. A szerkezetek aranyanak
statisztikai 6sszehasonlitdsa az OGDM gyermekek és édesanydik kdzott nem adott szignifikans
eltését (p=0,1797). Az egyes csoportok anyai és gyermek mintaihoz tartozo részletes szerkezeti

adatokat a dolgozat tovabbi, 5.2.2 és 0 pontjaiban részletesen is bemutatom.

5.2.2. Anyai elhizassal és gesztacios diabétesszel szovodott terhesség hatasa az anyai

szérumbdl izolalt 1gG N-glikozilaciéjara

A szérum mintdk IgG tartalmanak N-glikozilacios vizsgalataban a szerkezetmeghatarozas
utan a kovetkezd 1épés a kiilonb6zo vizsgalati csoportok mérési adataink sszevetése volt. Az
¢desanyak csoportjainak kiértékelt csucsalatti teriiletszazalék értékeit a 10. tablazat tartalmazza

részletesen.

10. tablazat: Anyai szérum mintak 1gG fehérje-eredetii N-glikan szerkezetei és a

strukturak relativ csucsalatti teriiletének %0-os megoszlasa (atlag + SD)

HNW HOB NWGDM OGDM

Csiicsszam N-glikan anyak anyak anyak anyak
struktira (Teriilet % (Teriilet % (Teriilet % (Teriilet %
atlag + SD) atlag + SD) atlag + SD) atlag + SD)
1 A2G2S2 1,46 £0,05 0,52 +0,07 1,27+0,16 0,79 +£0,22
2 FA2G2S2 2,43 + 0,06 1,59 +0,17 2,27+0,10 1,91 +£0,28
3 FA2BG2S2 1,61 £0,04 1,18 £0,24 1,41+0,14 1,19+0,17
4 FA2(3)G1S1 1,45+0,12 1,48 £0,55 1,27 £0,07 1,22 +£0,01
5 A2G251 1,12+ 0,07 1,20 £ 0,49 1,31 +0,21 1,03 +0,15
6 FA2G2S1 14,20+£0,16 14,10 £ 0,45 15,14 £ 0,31 15,51 £ 0,21
7 FA2BG2S1 2,30 + 0,09 2,46 £0,36 2,39 +£0,27 2,59+ 0,07
8 FA2 12,02 £0,29 12,45+ 0,25 10,44 £ 0,27 10,32 +£0,30
9 FA2B 2,56 £ 0,07 2,22 £0,26 1,78 £0,18 2,16 £0,07
10 FA2[6]G1 20,27 £0,39 21,41 £0,57 20,96 £ 0,25 20,41 £0,32
11 FA2[3]G1 6,86 + 0,35 6,23 +0,19 6,30+ 0,19 6,36 0,55
12 FA2B[6]G1 6,26 + 0,26 5,89 +0,16 5,57+0,29 5,72+ 0,44
13 FA2G2 25,30 +£0,32 26,99 £ 0,92 27,75 £ 0,34 28,32 +0,09
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14 FA2BG2 2,15+£0,03 ‘ 2,28 +£0,09 2,15+0,14 2,48 £0,09

A csucsszamok a 15. abraval osszhangban lettek feltiintetve.

Mivel korabbi kutatasokban a szidlsavas szerkezetek aranyanak csokkenését vagy hianyat,
valamint a galaktozilacio alacsony szintjét az IgG proinflammatorikus aktivitasanak esetleges
fokozodasaval tarsitottak az  FcyR receptorhoz, a Clg-hoz, valamint a dendritikus sejt
specifikus intercellularis adhézios molekulahoz (Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-Integrin; DC-SIGN) t6rténé
fokozott kotdédés kovetkezményeként [301] [302], ezért megvizsaltam ezen adatok alakulasat
az egyes csoportokban.

A szialsavas strukturak aranya a neutralis szerkezetekkel 6sszevetve a kontroll (HNW) és a
normal teststlyi GDM anyak (NWGDM) csoportjaban is azonos volt. A HNW csoportnal 0,33
+ 0,01, az NWGDM csoport esetében pedig 0,33 + 0,02 értéknek adddott. Az aranyszam
minimalis csokkenést mutatott elhizott anyak (HOB), illetve az elhizott ¢és GDM meglétével
diagnosztizalt anyak (OGDM) esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva. A SF/NF arany az
OGDM csoportban 0,32 + 0,02 értéket, mig a HOB csoportban 0,29 + 0,02 értékeket adott. Az
adatok Kruskal-Wallis teszttel végzett statisztikai elemzése soran csak a HOB és NWGDM
csoportok kozott tapasztaltam szignifikans eltérést (p=0,0197). Az elemzés soran a HNW
csoport nem mutatott szignifikans 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 ¢és HOB (p=0,2727), sem pedig az OGDM és NWGDM (p>0,9999)

vonatkozasaban sem..

A szidlsavval terminalt szerkezetek aranyanak vizsgalata utan a PeakFit program
segitségével szamolt, az egyes csucsokhoz tartozé relativ teriiletszazalék adatokat statisztikai

elemzésnek vetettem ald, mely elemzés eredményét a 17. abra szemlélteti.
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14. csucs
13. estics FA2BG2
FA2G2 sk
* Kk
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17. abra: Szignifikans eltérést mutat6 anyai szérum eredetii 1gG N-glikan strukturai

A statisztikailag szignifikdns eltérések az alabbiak szerint keriiltek feltiintetésre: * p < 0,05, **
p<0,0I;***p<0,001

Az adatok elemzésére Kruskal-Wallis tesztet, majd Dunn’s post hoc analizist alkalmaztam,
melynek eredményeként a 14 N-glikan szerkezet koziil 3 kivételével (5., 7. és 13. cstcsok)
valamennyi struktira szignifikans eltérést mutatott az egyes csoportok kozott.

Az adatok elemzése soran szignifikans kiilonbséget tapasztaltam a HNW (1,46 + 0,05) és a
HOB (0,52 + 0,07) (p=0,0003), valamint a HNW (1,46 + 0,05) és az OGDM (0,79 £ 0,22)
(p=0,0314) csoportok A2G2S2 szerkezeteihez tartozd csticsok atlagos csucsalatti
teriiletszazalék értékében. Ugyenezen struktira szignifikans eltérést mutatott a HOB (0,52 +
0,07) és az NWGDM (1,27 £ 0,16) csoportokat dsszehasonlitva (p=0,228). Hasonlo eltéreseket
tapasztaltam az elektroferogrammok 2. csticsdnak (FA2G2S2) teriiletszazalék valtozasait
illetéen is. A HNW (2,43 £ 0,06) és HOB (1,59 £ 0,17) csoportok (p=0,0006), a HNW (2,43 £+
0,06) és OGDM (1,91 £ 0,28) (p=0,0291) csoportok, tovabba a HOB (1,59 £ 0,17) és NWGDM
(2,27 £ 0,10 ) (p=0,0261) csoportok eredményeit Osszevetve is szignifikans eltéréseket
figyeltem meg. A 3. csucsot jelentd core-fukozilalt kétantennas bigalaktozilalt biszialilalt
biszekting FA2BG2S2 szerkezet vonatkozasidban statisztikailag jelentOs eltérést kaptam a
HNW (1,61 + 0,04) és HOB (1,18 + 0,24) (p=0,0238), valamint a HNW (1,61 + 0,04) és az
OGDM (1,19 £ 0,17) (p=0,0140) csoportok Gsszehasonlitasaval. Az anyai szérum mintakbol
izolalt IgG glikoproteinek FA2(3)G1S1 (4. csucs) struktirdja esetében csak a HNW (1,45 +
0,12) és az OGDM (1,22 + 0,01) csoport eredményei tértek el szignifikansan (p=0,0193). Az
OGDM (15,51 + 0,21) csoport FA2G2S1 strukturajat vizsgalva szignifikans teriiletszazalék
novekedést figyeltem meg a HNW (14,20 + 0,16) (p=0,0088) és a HOB (14,10 + 0,45)
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(p=0,0018) csoportok azonos strukturaival Osszehasonlitva. Az anyai IgG molekulak FA2
aszparagin kotott glikan struktirja esetében jelentds teriiletszdzalék csokkenést tapasztaltam
az NWGD (10,44 £+ 0,27) (p=0,0098) és az OGDM (10,32 + 0,30) (p=0,0015) csoportok
tekintetében a HOB (12,45 + 0,25) csoporthoz képest. Az NWGDM (1,78 + 0,189) csoport
core-fukozilalt kétantennas agalaktozilalt biszekting FA2B szerkezetének atlagos csucsalatti
terliletszazaléka szintén szignifikdns csokkenést mutatott a kontroll HNW (2,56 £+ 0,07)
csoporthoz képest (p=0,0003). A mintak kapillaris elektroforetikus mérésének eredményeként
kapott elektroferogramok 10. cstcsat jelentd, FA2[6]G1 N-glikan struktira a HOB vizsgalati
csoport esetében mutatta a legnagyobb értéket (21,41 + 0,57), a HNW (20,27 + 0,39)
(p=0,0133) és az OGDM (20,41 + 0,32) (p=0,0440) csoportok statisztikailag szignifikans
eltérést mutattak az elhizott édesanyak csoportjahoz viszonyitva. A core-fukozilalt kétantennas
monogalaktozildlt bisecting FA2B[6]G1 szerkezet esetében a HNW (6,26 £ 0,26) és az
NWGDM (5,57 + 0,29) csoportok kozott tapasztaltam szignifikans eltérést (p=0,0098). A HNW
¢s az OGDM csoportok az FA2G2 (HNW: 25,30 + 0,32; OGDM: 28,32 + 0,09; p=0,0002),
valamint az FA2BG2 esetében is jelentds eltérést mutattak (HNW: 2,15 + 0,03; OGDM: 2,48
+0,09; p=0,0030). Az FA2G2 a HOB (26,99 + 0,92) és az OGDM (28,32 + 0,09) (p=0,0340),
az FA2BG2 N-glikan strukturak pedig az NWGDM (2,15 + 0,14) és az OGDM (2,48 + 0,09)
csoportok kozott mutattak tovabbi szignifikans eltérést (p=0,0054). Az elemzés soran kapott p
értékeket a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat: 1gG N-glikozilacios mintazat Gsszevetése Kruskal-Wallis tesztet kvetéen

Dunn’s tobbszoros dsszehasonlitassal anyai szérum mintakban

HNW vs. HNW vs. HNW vs. HOB vs. HOB vs. NWGDM
HOB NWGDM OGDM NWGDM OGDM vs. OGDM
1. csucs
ADG2S? 0,0003 >0,9999 0,0314 0,0228 >0,9999 0,7527
2. csucs
FA2G2S2 0,0006 >0,9999 0,0291 0,0261 >0,9999 0,4858
3. csucs
FA2BG2S? 0,0238 0,7383 0,014 0,9609 >0,9999 0,6918
4. csucs
FA2(3)G1S1 >0,9999 0,3854 0,0193 >0,9999 0,5815 >0,9999
5. csucs
A2G2S1 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,2463
6. csucs
FA2G2S1 >0,9999 0,2008 0,0088 0,0722 0,0018 >0,9999
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7. csucs
FA2BG2S] | 09999 >0,9999 0,1851 >0,9999 >0,9999 0,7527
B.osies | 509999 | 02597 | 00720 | 00098 | 00015 | >0,9999
9. csucs
FA2B 0,3925 0,0003 0,2971 0,1292 >(,9999 0,1797
10 csucs
FA2 [6]G1 0,0133 0,0956 >0,9999 >0,9999 0,044 0.2727
11. csucs
FA2 [3]G1 0,0634 0,0999 0,6809 >0,9999 >0,9999 >0,9999
12. csucs
FAB [6]G1 | 76?2 0,0098 0,0935 0,532 50,0999 | >0,9999
13. csucs
FA2G? 0,6921 0,0914 0,0002 >0,9999 0,034 0,3666
14.csucs
FA2BG?2 0,6376 >0,9999 0,003 >0,9999 0,3015 0,0054

A tablazatban a szignifikans eltéréseket jelento p értékek piros szinnel keriiltek feltiintetésre.

5.2.3. Anyai elhizas és gesztaciés diabétesz hatasa az utédok szérum mintaibol szirmazo

1gG N-glikozilacidjara

A vizsgalati csoportok édesanyaitdl sziiletett gyermekek vérébdl izolalt IgG N-glikozilacios
vizsgalata sordn 13 olyan cslicsot azonositottam, melyek relativ teriiletszazalék értéke elérte a
legalabb 1% értéket. A csucsokhoz tartozé struktirdkat, melyek szamozasa megegyezik a 16.
abra szamozasaval, valamint azok szazalékos megoszlasat az egyes vizsgalati csoportokban a
12. tablazat tartalmazza.

Az elektroferogramok kiértékelt teriiletszazalék adatait statisztikai elemzésnek vetettem ala,
melyhez Kruskal-Wallis tesztet, majd Dunn’s post hoc analizist alkalmaztam. A statisztikai
analizis eredményét a 18. dbra szemlélteti, ahol az adatok szintén atlag + SD értékben vannak
feltlintetve. Az statisztikai elemzés eredményeként kapott p értékek a 13. tablazatban keriiltek

feltiintetésre.
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12. tablazat: Utodok szérum mintaibdl tisztitott IgG antitestek N-glikan szerkezetei és

azok szazalékos megoszlasa (atag £SD)

HNW HOB NWGDM OGDM
I anyak anyak anyak anyak

. . N-glikan . . . .
Csucsszam struktiira gyermekei gyermekei gyermekei gyermekei
(Teriilet % (Teriilet % (Teriilet % (Teriilet %

atlag + SD) atlag + SD) atlag + SD) atlag &+ SD)

2 FA2G2S2 1,55+0,31 1,70 £ 0,21 2,09 £ 0,07 1,45+ 0,17

3 FA2BG2S2 1,01 +£0,31 1,45+0,24 1,11 +£0,09 1,53 +0,73
4 FA2(3)G1S1 1,04 + 0,08 1,50+ 0,14 1,11 +0,03 1,42 +0,40
5 A2G2S1 1,00 £ 0,18 1,12+ 0,26 1,35+ 0,07 1,01 £0,11
6 FA2G2S1 16,28 + 0,19 17,39 £ 0,58 17,28 £ 0,17 15,94+ 2,04
7 FA2BG2S1 2,08 £ 0,66 1,96 + 0,60 1,74 £ 0,09 1,91+ 0,44
8 FA2 9,62 + 0,32 10,69 + 0,47 7,73 +£0,09 11,30+ 1,05
9 FA2B 1,85+0,20 1,77 £0,26 1,70 £ 0,12 2,00+0,28
10 FA2[6]G1 22,03 +0,28 20,57+ 0,39 20,02 + 0,25 21,44+0,41
11 FA2[3]G1 4,69 +0,49 4,71 +0,24 5,45+0,20 527 +0,37
12 FA2B[6]G1 6,54 £ 0,22 5,95+0,13 6,52 +0,27 6,03 +0,40
13 FA2G2 30,02 = 0,37 28,98 + 0,96 31,45+£0,23 28,40+ 0,91
14 FA2BG2 2,32 £0,09 2,20+0,11 245+£0,11 2,31+£0,03

A csucsok szamozasa a 16. dbra szerint keriilt feltiintetésre.
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18. abra: Statisztikai elemzést kovetéen szignifikans eltérést mutato, az utédok szérum

mintaibol tisztitott IgG antitestek aszparagin kotott glikan szerkezetei

A gyermekek IgG molekulaihoz N-glikozidos kotéssel kapcsolt, terminalisan szialsavat
tartalmaz6 komplex cukorstruktirak koziil 3 szerkezet mutatott szignifikans eltérést a négy
csoportot Osszehasonlitva. Az FA2G2S2 szerkezetként azonositott 2. cslics esetében az
NWGDM csoport gyermekei (2,09 + 0,07) és a kontroll (HNW) csoport (1,55 + 0,31)
(p=0,0115), valamint az NWGDM ¢s az OGDM csoport (1,45 + 0,17) (p=0,0042) kozott
jelentds eltérést figyeltem meg. Szignifikans eltését tapasztaltam tovabbad a 4. cslcs

FA2(3)G1S1 értékelése soran a HNW (1,04 + 0,08) és az elhizott édesanyak gyermekeinek
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(HOB) csoportja (1,42 + 0,40) (p=0,0076) kozott. A harmadik szialsavas szerkezet, amely még
statisztikailag jelentds eltérést mutatott a csoportok valamelyike kozott, az elektroferogramok
5. csucsa, amelyet az A2G2S1 glikdn szerkezetként azonositottam. A szerkezet a HNW (1,00
+ 0,18) és az NWGD (1,35 + 0,07) (p=0,0225), valamint az NWGDM (1,35 + 0,07) és az
OGDM (1,01 £0,11) (p=0,0173) csoportokat dsszevetve adott szignifikans eltérés. Az NWGD
csoport gyermekeinek core-fukozilalt kétantennas agalaktozilalt FA2 szerkezete (7,73 + 0,09)
igen jelentds teriiletszazalék csokkenést mutatott a HOB (10,69 + 0,47) (p=0,0036) és az
OGDM (11,30 + 1,05) (p=0,0005) csoporttal Osszevetve. Az FA2[6]G1 analizise soran
sziginifikans teriiletszazalék csokkenést tapasztaltam a HNW csoporthoz (22,03 + 0,28)
viszonyitva a HOB (20,57 + 0,39) (p=0,0151) és az NWGDM csoportoktol (20,02 + 0,25)
(p=0,0003) sziiletett gyermekek esetében. Ugyanezen struktira vonatkozasaban ugyan kisebb
mértekll, de szignifikdns ndvekedést tapasztaltam a relativ teriiletszazalék értéket illetden az
OGDM (21,44 + 0,41) csoportban az NWGDM csoporthoz (20,02 + 0,25) (p=0,0256) képest.
Az FA2[3]G1 N-glikan szerkezetként azonositott 11. csucs statisztikai elemzése soran az
NWGD csoport (5,45 + 0,20) esetében szignifikans teriiletszazalék ndvekedés tapasztaltam a
HNW (4,69 + 0,49) (p=0,0197) és a HOB csoporthoz (4,71 + 0,24) (p=0,0049) képest is. Az
elhizott édesanyaktol sziiletett gyermekek csoportja (5,95 + 0,13) esetében a core-fukozilalt
kétantennas monogalaktozilalt biszekting FA2B[6]G1 aszparagin-kotott glikan szerkezet
teriiletszazalék értéke az elektroferogramok kiértékelését és elemzését koveten szignifikans
csokkenést mutatott a kontroll HNW (6,54 + 0,22) (p=0,0330), illetve az NWGDM csoport
(6,52 + 0,27) (p=0,0225) gyermekeinek eredményeivel dsszehasonlitva. Az NWGD anyak
gyermekeinek (31,45 + 0,23) vonatkozasaban tovabba az FA2G2 szerkezet tekintetében
figyeltem meg statisztikailag jelentés cstcsalatti teriiletszazalék novekedést a HOB (28,98 +
0,96) (p=0,0057) és az OGDM (28,40 + 0,91) (p=0,0010) adataihoz képest, az FA2BG2
struktra adatainak elemzésekor pedig a HOB csoporthoz (2,20 + 0,11) viszonyitva figyeltem

meg azonos iranyu valtozast az NWGDM csoport (2,45 + 0,11) (p=0,0010) esetében.
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13. tablazat: A gyermekek szérum mintaibol izolalt 1gG N-glikozilaciés mintazatanak

osszevetése Kruskal-Wallis tesztet kovetoen Dunn’s tobbszoros osszehasonlitassal

HNW HNW HNW HOB HOB NWGDM
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
HOB NWGDM | OGDM | NWGDM | OGDM OGDM
FZA- ZC?S“ZCSS ) >0,9999 0,0115 >0,9999 0,1829 >0,9999 0,0042
c f\'zésé?sz 0,1485 >0,9999 | >0,9999 0,4751 >0,9999 | >0,9999
c A42- (gs)"g;Sl 0,0076 0,9907 0,1485 0,3972 >0,9999 | >0,9999
2-2 glzlgsl >0,9999 0,0225 >0,9999 0,4347 >0,9999 0,0173
Ff&zcé"‘zcss 1 0,1074 0,1649 >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 >0,9999
F,Z\.Z Esggzl >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
8-;;‘;“ 0,3003 0,8499 0,0858 0,0036 >0,9999 0,0005
9-FZS§E§S >0,9999 0,9907 >0,9999 >0,9999 0,2474 0,1335
FIA"-ZC[%‘;CGSl 0,0151 0,0003 >0,9999 | >0,9999 0,4347 0,0256
FlAl-zc[Z‘ilgl >0,9999 0,0197 0,2474 0,0049 0,0858 >0,9999
Fizz-Bcs[g]cé L | 0033 >0,9999 0,224 00225 | >0,9999 | 0,1649
IS’ACZSC‘;‘;S 0,7249 0,4751 0,2727 0,0057 >0,9999 0,001
;XSSB{ICESZ 0,5185 0,2474 >0,9999 0,001 0,3623 0,3623

A konnyebb attekinthetoség érdekében a szignifikans eltéréseket jelento p értékeke piros szinnel

kiemelésre keriiltek.

A gyermekek I1gG N-glikozilacios profiljanak analizisekor a szialsavas szerkezetek
alakulasa szempontjabol azt tapasztaltam, hogy a kontroll csoport 0,30 + 0,03 értékéhez képest
mind az elhizott anyak gyermekei (0,34 + 0,02), mind pedig a normal testsullyal rendelkez6
NWGDM anyaktol sziiletett gyermekek (0,33 + 0,00) esetében kismértékii novekedést
mutattak. A komorbid OGDM csoportban a HNW csoporttal megegyez6 aranyszamot, 0,30 +
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0,01 értéket kaptam. Az adatok statisztikai elemzése soran azt tapasztaltam, hogy a szialsavas
szerkezetek aranya szignifikansan magasabb volt a HOB anyaktol sziiletett gyermekek
csoporjaban a kontroll (p=0,0423) és az OGDM anyak gyermekeihez viszonyitva (p=0,0225)
is. A két GDM-mel diagnosztizalt anyai csoport gyermekei ko6zott szintén jelentOs eltérést
tapasztaltam, az OGDM gyermekek szignifikansan alacsonyabb szialilaciés fokkal
jellemezhetéek az NWGDManyak gyermekeihez képest (p=0,033). A HNW és NWGD
(p=0,0607), valamint HNW és OGDM (p>0,9999) csoportok kdzott nem volt szignifikans
eltérés, ahogyan a HOB és NWGDM (p>0,9999) csoportok kdzott sem..

5.2.4. Anyai elhizas és a gesztaciés diabétesz hatasa az anyai szérumbdl szarmazé IgA N-

glikozilaciojara

Munkam kovetkezé szakaszaban olyan anyai szérum mintak IgA tartalmanak N-
glikozilaciés modosulasat tanulmanyoztam, amelyek esetében a terhesség elhizéssal ¢s GDM-
mel tarsult.

A szérumbol az IgA antitesteket a Pannon Egyetem munkatarsai altal (Prof. Dr. Vonderviszt
Ferencnek és Dr. Jankovics Hajnalka, Pannon Egyetem, Mérnoki Kar, Veszprém) kifejlesztett
Z(lgAl) affibody molekula segitségével tisztitottam [292], melyeket elézetesen Ni-IMAC
affinitas mikrooszlopokhoz rogzitettem a dolgozat 4.5.2 pontjaban leirtaknak megfeleléen. A
szérum mintakbol nyert antitestek N-glikozilacidos mddosulasait a komplex cukorstruktarak
fehérjékrol torténd enzimatikus emésztését és APTS fluoreszcens festékkel torténd jelolését
kovetéen kapillaris elektroforézis késziilék alkalmazasaval analizaltam a dolgozat 4.8
pontjaban leirtak szerint. A mintdk kapillaris elektroforetikus analizisének eredményeként
kapott IgA N-glikozilacios profilt a 19. abran mutatom be.

A csoportok adatainak elemzésekor els6 1épésként meghataroztam az elektroferogramok
csucsainak relativ csticsalatti teriiletszazalék értékeit. A tovabbi adatelemzést kizarolag azokkal
a csucsokkal folytattam, amelyek emlitett értéke elérte a minimum 1%-ot. A leirt kritérumnak
megfeleld 19 csucshoz, melyeket a 19. abrén is jeldltem, ezt kovetéen azok GU értékei,
valamint adatbazisban torténd keresés és irodalmi adatok alapjan rendeltem hozza a 20 N-glikan
struktarat (a 9-es és 10-es struktarak komigraltak). A meghatarozott szerkezeteket, valamint az

azokhoz tartozo teriiletszazalék értékeket vizsgalati csoportok szerint a 14. tablazat tartalmazza.
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19. abra: Poolozott anyai szérum mintabél Z(IgA1) affibody segitségével tisztitott IgA
fehérjék APTS jelolt reprezentativ N-glikanprofiljai
Az elvalasztas koriilményei megegyeznek a 12. dbra alairdsaban feltiintett koriilmeényekkel. A)

HNW anydk; B) HOB anyak; C) NWGDM anyak; D) OGDM anydak
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14. tablazat: Anyai szérum mintakbdl tisztitott IgA antitestek N-glikan szerkezetei és azok szazalékos megoszlasa (atlag + SD)

Csiics N-glikan - HNW HOB NWGDM OGDM

szAdma struktiira GU érték (Teriilet % (Teriilet % (Teriilet % (Teriilet %
atlag = SD) atlag = SD) atlag + SD) atlag + SD)

1 A2G2S2 4,62 £0,01 11,10 + 0,47 12,38 + 1,05 9,36 +0,23 11,36+ 1,07
2 A2BG2S2 4,78 £0,01 2,15+0,26 2,29 +£0,25 2,10+0,14 2,14£0,16
3 FA2G2S2 4,90 0,01 13,82 + 0,85 13,80 + 1,88 15,05 + 0,22 12,17 £ 0,30
4 FA2BG2S2 4,99 0,01 12,98 + 1,05 12,90 £ 1,60 13,40 + 0,12 11,31 0,11
5 A2[6]G1S1 5,49 + 0,01 1,13 + 0,09 1,09 + 0,10 1,17+ 0,10 1,20 + 0,07
6 A2[3]G1S1 5,73+ 0,01 2,34+0,15 2,03 0,09 2,29 +0,05 2,14 £ 0,05
7 Al6] 6,05 + 0,01 1,97 £0,12 1,68 + 0,09 2,37+027 1,72 +£0,18
8 Al3] 6,19 + 0,01 13,57 0,65 13,58 £ 0,75 13,88 = 0,09 15,23 £ 0,07
9:10 :ZAIgL([BGZ]SJrl 6,46 + 0,01 517+0,25 4,84 + 0,20 4,57+0,18 537+0,36
11 A2 6,71+ 0,01 9,35+ 0,26 9,10 +0,21 9,76 + 0,11 8,17+0,16
12 M5 6,81+ 0,01 1,84 0,09 2,04 +0,41 227+035 2,55+0,42
13 AlG1[6] 6,87 + 0,01 11,08 £ 0,35 10,21 + 0,48 9,95+ 0,41 9,46 + 0,45
14 AlG1[3] 6,97 + 0,01 1,04 + 0,06 0,98 + 0,12 1,26 + 0,08 1,02 + 0,08
15 FA2 7,27 +0,01 3,36+ 0,08 3,01 £0,39 3,04+ 0,39 4,01 £0,85
16 M7b 7,71+0,01 1,45 0,09 1,78 £0.43 1,14+0,11 1,72+ 0,23
17 FA1[3]G1 8,34 + 0,01 1,37+0,14 1,41 0,33 1,37 +0,13 2,12+ 0,41
18 A2G2 9,23+ 0,01 2,37+0,27 2,53+ 0,68 2,68 + 0,29 3,29+ 0,54
19 FA2G2 10,22 + 0,01 1,79 +0.11 2,24 +0,55 2,03 0,08 2,58+0,11
20 FA2BG2 10,56 + 0,01 2,13+0,18 2,12 + 0,44 2,31+0,10 2,45+ 0,22

A csucsok szamozasa a 19. dbranak megfeleléen szerepel a tablazatban.
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A kapillaris elektroforetikus mérések kiértékelésének eredményeként kapott relativ
teriiletszazalék értéket felhasznalva a csoportok kozotti statisztikailag szignifikans eltérések
meghatarozasara Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztam, majd Dunn’s post hoc analizist
végeztem. A statisztikai analizis eredményét a 20. abra és a 15. tablazat mutatja, amelyben az
adatokat az el6z6ekkel 6sszhangban atlag + SD értékben adtam meg. Amint az abran is lathato,
a szérum eredetli IgA antitest pool N-glikén szerkezeteinek jelentds része, a 20 struktira koziil
15, statisztikai szempontbol szignifikans eltérést mutatott legalabb két 6sszehasonlitott csoport
kozott.

Az elektroferogram 1. csucsanak megfelelé A2G2S2 N-glikan szerkezet szignifikéns
eltérést mutatott a HOB (12,38 + 1,05), illetve az NWGDM (9,36 + 0,23) (p=0,0012) csoportok
atlagos relativ csucsalatti teriiletszazalékanak osszehasonlitasa soran. Az FA2G2S2 szerkezet
esetében az NWGDM (15,05 £ 0,22) és az OGDM (12,17 + 0,30) (p=0,0057) csoportok
mutattak jelentds eltérést. Az FA2BG2S2 szerkezet alapjan az OGDM (11,31 £ 0,11) csoport a
HNW (12,98 + 1,05; p=0,0291), a HOB (12,90 + 1,60; p=0,0423), valamint az NWGD (13,40
+ 0,12; p=0,0291) csoportoktdl egyarant elkiilonithet6. Az elhizott anyak csoportja (2,03 +
0,09) az elektroferogramok 6. csticsahoz tartoz6 A2[3]G1S1 struktiira vonatkozasédban a normal
testsullyal rendelkez6 édesanyak (2,34 + 0,15; p=0,0042), illetve a normal teststalyuk ellenére
is GDM-ben szenveddk csoportjaitél (2,29 + 0,05; p=0,0057) tért el jelentésen. Az
agalaktozilalt monoantennas A[6] szerkezetként azonositott 7. csucs relativ teriiletszazalék
értéke szignifikans novekedést mutatott az NWGD (2,37 £ 0,27) csoport esetében a HOB (1,68
+ 0,09; p=0,0014) és az OGDM (1,72 £ 0,18; p=0,0036) csoportokkal Osszevetve. A core
pentaszacharid szerkezet a(1-3) kotéssel kapcsolt mannoz egységéhez B-glikozidos kotéssel
kapcsolodo N-acetil-gliikkozamin révén 1étrejové A[3] monoantennas szerkezet az ODGM
csoport (15,23 +0,07) esetében mutatott szignifikans eltérést a HNW (13,57 + 0,65; p=0,0132),
aHOB (13,58 +£0,75; p=0,0291), valamint az NWGDM (13,88 + 0,09; p=0,0197) csoportokhoz
képest egyarant. A szérumbdl tisztitott IgA antitestek FA1[6] és A2BG2S1 N-glikan
szerkezetének csucsalatti terliletszazalék értékei az NWGD (4,57 + 0,18) csoport esetében
jelentds csokkenést mutattak a HNW (5,17 + 0,25; p=0,0291) és az OGDM (5,37 + 0,36;
p=0,0012) csoportokhoz képest, mig az OGDM (8,17 = 0,16) csoport vonatkozasidban
statisztikailag igen jelentés teriiletszdzalék csokkenést tapasztaltam az NWGDM (9,76 £ 0,11;
p<0,0001) csoporttal 6sszehasonlitva az A2 strukturahoz tartozo6 adatokat Kié¢rtékelve. A magas
mannoztartalmi szerkezetek koz¢ tartoz6 M5 N-glikdn esetében a kontroll (1,84 £+ 0,09) és az
OGDM (2,55 + 0,42; p=0,0027) csoportok kozott észleltem jelentOsebb eltérést. Az IgA

antitestekrél endoglikoziddzzal emésztett, majd fluorofor agenssel jelolt és kapillaris
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elektroforézis késziilékkel analizalt N-kotott monogalaktozilalt oligoszacharidok koziil az
A1G1[6] szerkezet esetében szignifikans teriiletszazalék csokkenést tapasztaltam az NWGDM
(9,95 +£0,41; p=0,0423) és az OGDM (9,46 £ 0,45; p=0,0006) csoportok esetében a kontrollhoz
(11,08 £ 0,35) viszonyitva. A szintén monogalaktozilalt A1G1[3] szerkezet teriiletszazalék
értékében jelentds novekedést figyeltem meg az NWGDM (1,26 + 0,08) csoport esetében az
elhizott édesanyak (0,98 + 0,12; p=0,0027) csoportjdhoz képest. A szintén magas
manndéztartalmi glikdnok kozé sorolandé M7b szerkezet az NWGD (1,14 + 0,11) csoport
esetében mutatott jelentds csokkenést a HOB (1,78 + 0,43; p=0,0076) és az OGDM (1,72 +
0,23; p=0,0027) csoportok adataihoz képeset. Az elektroferogramok 17. csucsaként megjelolt,
core-fukozilalt monogalaktozilalt N-glikanként azonositott FA1[3]G1 szerkezethez tartozo
teriiletszazalék értékek statisztikai elemzése soran szignifkdns novekedést tapasztaltam az
ODGM (2,12 £+ 0,41) csoportban a HNW (1,37 + 0,14; p=0,0225), a HOB (1,41 + 0,33;
p=0,0423), valamint az NWGDM (1,37 + 0,13; p=0,0225) csoportokhoz képest. A kétantennas
bigalaktozilalt (A2G2), valamint a core-fukozilalt kétantennas bigalaktozilalt (FA2G2)
szerkezet esetbén is a kontroll (2,37 £ 0,27; 1,79 £ 0,11) adatdhoz képest szignifikans
novekedést figyeltem meg az OGDM (3,29 + 0,54; p=0,0197 ¢és 2,58 + 0,11; p=0,0065)
csoportban.

4. csucs
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17. csucs
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20. abra: Anyai szérumbol Ni-IMAC mikrooszlopokhoz rogzitett Z(IgAl)affibody

alkalmazasaval tisztitott IgA immunglobulinok statisztikailag szignifikans eltérést mutato
N-glikan struktuarai

A statisztikailag szignifikdns eltérések a dolgozat 4.10 pontja szerint keriiltek feltiintetésre.

15. tablazat: 1gA N-glikozilacios mintazat osszevetése Kruskal-Wallis tesztet kovetden
Dunn-féle tobbszoros osszehasonlitassal

HNW HNW HNW HOB HOB NWGDM
Vs. Vs. Vs. Vs. VSs. VSs.
HOB NWGDM OGDM NWGDM OGDM OGDM
1. csucs
A2G2S? >0,9999 0,0682 >0,9999 0,0012 >0,9999 0,0607
2. csucs
AIBG2S? >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,7249 >0,9999 >0,9999
3. csucs
FA2G2S2 >0,9999 0,8499 0,3972 >0,9999 0,1649 0,0057
4, csucs
FACBG2S? | 09999 >0,9999 0,0291 >0,9999 0,0423 0,0291
5. csucs
Ad6GLsL | 09999 | >0.9999 | >0,0999 | >09999 | 03301 | >0,9999
6. csucs
A2[3]G1S1 0,0042 >0,9999 0,1485 0,0057 >0,9999 0,1829
7.;;(;1]“ 0,3003 0,5185 0,5185 00014 | >0,9999 | 0,0036
S'Acfgl,i]cs >0,9999 >0,9999 0,0132 >0,9999 0,0291 0,0197
9. és 10. csucs
FAL[6] + >0,9999 0,0291 >0,9999 0,8499 0,1485 0,0012
A2BG2S1
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Hhesties | 509999 | 03972 0,0607 0,0607 03972 | <0,0001
12 oones | 0,4347 0,1074 00027 | >09999 | 05185 | >0,9999
}31' ésl‘fg 0,1485 0,0423 0,0006 >0,9999 0,6148 >0,9999
X‘l-ésl"ig >0,9999 0,0961 >0,9999 0,0027 >0,9999 0,0607
15;:;"“ 0,6681 0,3003 >0,9999 | >0,9999 0,5185 0,224
16M°7Sg°5 >0,9999 0,224 0,9183 0,0076 >0,9999 0,0027
Fl,Z\.l E;i‘ésl >0,9999 >0,9999 0,0225 >0,9999 0,0423 0,0225
1’2 chlzcs >0,9999 | >0,9999 0,0197 >0,9999 0,224 0,3972
lgACZSC‘;‘;S 0,4347 0,6148 0,0065 | >0,9999 | 0,8499 0,6148
é&;ég >0,9999 0,9907 0,1198 >0,9999 0,6148 >0,9999

A kénnyebb attekinthetoség érdekében a szignifikans eltéréseket jelento p értékek piros szinnel

kiemelésre keriiltek.

Az SF/NF arany a HNW csoport esetében 1,66 + 0,11; a HOB esetében 1,71 +0,29, az
NWGDM esetében 1,67 + 0,06, mig az OGDM esetében 1,54 + 0,13 érteknek adodott. A
szialsavas ¢s neutralis szerkeztek aranyanak statisztikai Osszehasonlitasara Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztam. Az elemzés soran nem taldltam szignifkéns kiilonbséget a csoportok
kozott. Mivel a 9. és 10. szerkezeteket tartalmazo csticsok 1-1 szialsavas és neutralis N-glikant
tartalmaznak, a szerkezetekhez kiilon-kiilon tartozo6 pontos teriiletszazalék értékeket pedig nem
tudtam biztonsaggal elkiiloniteni egymastol, igy a csoportok szidlsavas-neutralis szerkezeteinek
Osszevetésekor a 9. és 10. szerkezeteket tartalmazd csucsok teriiletszazalék értékeit a

tovabbiakban nem vettem figyelembe az elemzés soran.
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5.3. COPD és tiidorak N-glikomikai analizise teljes emberi vérszérumbol

5.3.1. Standard humian szérum és a szérumban nagy koncentracioban jelen 1évo

standard fehérjék keverékének osszehasonlitasa

Az emberi vér az egyik leggyakrabban hasznalt bioldgiai minta tipus a kiilonbozd
betegségek diagnosztizalasara. Bar a vérvétel invaziv beavatkozasnak szadmit és bizonyos
koriilmények kozott nehézkes a gyljtése kutatasi célokra, mégis relative konnyl
hozzéaférhetdsége €és rendkiviili komplexitasa miatt gazdag molekularis forrdsként szolgal a
kiilonb6z6 gyulladasos €s rosszindulati daganatos megbetegedések diagnosztikai markereinek
azonositasahoz, beleértve a tiidébetegségeket is [262] [254]. A kiilonb6z6 szovet- €s sejttipusok
eltéré fehérje glikoformakat expresszalhatnak fizioldgias €s patoldgias koriilmények kozott,
melyek a keringésbe keriilve diagnosztikai jelentségiick lehetnek. A tumordiagnosztika
terliletén az ilyen glikoproteinek igen vonz6 biomarker célpontnak tlinhetnek specificitasuk
miatt annak ellenére, hogy ezen fehérjék varhatéan a pg/mL koncentracidtartoméanyban lesznek
fellelhetok a keringésben [66], ezért a kelléen érzékeny modszerek kidolgozasara nagy
hangsulyt kell fektetni, melyek mind az id6, mind az anyag, mind pedig a mintaigényt
nagymértékben novelhetik.

Bar a szérumban nagy koncentracioban el6fordulo fehérjék depletalasaval nagyobb eséllyel
arrol, hogy az ismert szérumkomponensek és az akut fazis fehérjék szintén hordozhatnak
diagnosztikai szempontbol relevans informaciot [303], nem beszélve a teljes szérum/plazma
analizisér6l [63]. A kiilonb6z6 fehérjéknek a szérumbol glikozilacids analizis céljara torténd
specifikus tisztitasa raadasul jelent6s id6- és koltségigényes eljarasokkal valdsithatdé meg,
melyek mintaigénye a szérum kozvetlen analiziséhez viszonyitva is nagy. Elég csak a
dolgozatomban fentebb bemutatott immunglobulinok analizisére kifejlesztett modszerre
gondolni, ahol rdadasul olyan fehérjék specifikus tisztitdsa valosult meg parhuzamos mérések
esetén 100 (IgA), illetve 200 pL szérumbodl kiindulva, amelyek a szérumban nagy
koncentracioban fordulnak eld, hiszen az IgG atlagos koncentracidja egészséges embert
tekintve 7-16 mg/mL, mig az IgA 0,7-4 mg/mL. Ettél alacsonyabb koncentracioban eléforduld
fehérjék tisztitasahoz ettdl csak nagyobb mintaigénnyel kell kalkuldlnunk a vizsgalat
tervezésekor, foként egy olyan tobbkdzpontu vizsgélat esetén, amelyben ugyanattdl az alanytol

szarmaz6 mintan tobb vizsgalatot is el kell végezniink. Igy az ettdl kisebb
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koncentraciotartomanyban eléforduldo fehérjék glikozilacidés vizsgalata szignifikansan
novelheti a gylijtendd vérminta mennyiségét is.

A fent véazolt okok miatt tanulmanyoztam a vérben nagy mennyiségben eléforduld 5,
ugynevezett ,,high abundant” glikoprotein (IgG és IgA, Tf, Hp és A1AT) N-glikozilaciojat,
majd ezek fizioldgias koncentracidtartomanyon beliili 6sszekeverésével modellezni kivantam a
human szérum teljes N-glikdnprofiljat. Az igy 1étrehozott modellben az egyes komponensek az
5. tablazatban feltlintetett értékeknek megfeleléen voltak jelen. A szialsavak fragilis
tulajdonsagaval kapcsolatban felmeriil6 reprodukalhatosagi problémakat (pH- és hémérséklet
érzékenység) azok enzimatikus eltavolitdsaval kiiszoboltem ki a modell szérum, a standard
szérum, €s a kutatas késébbi szakaszaban tanulmanyozott kontroll, COPD, tiid6rak és komorbid
betegmintak esetében.

A human standard szérum, az 5 kivalasztott fehérje, valamint a létrehozott standard fehérje
modell (SPM) deszialilalt N-glikanprofiljainak reprezentativ elektroferogramjait az 21. abra
mutatja. A méréseket 3 parhuzamos mintaval végeztem. A szérum és az SPM mintakbol
enzimatikus uton felszabaditott 9 glikan strukturat hataroztam meg. A strukturdk azonositasa
soran azokat a csucsokat tekintettem relevansnak, amelyek relativ cstcsteriilete > 1%-nak
adodott. A hasonldsagot jol reprezentalja, hogy a Sigma Aldrich cégtdl vasarolt standard
emberi szérum (fels6 elektroferogram) ¢és a standard fehérje keverék (SPM, also
elektroferogram) esetében is ugyanaz a 9 f6 N-glikan struktira figyelheté meg hasonlo
eloszlasban. A megfelel6 struktirakat az 5 vizsgalt glikoprotein (kozépso elektroferogramok)
koziil legalabb egy esetében megtalaltam. Az azonositott struktirakat a hozzajuk tartozo GU-

értékekkel és relativ szazalékos megoszlassal a 16. tablazat tartalmazza.
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21. abra: Human standard szérum, a szérumban nagy Kkoncentraciéban jelen 1évd ot
vizsgalt glikoprotein (IgG; IgA; haptoglobin; alfa-1-antitripszin; transzferrin), illetve az
SPM és a standard human szérum szialiddz enzimmel deszialilalt, APTS-jelolt N-

glikanprofiljainak CE-LIF elektroforogramjai

Az elektroferogramok sorrendje alulrdl felfelé: A) SPM; B) IgG; C) IgA; D) Hp, E) A1AT; F)
Tf és G) standard humdn szérum. Az elvdlasztis koriilményei megegyeztek az 13. dbra

szovegében leirtakkal.

Az elektroferogramok alapjan elmondhat6, hogy az 1-4-es csucsok (FA2, FA2B,
FA2(6)G1, FA2(3)G1) az 1gG-bdl szarmaznak, mig az 5-6s (A2G2) és a 6-os (FA2G2) csucsok
mind az 5 tanulmanyozott fehérjén megtalalhatok. A 7-es (FA2BG2) csucs az 1gG-bdl és az
IgA-bol egyarant eredeztethetd, mig a hdrom antennaval rendelkezd struktirak, azaz a 8.

(A3G3) és a 9. csucs (FA3G3) forrasa feltehetden a Hp fehérje.
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16. tablazat: Standard human szérum és SPM mintik azonositott N-glikanjai

Human szérum SPM
Csucs | N-glikan Relativ csticsalatti Relativ csuicsalatti
szam | struktira | GU érték + SD teriilet GU érték = SD teriilet
% = SD % = SD
1 FA2 7,73 £0,02 8,49 + 0,25 7,74 £ 0,02 6,59 + 0,20
2 FA2B 8,27 £0,02 2,10+ 0,06 8,28 £0,02 1,26 + 0,04
3 |FA2(6)GL| 881 0,03 7,55+ 0.23 8,81 + 0,03 6,72+ 020
4 | FA2Q)GL| 9,15+0,03 470 £ 0,14 9.16 + 0,03 4.67+0.14
5 A2G2 9,26 £ 0,03 49,24 + 1,48 9,27 £ 0,03 47,87 £ 1,44
6 FA2G2 10,20 £ 0,03 15,30 £ 0,46 10,22 + 0,03 15,70 £ 0,47
7 FA2BG2 10,59 + 0,03 4,37+0,13 10,60 + 0,03 6,99+ 0,21
8 A3G3 11,43 £0,03 1,12+ 0,03 11,44+ 0,03 1,70 + 0,05
9 FA3G3 11,69 +£ 0,04 7,14+ 0,21 11,71 £ 0,04 8,51 +0,26

A csucsok szamozasa a 21. abranak megfeleléen keriilt feltiintetésre.

Amint az a 21. abra elektroferogramjain megfigyelhet6, az emberi szérum és az SPM egyes
csucsainak relativ csucsteriileteiben kismértékii kiilonbségek figyelhetok meg, amelyeket
szamszeriien a 16. tablazat is felsorol. Meg kell jegyezni azonban, hogy az SPM-hez valasztott
ot fehérje az emberi szérum glikozilalt fehérjeinek kb. 85%-anak felel meg, ezért elsd
kozelitésként ugy itéltem meg, hogy a megfigyelt kisebb kiilonbségeket az alacsonyabb
~15%-a

cre

szérum glikoproteinek (low abundant proteins) fennmarado
okozhatta[304].

Az itt leirt eredmények alapjan elmondhatd, hogy a human szérumban jelen 1évd 5 nagy
hogy azokat id6- és koltségigényes, bonyolult eljarasokkal specifikusan (pl.: immunoaffinitas
modszerrel) kifognank a mintabol vizsgalati céllal, igy a munkam tovabbi részében ezt a
megkozelitést alkalmaztam a COPD, tiidérak ¢és a két betegség egyiittes eléfordulasara

esetlegesen jellemzo glikobiomarkerek vizsgalata soran.
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5.3.2. Tiidérak, COPD és komorbid betegcsoportok N-glikozilaciés analizise és

statisztikai elemzése

A munkam kovetkez6 szakaszaban egészséges kontoll, COPD-ben, tiidérakban, valamint a
két korképben egyiitt szenvedd betegek szérum mintainak N-glikozilacids profiljait
hasonlitottam 6ssze. Az N-glikdnok elvalasztasat 20 cm effektiv hosszasagu (30 cm teljes
hossz) BFS kapillarisban végeztem, mivel az alkalmazott révidebb elvalasztod kapillaris az
analizisid6 szignifikans csokkentését eredményezte azonos szdmu detektalt cstics mellett.

A betegcsoportok vizsgalata soran a standard szérumhoz, valamint a SPM mintahoz
hasonldoan 9 6 (>1% csucs alatti teriilet) glikan strukturat sikeriilt azonositanom a mintak
glikanprofiljanak stabilitasat noveld deszialilalasi 1épést kdvetden a csucsokhoz tartozd6 GU
értékek alapjan. Az azonositott struktirak részletes adatait a 17. tablazat tartalmazza, a mintak
APTS jelolt N-glikanprofiljait a 22. abra mutatja, amelyen szerepld elektroferogramokat a
kontroll csoport 5. szammal jelolt A2G2 csucsara normalizalva abrazoltam. Mivel ez a
szerkezet volt az egyetlen, amely nem mutatott statisztikailag szignifikans eltérést (kontroll vs.
COPD p=0,0552; kontroll vs. tiidérak p>0,999; kontroll vs. komorbid p=0,4202; COPD
vs.tidoérak p=0,1412; COPD vs. komorbid p>0,9999; tiidorak vs. komorbid p=0,8462) az
adatok statisztikai elemzése soran, ezért ez az abrazolasmod szemlélteti legjobban a vizsgalati
csoportok kozott tapasztalt glikozilacios valtozasokat. Az statisztikai elemzéshez tartozo p

értékeket a 18. tablazatban mutatom be részletesen.

Id6 (perc) 4,0 4,2 4,4

T T T T I I
DP7 DP8 DP9 DP10 DP11 DP12

GU érték
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22. abra: Human szérumbol szarmazé deszialilalt, APTS jelolt N-glikanok
elektroforetikus elvalasztassal kapott profiljai A) Kontroll; B) Tidérak; C) COPD; D)
Komorbid

Az elvalasztas koriilményei a kapillaris hosszatol eltekintve, amely jelen elvalasztasok soran 20
cm effektiv hosszusdag volt, megegyeztek a standard mintik mérési koriilményeivel (21. dbra),

illetve a 13. dbra szévegében leirtakkal.

Amint azt a 22. abra is mutatja, jelentds csucsarany eltolodasok figyelhetéek meg a
betegcsoportok N-glikozilacios profiljaiban a kontroll csoporttal sszehasonlitva. Az egyes
struktardkhoz tartozé relativ cstcsalatti teriilet % értékeket a hozzajuk tartoz6 korrigalt
empirikus szoras értékekkel (SD) egylitt a 17. tablazatban tiintettem fel.

A szérum glikoproteinek glikozilacidjaban a struktirdk részletes vizsgalata soran a
kontrollhoz képest novekedést figyeltek meg korabban azok elagazasanak mértékét (Branching
Degree — BD) illetéen patologias koriilmények kozott [270]. Mivel az elagazas mértékének
meghatarozasa szidlsavak nélkiil is diagnosztikus jelentdséggel birhat, ezért a szérum mintak
deszialilalt glikan szerkezeteinek relativ szdzalékos eloszlasdnak felhasznaldsaval
meghataroztam a kontroll, COPD, tiidérak, valamint a komorbid csoportok mintdiban az

antennaris eldgazas mértékét az alabbiak szerint:

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

struktura (%)

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 szignifikans
novekedést mutatott a kontroll (0,04) csoporttal (p=0,2492), valamint a komorbid csoport 0,05
(p>0,9999) értékével sszehasonlitva. A COPD és a tiidorak (0,09) kozti kiilonbség szintén nem
volt szignifikans (p>0,9999). Bar mindegyik csoport értéke ndvekedett a kontrollhoz képest, a
legjelentdsebb novekedést a tiidérak (0,09) csoport vonatkozasaban figyeltem meg, a két
csoport kozti kiilonbség statisztikalag is szignifikans volt (p=0,0134). A novekedést a komorbid
csoport esetében foként az FA3G3 struktira kismértékii, mig a COPD ¢és a tiidérak csoport

esetében ugyanezen glikan szerkezet jelentds csticsarany novekedése, illetve a mintaban jelen
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1év6 valamennyi mono-, valamint bigalaktozilalt struktira eltéré mértékii valtozasa a kontroll
csoport aranyaihoz viszonyitva idézi eld.

A 17. tablazatban szerepel a vizsgalt betegcsoportok azonositott csucsainak valtozasa %-0S
értékben kifejezve a kontroll csoport azonos struktiraihoz viszonyitva. A tablazat ezen 3
oszlopaban szerepl6 értékeket a dolgozat 23. abrajan szemléltetem, ahol az Y tengely a kontroll
csoport csucsaihoz viszonyitott valtozast mutatja % értékben kifejezve, mig az X tengelyen a

mintadkban azonositott aszparagin kotott oligoszacharid strukturdk lathatok.
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17. tablazat: Kontroll, COPD, tiidorak és komorbid csoportok szérum mintdinak azonositott N-glikan szerkezetei és a strukturak relativ

csucsalatti teriiletének %-os megoszlasa (atlag £ SD), valamint a csicsok egyenkénti %-os teriilet valtozasai a kontrollhoz viszonyitva

, , N-glikan vy _ COPD a Tiidorak a Komorbid a
Csticsszam struktiira Kontroll COPD Tidoérak Komorbid Kpntrol!hoz Kf)ntrol!hoz Kf)ntrol!hoz
viszonyitva viszonyitva viszonyitva

1 FA2 13,39+ 0,37 8,37+ 0,08 15,04 £ 0,39 13,31+ 0,37 3747+ 1,12 +12,33 £ 0,22 -0,60 = 0,01

2 FA2B 4,39+0,13 2,23 +0,01 2,80+ 0,03 3,15+0,05 -49,18 + 1,34 -36,19 + 1,30 -28,22 +£1,05

3 FA2[6]G1 9,47 +0,28 4,82 + 0,08 7,34 +0,19 6,23 +0,18 -49,09 £+ 0,63 -22,49 £ 0,26 -3421 + 0,03
4 FA2[3]G1 6,34 +0,22 3,49 + 0,05 5,08 £0,08 4,40 + 0,08 -44,92 + 1,20 -19,84 + 1,52 -30,57 £ 1,10
5 A2G2 45,10 £ 2,93 58,50+ 3,19 46,83 + 2,88 53,42 +2,71 +29,77+ 1,34 +3,85+ 0,35 +18,52 + 1,69

6 FA2G2 12,93+ 0,26 10,87 £ 0,29 9,87 +£0,30 10,34 + 0,28 -15,94 £ 0,58 -23,68 £ 0,79 -20,04 + 0,56

7 FA2BG2 4,13+ 0,06 4,42 + 0,09 4,02 + 0,06 4,18 +£ 0,06 +7,02 + 0,45 -2,66 + 0,03 +1,21 £ 0,04

8 A3G3 1,09 +0,01 1,54 £0,02 1,40 £ 0,02 1,07 £ 0,00 +41,28 +1,19 +28,44 + 0,82 -1,83+0,14
9 FA3G3 3,17+ 0,05 5,76 + 0,11 7,62 +0,24 3,89+ 0,11 +81,70 £ 0,69 +140,34 + 3,73 +22,70 £ 1,53
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23. abra: Betegcsoportok szérum mintdiban azonositott, deszialilalt N-glikan
struktirainak teriilet szazalék valtozasa (atlag £ SD) az egészséges kontroll csoport

azonos csucsaihoz viszonyitva

Erdekes ellentétes valtozas figyelhetd meg az FA2 struktira (1. cstcs) relativ cstcsteriilet
% értékeben, amely igy potencidlis molekularis marker lehet, és amely segitségével hatékonyan
elkiilonithetd a COPD (-37,47% + 1,12) a tidoraktol (+12,33% =+ 0,22), illetve mindkét
tiidobetegség elkiilonithetd a struktira vizsgalatdval az egészséges kontroll csoporttol. A
kontroll csoportot a 23. abra Y tengelyének A% = 0 értékénél meghuzott zérus vonal jelképezi.
A komorbid betegcsoport relativ csucsteriilet % értéke ugyanezen FA2 csucs esetében csak
kismértékben csokkent a kontroll csoporthoz képest (-0,60% =+ 0,01). A relativ csucsteriilet
negativ %-os valtozasa figyelhetd meg a core-fukozilalt kétantennas agalaktozilalt biszekting
FA2B (2. cstics), valamint a core-fukozilalt kétantennas monogalaktozilalt FA2[6]G1 (3. csucs)
¢s FA2[3]G1 (4. csucs) vonatkozasaban 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 tidoérak (FA2B: -36,19
+ 1,30; FA2[6]G1: -22,49 + 0,26; FA2[3]G1: -19,84 + 1,52), valamint a komorbid (FA2B: -
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28,22 £ 1,05; FA2[6]G1: -34,21 + 0,03; FA2[3]G1: -30,57 + 1,10) csoportban egyarant. A 6.
cstics esetében, amely megfelel a core-fukozilalt kétantennas bigalaktozilalt FA2G2
struktaranak, bar kisebb mértékili, de szintén negativ valtozas figyelhetd meg mindharom
vizsgalt csoportban a kontrollhoz viszonyitva (COPD: -15,94 + 0,58; tiidorak: -23,68 + 0,79;
komorbid: -20,04 + 0,56). Ezen 4 glikan szerkezetet vizsgalva szintén elkiilonithet6ek a
betegségcsoportok a kontroll csoporttol.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy SPM modell és standard szérum analizise alapjan (21.
abra) az 1-4 csucsok valoszintileg IgG eredetliek.

A legnagyobb relativ cstcsteriilet-ndvekedés (+140,34% + 3,73) a tiidérakban szenvedd
betegek alkotta csoportban volt megfigyelhetd a core-fukozilalt haromantennas trigalaktozilalt
FA3G3 (9. cstcs) 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 figyelemre méltd novekedést tapasztaltam a COPD-s betegek A3G3
csucsanak teriiletszdzalék valtozasaban (+41,28% + 1,19) és a tiidéradkos csoportban egyarant
(+28,44% =+ 0,82), mig ezeknél joval kisebb és ellentétes iranyu, negativ valtozas volt
megfigyelhetd a komorbid betegek adatainak elemzése soran (-1,83% + 0,14). Ez a két core-
fukozilalt haromantennds szerkezet az SPM ¢és szérum analizis alapjan feltételezhetéen a Hp
akut-fazis fehérjébol szarmazik.

Az A2G2 szerkezet (5. csucs) bar a késObbi statisztikai elemzés sordn nem bizonyult
szignifikansan eltérének a csoportok kozott, az elséként alkalmazott adatelemzési eljarasban
pozitivan valtozott minden betegségcsoport esetében a kontrollhoz képest. Az 5. (A2G2) és 6.
(FA2G2) szamu cstcsok lathatéan mind az 6t tanulmanyozott fehérjérél szarmazhatnak az SPM
modellben és kovetkezésképpen a szérum mintdkban is igen nagy ardnyban jarulhatnak hozza
ezen csticsok %-os értékeinek alakulasahoz. A legstabilabb glikan szerkezetnek az FA2BG2 (7.
csucs) tekintheté ezen elemzési modszer szerint, amely kevesebb, mint 10% -os valtozast
mutatott az 6sszes betegségcsoportban a kontrollhoz képest (COPD: +7,02% + 0,45; tiidorak: -
2,66% + 0,03 és komorbid: +1,21% + 0,04). A rendelkezésre 4ll6 adatok alapjan ugy itéltem
meg, hogy ez a csucs az IgG-és IgA immunglobulinokrol szarmazhat.

A kontroll, COPD, tiidérdk és ezen két betegségben egyszerre szenvedd betegektol
szarmaz6 szérum mintak esetében Kruskal-Wallis tesztet végeztem, majd Dunn’s post hoc
analizis alkalmazasaval vizsgaltam meg a csoportok atlagos csticsalatti teriilet szazalékaban
megfigyelt eltéréseket. A statisztikailag szignifikans eltérést mutatdo glikan struktirak
eredményét a dolgozat 24. abraja tartalmazza. A szignifikans eltéréseket csillaggal (*) jeldltem

az abrakon.
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24. abra: Kontroll, COPD, tiidérak és komorbid csoportok szérum mintabian eléfordulo,

szignifikans eltéréseket mutato deszialilalt N-glikan szerkezetek

A statisztikailag szignifikans eltérések az alabbiak szerint keriiltek feltiintetésre: * p < 0,05.

A szérum FA2 strukttra esetében szignifikans eltérést figyeltem meg a COPD (8,37 +0,08)
és tiidorakban (15,04 + 0,39) szenvedd betegek kozott (p=0,0134). A COPD betegcsoportban
az FA2B cstcs teriilet szazalékdban szignifikans csokkenés adddott a kontroll csoporthoz
viszonyitva (4,39 + 0,13; 2,23 + 0,01; p=0,0134). Tovabbi csokkenést detektaltam a kontroll
csoporthoz képest az FA2[6]G1 (9,47 + 0,28; 4,82 + 0,08; p=0,0134), valamint az FA2[3]G1
(6,34 £0,22; 3,49 + 0,05; p=0,0134) N-glikan szerkezetek analizise soran is. A kontroll csoport
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¢s tiidorakban szenvedo betegek altal alkotott csoport FA2G2, valamint FA3G3 struktardjaban
szintén szignifikans eltérést tapasztaltam. A core-fukozilalt kétantennas bigalaktozilalt glikan
struktara (FA2G2) atlagos csucs alatti teriilet szdzaléka a tiidérakban szenveddk csoportja
esetében szignifikans csokkenést (12,93 + 0,26; 9,87 + 0,30; p=0,0194), mig a core-fukozilalt
trigalaktozilalt struktura (FA3G3) aranya jelentés mértékii emelkedést mutatott a kontroll
csoporthoz viszonyitva (3,17 + 0,05; 7,62 £+ 0,24; p=0,0134). A csucs alatti teriilet szazalékos
valtozasanak vizsgalata soran legstabilabbnak megitélt FA2BG2 struktura a statisztikai elemzés
soran szignifikans eltérést mutatott a COPD ¢és a tiidérak csoportok Osszehasonlitasakor €s
csokkenés volt megfigyelhet6 a daganatos betegeket vizsgalva (4,42 + 0,09; 4,02 + 0,06;
p=0,0194). Az A2G2 N-glikan struktira volt az egyetlen olyan, human szérumban detektalt

neutralis cukor szerkezet, amely a csoportok kdzott nem mutatott szignifikans eltérést.

18. tablazat: Kontroll, COPD, tiidérak és komorbind betegekté6l szarmazé emberi szérum
N-glikozilacios mintazatanak osszevetése Kruskal-Wallis tesztet kovetden Dunn’s

tobbszoros osszehasonlitassal

Kontroll Kontroll Kontroll COPD COPD Tudorak
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
COPD Tiidérak Komorbid Tiidérak Komorbid Komorbid

1';;‘;“ 0,5366 >0,9999 >0,9999 0,0134 >0,9999 0,5366
2. csiics 0,0134 0,2492 >0,9999 >0,9999 0,2492 >0,9999

FA2B

3. csucs
FA2[6]G 0,0134 >0,9999 0,2492 0,2492 >0,9999 >0,9999

1

4. csucs

FA2[3]G 0,0134 >0,9999 0,2492 0,2492 >0,9999 >0,9999
1

5. csucs

G2 0,0552 >0,9999 0,4202 0,1412 >0,9999 0,8462
6. csucs

EA2GD >0,9999 0,0194 0,2492 0,4202 >0,9999 >0,9999
7. csucs
EAYBG 0,4202 >0,9999 >0,9999 0,0194 >0,9999 0,6775
8. csucs

A3C3 0,2492 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,0134 0,2492
9. csucs

EARG3 0,2492 0,0134 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,2492

A konnyebb attekinthetoség érdekében a szignifikans kiilonbségeket jelzo p értékeket piros

szinnel jeloltem.
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6. Megbeszélés

6.1. Human szérum N-glikanprofil valtozasa szobahomérsékleten torténé

tarolas soran

A Kkisérletek eldanalitikai 0sszetevdi, legyenek azok akar mintavétel, elokészités, tarolas
vagy laboratoriumba torténd szallitas, mind hozzajarulhatnak a kutatasi adatok, eredmények és
értelmezés latszolagos valtozékonysagahoz. Az N-glikom egyéni valtozékonysaga tekintetében
a mintagytjtési id6 és allapot (pl. tarolasi hdmérséklet €s id6), valamint a minta eldkészitése
soran fellépd tényezOk nagy jelentséggel birhatnak, ezért kisérleteim kozponti kérdése az volt,
hogy a teljes vér szobahémérsékleten torténd tarolasa befolyasolja-e a centrifugalassal kapott
szérum mintak globalis N-glikanprofiljat.

Ezidaig legjobb tudomasom szerint egyetlen olyan atfogo vizsgalatot végeztek, amely soran
mélyrehatdan tanulmanyoztak az egyes vérvételi, mintakezelési és tarolasi koriilmények hatasat
a szérum ¢és a plazma mintak N-glikanprofiljara. Dedova és mtsai. hozzam hasonléan nem
tapasztaltak szignifikans eltérést a kontroll és az egyes iddpontok mintainak N-glikozilacios
profilja kozott sem CE-LIF, sem MALDI-TOF-MS alkalmazasaval. Meg kell azonban
jegyezni, hogy a patologias és fiziologias folyamatokban egyarant fontos szerepet jatszo
terminalis szialsavakat a kutatocsoport eltavolitotta a kapillaris elektroforetikus analizis el6tt
[108]. Igy az a kérdés, hogy a mintat érd kiilonbozé hatasok, foként a hémérséklet, a
centrifugalasig, illetve fagyasztasig eltelt id6, hogyan hatnak ezen szerkezetek alakulasara,
tovabbra is megvalaszolatlan maradt. Ezért vizsgalataim sordan az esetleges glikozilacios
valtozasokon beliil foéként a szialsavas struktirak modosuldsa, valamint azok neutralis
szerkezetekhez viszonyitott aranyanak esetleges csokkenése foglalkoztatott.

A munka elsd részében 3 egészséges onkéntestdl szarmazo szérum minta teljes N-glikan
tartalmanak szobahOmérséklet hatdsara bekovetkezd valtozasat vizsgaltam kapillaris
elektroforézissel, mely soran 13 f6 (legalabb 1% teriiletszazalékot elérd) N-kotott glikan
szerkezetet azonositottam. Az elektroferogramok kiértékelésével kapott adatok szerint a
szialsavval terminalt szerkezetek aranya a varakozasoknak megfeleléen bar nem szignifikans,
de kismérték, folyamatosan csokkend tendenciat mutatott a szobahdmérsékleten valo tarolasi
id6 novekedésével egészen a 150 perces mintaig. Ezt kdvetden azonban a 270 perces minta

esetében az SF/NF arany novekedett és megkozelitette a kiindulasi értéket.
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Az egyéni eltérések kikiiszobolése érdekében, amely az egyéni méréseknél tapasztalt 150
perces idOpont esetében megfigyelt szidlsav csokkenést, majd a kdvetkezd idOpontra az
értéknek a kiindulasi értékhez vald kozeledését okozhatta, 8 egészséges Onkéntes szérum
mintdjanak poolozéasaval kapott glikdnprofil alakulasat tanulmanyoztam. A poolozott
mintakban 16 olyan aszparagin-kotott glikan szerkezetett sikeriilt azonositanom, amely relativ
csucsalatti teriiletszazalék értéke elérte az 1%-ot.

A mintak szobahOmérsékleten (24-25°C) toltott idejének novekedésével a szialsavas
csticsok aranya itt is csokkend tendenciat mutatott, azonban a 150 percig tarolt szérum esetében
a kontroll mintat is meghaladé SF/NF arany novekedést tapasztaltam. A novekedés mértéke
szignifikans volt a 90 perces ¢és a 270 perces mintak adataihoz képest.

A minték statisztikai elemzése sordn a 16 azonositott csiicsbol 6 esetében tapasztaltam
statisztikailag szignifikans eltérést, azonban ezen eltérések egyike sem a kontroll idépont és
valamelyik egyéb vizsgalt idOpont kozott fordult eld. A jelentds valtozdsok minden esetben a

kontrolltdl eltéré idépontok kozott voltak megfigyelhetdek.

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

tényez0 is szolgalhat:

1) a szérumban szabad szialsav-transzferazok 1épnek mitkodésbe

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

3) esetleges gyenge hemolizis kovetkeztében az intracellularis organellumokbol
felszabaduld N-glikanok jelennek meg a szérumban idével, melyeket kés6bb a szabad

exoglikozidazok degradalnak [108].

Ezek a jelenségek mind felelések lehetnek az idé elérehaladtaval tapasztalt szialsavas-
neutralis szerkezetek aranyvaltozasaiért.

Ezért a preanalitikai tényezOk hatasaitol mentes glikanprofil tanulmanyozasa érdekében
célszeriinek tartom a mintakat a leheté legrovidebb idén belil centrifugalni, szeparalni a
szérumot a vér alakos elemeitdl és tovabbi glikozilacidés elemzésig fagyasztva tarolni.
Amennyiben ez nem torténik meg, a kapott eredmény nem minden idOpontban tiikrozi a

vérvételkori aktualis glikozilacios allapotot.
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Mindazonaltal eredményeim arra utalnak, hogy a teljes vérminta centrifugalasig
szobahdmérsékleten torténd tarolasanak nincs jelentds hatasa a szérum N-glikom alakuléséara a
vizsgalati csoportokon beliili szoras novelésén tal, abban az esetben, ha a jelen dolgozatban
szimulalt mintakezelési hiba (hosszabb idejli tarolas szobahémérsékleten centrifugalas elétt) a
vizsgalatra gyljtott mintak jelentds részénél nem fordul eld. A dolgozatban vizsgalt
koriilmények altal eldidézhetd szorasndvekedés kikiiszobolésére megoldast jelenthet a mintdk
poolozasa abban az esetben, ha a betegadatok egyénenkénti elemzése és dsszehasonlitdsa nem
célunk. A poolozas ugyanis a szoras csokkentése mellett jelentésen csokkenti a
mintafeldolgozas id6- €s koltségigényeit, ezzel parhuzamosan pedig kiemeli az adott csoportra
leginkabb jellemz6 glikozilacios tulajdonsagokat.

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

glikom viszonylag stabil biomarkerforrasnak tekinthetd.

6.2. Az elhizassal és gesztacios diabétesszel tarsulo terhesség hatasa az anya és

gyermeke szérum mintaibol izolalt 1gG N-glikozilaciojara

Az 1gG az egyetlen olyan antitest-osztaly, amely képes atjutni a méhlepény szdvettani
rétegein a szinciciotrofoblasztokon expresszalodo ujsziildttkori Fe receptorhoz kotddve. Az
IgG transzplacentaris atjutdsa a magzatba ezért egy olyan fontos mechanizmus, mely biztositja
a csecsemo védelmét, mig annak immunrendszere éretlen és kevésbé hatékony.

A molekula 21 napos féléletidejének koszonhetéen hossza ideig, akar 6 honapig is
detektalhaté az 0jsziilottek szérum mintaiban, még mieldtt a csecsemd sajat antitestje valna
dominansansa [305], igy lehet6séget biztosit az anyai IgG terhesség alatti, illetve a placentan

atjutott IgG glikozilacios statuszanak 6sszehasonlitasara.

6.2.1. Anyai és gyermek szérumbdl izolalt IgG N-glikozilaciés mintazatanak alakulasa

Munkam soran els6 1épésként meghataroztam az anyai és a gyermek szérum mintakban
1évé IgG antitestek N-glikan Osszetételét CE-LIF alkalmazéasaval. Az anyai 1gG
vonatkozasdban 14, mig a csecsemOk esetében 13 N-kotott cukorstrukturat tudtam
azonositani (9. tablazat). Az anyai és gyermek SF/NF arany Osszehasonlitasa soran az
egészséges kontroll anydk és gyermekeik, valamint az elhizott anyak és gyermekeik kozott

talaltam statisztikailag szignifikans eltérést (25. abra).
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Anyak szignifikans eltérései:
+ HOB vs. NWGDM

Gyerekek szignifikans eltérései:
* HOB vs. HNW

* HOB vs. OGDM

* OGDM vs. NWGDM

gyermek

SF/NF arany
=
<

Anyak és gyermekeik kozti

0,3 szignifikans eltérések:
+ HNW anya vs. HNW gyermek
0,29 + HOB anya vs. HOB gyermek
0,28
HNW HOB NWGDM OGDM
Vizsgalt csoportok

25. abra: Szérum eredetii IgG SF/NF (szialsavas/meutralis szerkezetek) aranyanak

alakulasa a kiilonbo6z6 vizsgalati csoportok kozott

Bér korabbi eredmények szerint az anyai BMI nem érinti sem az anyai, sem az 0jsziilott
IgG szérumkoncentracidjat, sem pedig az alosztalyszintli placentaris transzportaranyt [306],
mely kovetkezok szerint alakul: 1gG1>IgG3>1gG4=IgG2 [306], az antitestek elhizassal tarsuld
terhesség hatasara kialakulo glikozilacios modosulasat vizsgald tanulmany legjobb tudoméasom
szerint eziddig nem sziiletett. A hiperglikémias és GDM anyék esetében tapasztalt csokkent IgG
szint azonban emelkedett koldokzsinorvér IgG szinttel tarsul a normoglikémids csoporttal
Osszevetve [307], igy a korabbi és jelen dolgozatban szerepld eredményekbdl megallapithato,

hogy a GDM nemcsak mennyiségi, hanem minGségi kiilonbséget is okoz az IgG

transzportfolyamataiban.

Konkluzié:

Az anya-gyermek parok IgG szialilaltsaigdnak MALDI-TOF-MS akalmazasaval végzett
vizsgalata soran eredményeimhez hasonloan a gyermek IgG antitestjeinek alacsonyabb
szialilaltsagardl szamoltak be normal terhesség soran [183]. A jelenség biologiai hasznossaga
az utédok szempontjabdl jelenleg tisztazatlan és tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mivel az elhizott anyak esetében a kontrollhoz hasonléan szignifikans eltérést tapasztaltam
az anyai €s gyermek szérumbdl izolalt IgG N-glikozilacidjanak SF/NF ardnyaban, amely arany
a kontroll anyak csoportval ellentétes iranyq, igy megallapitottam, hogy mind az elhizas, mind

pedig a GDM befolyasolhatja a placentaris transzportfolyamatokat.
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A kapott eredmények tovabb erdsithetik azt a feltételezést, miszerint a méhlepény képes
lehet ,,érzékelni” az anyai kdrnyezetet és alkalmazkodva ahhoz, megvédeni a magzatot az anyai
elhizasban és gesztacios diabetesben jelenlévo karos gyulladasos, oxidativ, hiperinzulinemias
kornyezettdl [308]. gy a korabbi vizsgalati eredményeket is figyelembe véve ugy gondolom,
hogy a jovében tovabbi alanyok bevonasaval alosztaly és kotohelyspecifikus IgG glikozilacios
analizis elvégzése célszerli lenne, kiegészitve a placenta gyulladasos markereinek analizisével,
mellyel kdzelebb juthatunk az antitestek méhlepényen keresztiili transzportfolyamtainak, és
ezaltal a magzat immunrendszerének fejlédését befolyasold tényezéknek a jobb megértéséhez

is.

6.2.2. Anyai elhizas és gesztacios diabétesz hatasa az anyai szérumbdl izolalt 1gG N-

glikozilaciojara

Az anyai szérumbol izolalt IgG glikomikai elemzése soran az azonositott 14 strukttra koziil
11 mutatott szignifikans eltérést valamely vizsgalt csoport kozott. Ebbol 10 szerkezet tért el
szignifikansan a kontroll és valamely, elhizéssal, GDM kialakulésaval, esetleg mindkettovel
szOov6dott anyai csoport kozott.

Az SF/NF arany alakulasanak tanulmanyozasa soran az elhizott anyak alkotta csoportokban
ugyan kis mértékben, de a szidlsavas struktirdk aranyanak csokkenését figyeltem meg a
kontroll és az NWGDM csoporthoz képest. A valtozas statisztikai szempontb6l csak az HOB
és az NWGDM csoport kozott volt szignifikans.

Konkluzio:

Az anyai 1gG N-glikozilaciojanak SF/NF arany dsszehasonlitasa soran bar kizarolag a HOB
esetében tapasztaltam szignifikdns, de kismértéki csokkenést az NWGDM csoport
szialilaltsagdhoz viszonyitva, megfigyelhetd 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 lehet hatdsa az édesanyék esetében. Igy a tapasztalt csokkent SF/NF arany az elhizas soran
fellépd gyulladasos folyamatokat jelezheti, ugyanakkor a kismértékii valtozasok lehetséges oka

az 1gG glikozilacidjanak terhesség eltti allapotara torténd fokozatos visszatérése is lehet a
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sziilést kovetden [188]. Emiatt a GDM okozta esetleges valtozasok mar kevésbé észlelhetok a
két érintett csoportban.

A GDM csoport vizsgalatanak 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 [309]. Eredményeim alapjan
megerdésithetem, hogy az IgG glikozilacids vizsgalata feltehetéen nem alkalmas a GDM
kialakulasanak elérejelzésére.
konzervaltan kapcsolddd N-glikan szerkezetek galaktozilaciojanak és szialilacidjanak a
novekedésérol szamoltak be a betegség javulasaval parhuzamosan [310] [311], igy
feltételezhetd, hogy a terhesség soran végbemend hormonalis valtozasok képesek valamelyest
ellenstlyozni az elhizas és a GDM karos hatasait, melyeket 1IgG N-glikozilacios vizsgalataval
esetleg feltdrhatnank.

Mivel azonban az OGDM csoport magasabb SF/NF arannyal rendelkezett, mint a HOB
csoport, illetve jelentos eltérést figyeltem meg a méhlepényen keresztiil a gyermekekbe atjutott
IgG glikozilaciojaban, ezért a kapott eredmény alapjan tovabbi vizsgalatok elvégzésését 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,

nyomonkovetése esetleges tovabbi vizsgélatok sordn javasolt.

6.2.3. 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 cukorstruktira koziil 9 (FA2G2S2; FA2(3)G1S1; A2G2S1; FA2; FA2[6]GlI;
FA2[3]Gl; FA2B[6]Gl; FA2G2 ¢és FA2BG2) relativ teriiletszdzalék megoszlasaban
tapasztaltam statisztikai szempontbol is szignifikans eltérést a csoportok kozott (18. abra; 13.
tablazat). Ebbol a 9 strukturabdl 3 alapjan tudtam a kontroll csoportot a HOB (FA2(3)G1S1,
FA2[6]G1l, FA2B[6]G1), és 4 alapjan az NWGDM (FA2G2S2, A2G2S1, FA2[6]G1,
FAZ2[3]G1) anyaktol sziiletett gyermekek csoportjaitdl elkiiloniteni.

A mintadk SF/NF aranyaban a kontroll csoport értékéhez képest mind az elhizott anyak

gyermekei, mind a normal testsullyal rendelkez6 GDM anyaktol sziiletett gyermekek esetében
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kismértékli novekedést tapasztaltam, mig mindkét rendellenességet mutatod csoportban érdekes
modon a kontrollal megegyezo értéket kaptam.
Szignifikans a HNW és HOB, HOB ¢s OGDM, valamint az NWGDM ¢és OGDM csoportok

kozatti kiilonbség 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 (25.
abra), mivel az elhizassal és GDM-vel tarsult terhességbdl sziileté csecsemdk 1gG N-
glikanjainak megnovekedett SF/NF arannyal rendelkeznek. A szialsavas szerkezetek
aranyanak novekedése az IgG antiinflammatérikus hatasait erdsiti.

3) A glikozilacio szelektiv IgG transzport [180] ennek a védelmi mechanizmusnak része
lehet, mely eredményeként gyulladasos koriilmények kozott a placenta a magasabb
szialilacioval rendelkez6 molekuldkat 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.

6.3. IgA N-glikozilaciés médosulasai elhizas és gesztacios diabétesz hatasara

Mivel korabban Steffen és mtsai. kimutattak, hogy a szérum IgA N-glikozilacios profilja és
a molekula proinflammatérikus hatasa kozott 6sszefliggés all fenn [89], igy az IgG molekuldhoz
hasonléan az IgA glikozilacios modosulasai a szervezetben aktudlisan zajlo, kiillonbozo
gyulladasos folyamatok, igy az elhizas és a GDM hatasainak hatékony markereként is
szolgalhatnak. Ennek a hipotézisnek a bizonyitasa céljabol az elhizassal és terhesség alatti
cukorbetegséggel diagnosztizalt anyai szérum mintak IgA antitestjeinek N-glikozilacios

modosuldsat tanulmanyoztam.
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A vizsgalat soran az IgA N-glikan szerkezetei koziil 15 komplex cukorstruktira mutatott
statisztikai szempontbol szignifikans eltérést legaldbb két csoport kozott. A vartakkal
ellentétben azonban az elhizott anyak csoportjanak IgA glikozilacioja a kontroll csoporttol csak
egyetlen N-glikan szerkezet alapjan volt elkiilonitheté (A2[3]G1S1), szemben az IgG
antitestekkel, ahol a kontroll és az elhizott csoport 4 szerkezete is eltérést mutatott. A kontroll
¢és a normal testsuly ellenére is GDM meglétével diagnosztizalt csoport 6sszehasonlitdsakor 3
szerkezet (FA1[6]+A2BG2S1; AL1Gl[6]), mig a kontroll és az elhizott terhességi
cukorbetegséggel diagnosztizalt anyak csoportjainak Osszehasonlitasa soran 7 struktura
(FA2BG2S2; A[3]; M5; A1G1[6]; FA1[3]G1; A2G2 és FA2G2) tért el szignifikansan.

Meg kell azonban emliteni, hogy a kontroll és az elhizott GDM-es anyak csoportja kdzotti
szignifikans eltérést mutatd csucsok jelentds része Kisebb teriiletszazalékti csucs, atlagos
értékiik nem haladja meg a 4%-ot. Ezért a kontroll csoporttdl az ODGM csoportot biztonsaggal
az FA2BG2S2, az A[3], valamint az A1G1[6] szerkezetek alapjan lehet elkiiloniteni, melyek
koziil kiemelkedik a monogalaktozilalt szerkezet.

A gyulladasos folyamatokat jelzd szialilacios szerkezetek alakuldsanak tekintetében

azonban nem tapasztaltam szignifikans eltérést a csoportok kozott.

Konklazio:
Eredményeim alapjan az alabbi megallapitasok tehetdk:

1) Az IgA A1G1l[6] N-glikan szerkezete mivel statisztikailag szignifikansan eltért a
kontroll és az NWGDM, valamint a kontroll és az OGDM csoportok kozott is, igy a
szerkezet alkalmas lehet a GDM kialakuldsanak eldrejelzésére a BMI-t6l fiiggetleniil.

2) Az A2G2, FA2G2, valamint az M5 szerkezetek alkalmasak lehetnek az elhizassal
tarsulo GDM elérejelzésére, mivel szazalékos értékiik szignifikansan kizarolag 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 megfeleléen potencialis markere lehet az anyi BMI-
tol fiiggetleniil a GDM kialakuldsanak és esetleges visszamarado hatasainak.

4) Az IgA antitestek szialilaltsagat azonban sem az elhizas, sem pedig a GDM nem
befolyasolja, igy a molekula feltehetden nem alkalas a gyulladasos folyamatok

fennallasanak jelzésére a vizsgalt esetekben.
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6.4. Szérum N-glikozilacios profiljainak modellezése és az uj megkozelités

alkalmazasa kiilonbo6z6 tiidoébetegségek N-glikozilacios analizisében

Az IgG és IgA immunglobulinok N-glikozilacios analizis¢hez sziikséges mintamennyiség,
valamint analizisidé szignifikdns csokkentése érdekében munkam sordn kidolgoztam egy uj
potencialis modszert, mely révén a szérum minta egészének vizsgalataval nyerhetiink kelld
informaciot a szérumban legnagyobb mennységben jelen 1évé két antitest glikozilacios
modosulésairol.

A modell szérum megalkotasa soran elsd 1épésként az IgG és az IgA mellett a vérben nagy
mennyiségben eléforduld 3 glikoprotein (transzferrin, haptoglobin és alfa-1-antitripszin) N-
glikozilacidjat tanulmanyoztam, majd az 5 fehérje fiziologids koncentracidtartomanyom beliili
Osszekeverésével (5. tablazat) sikeresen modelleztem a human szérum szialidaz enzimmel
kezelt N-glikanprofiljat. A szialidaz enzimmel torténé kezelés révén noveltem a profil
reprodukalhatosagat. A modell és az Gsszehasonlitashoz kontrollként alkalmazott kereskedelmi
forgalomban kaphat6 standard szérum esetében is 9 6 (teriiletszazalék >1%) N-glikan
szerkezetet azonositottam (21. dbra és 16. tablazat), mellyel reprezentaltam, hogy a szérum 6
N-kapcsolt glikan struktarai a tanulmanyozott 5 fehérjérdl szarmaznak.

A modell megalkotasat kovetden egészséges kontoll, COPD-ben, tiidérakban, valamint a
két korképben egyiittesen szenvedé betegek szérum N-glikomjanak valtozasait
tanulmanyoztam a betegségek hatékony elkiilonitése érdekében. A betegek szérum mintaiban
a modellhez hasonldéan szintén 9 N-glikan szerkezetet azonositottam a teljes profil szialidaz
enzimmel torténd emésztését kovetden (23. abra, 17. tablazat). Az eredmények értékelése soran
meghataroztam a teljes szérum N-glikom elagazasanak mértékét, mely soran statisztikailag
szignifikans eltérést csak a kontroll és a tiidérdkban szenvedd betegek csoportja kozott
tapasztaltam.

A csoportok egyes cslicsal kozott tapasztalt valtozasok jobb szemléltetése €s konnyebb
megértése érdekében meghataroztam a kontroll csoport azonos struktiraihoz viszonyitott
relativ valtozasok mértékét. Eredményeim ravilagitottak arra, hogy az FA2 strukttra (1. cstcs)
potencialis glikobiomarker lehet, melynek segitségével hatékonyan elkiilonitheté a COPD a
tiidoraktol, illetve mindkét tiidobetegség az egészséges kontroll csoporttol.

A csoportok eredményeinek statisztikai analizise soran 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 szerkezet atlagos teriiletszdzalék értékében tapasztaltam szignifikans eltérést. A két
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betegségesoportot (COPD és tiidorak) szintén 2 (FA2 és az FA2BG2), a COPD és a komorbid
csoportokat csak egyetlen N-glikan szerkezet (A3G3) alapjan tudtam elkiiloniteni egymastol.

Konkluzio:

A standard fehérjekeverékkel végzett kisérleteim eredményei alapjan a humén szérumban
tanulmanyozhatok a komplett szérum analizisével, ezéltal felgyorsitva az analizisidot,
jelentésen lecsokkentve a vizsgalatok minta- és koltségigényét. Azaz a teljes szérum total
glikanprofil tartalma altal kozvetitett informaciotartalom kelléen informativ, és nincs sziikség
sok esetben az egyes proteinek izolalasara és kiilon-kiilon torténd analizisére. A fennmarado
hozzavet6legesen 15% jelenléte okozta egyéni kiillonbségek elhanyagolhatdoak abban az
esetben, ha a tanulmanyozni kivant fehérje elég nagy koncentraciban van jelen a szérumban,
vagyis akkor, ha a dolgozatban is vizsgalt 5 fehérje valamelyikén glikozilacios valtozasokat
feltételeziink.

Ugyanakkor ebben az esetben is érdemes lehet specifikus tisztitast kovetéen tanulmanyozni
a fehérje glikozilaciojat, ha a teljes glikanprofilban a kontrollhoz viszonyitva eltéréseket
tapasztalunk. Annyi azonban biztos, hogy sok esetben ezek nélkiil a bonyolult, tapasztalatot
igénylo, idot és koltséget nem kiméld eljarasok nélkiil is feltarhatunk olyan kiilonbségeket,
amelyek patologias folyamatokra utalhatnak. Ennek feltétele azonban minden esetben az
elézetes szakorvosi vélemény ¢és feltételezett betegség ismerete (tudnunk kell, hogy a vizsgalt
beteg feltehetden valamilyen tiidobetegségben szenved, jelen esetben COPD-s).

Ennek megfeleléen a betegellatashoz tartozo rendszeres vizsgalatok soran érdemes lehet
monitorozni a szérum teljes glikanprofiljat is annak érdekében, hogy kelléen hamar, még 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 tulélési esélyeinek szempontjabol is kulcsfontossagu lehet. Sajnos
Magyarorszagon rendszeres €és szervezett tiidorak sziirés nincs, 8 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 glikozilacidés analizisével minimalis

kolcségnovekedés mellett lehet kellen informativ a beteg allapotat illetéen.

A COPD, a tiidérak és a komorbid csoportok a szérum N-glikanprofiljanak eldgazas

mértéke alapjan nem kiilonithetdek el egymastol, igy ezen tulajdonsdg biomarkerként valo
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alkalmazasa a betegcsoportok hatékony elkiilonitésére eredményeim alapjan nem lehetséges. A
tulajdonsag viszont alkalmas a kontroll és a tiidérak elkiilonitésére.

Bar a szérum N-glikozilacids analizisével a komorbid betegcsoportot sem a kontroll, sem
pedig a tiidérak csoportoktol nem tudtam elkiiloniteni az adatok statisztikai elemzésével, a fenti
glikan szerkezetek betegségspecifikus biomarkerek lehetnek, ezért kovetésiik és tovabbi
analizisiik mindenképpen javasolt.

Mivel az SPM eredményekbdl arra kovetkeztetek, hogy a csoportok kozott statisztikai
szempontbol szignifikans eltérést mutatd szerkezetek jelentOs része a szérumban kering6 IgG
antitestek glikozilacios allapotat tiikrozik (21. abra), igy kijelenthetd, hogy az IgG molekula
glikozilaciés vizsgalata mind a tiid6t érinté daganatos, mind pedig a kiillonb6z6 gyulladasos
korképek diagnosztikajaban jelentéséggel birhat.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a gyulladdsos és daganatos tiiddbetegségben szenvedd
paciensektdl szarmaz6 szérum mintdk N-glikomikai elemzése hasznos és gyors, eldzetes
molekularis diagnosztikai informaciot szolgaltat a globalis N-glikozilacios valtozasokrol és

azok potencialis glikoproteinforrasairdl.
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7. Osszefoglalas

PhD munkam soran a vérminta levételétdl a centrifugalasig, majd a fagyasztasig
szobah6émérsékleten (24-25°C) torténd tarolasanak N-glikan Gsszetételére gyakorolt esetleges
hatasat tanulmanyoztam CE-LIF késziilék alkalmazasaval. Kuttasom célja volt, hogy
megvizsgaljam a szérum N-glikom stabilitasat és az abban betegségek hatasara tapasztalt
valtozasok biomarkerként valo alkalmazhatosagat.

Vizsgalataim eredményeként megallapitottam, hogy a 4 ¢és fél oran beliili
szobahdmérsékleten valo tarolasnak nincs jelentds hatasa az N-glikanprofilra. Munkam
eredményeként igy kijelenthetd, hogy az altalam alkalmazott, és a klinikai laboratoriumokban
IS rutinszerii vizsgalati koriilmények kozott a szérum N-glikom viszonylag stabil

biomarkerforrasnak tekintheto.

Mind az elhizas, mind a GDM napjainkban egyre névekvé gyakorisaggal fordulnak el6. Az
elhizas és a GDM kéros hatassal lehet az anyéra és sziiletendd gyermekére egyarant, igy a
novekvo esetszamokat is figyelembe véve, egyre nagyobb igény mutatkozik olyan biomarkerek
azonositasara és egységes klinikai alkalmazasara, melyek el6re jelezhetik a GDM kialakulasat,
valamint annak hatésait anydra és gyermekére.

Az anyai és gyermek szérum eredetii IgG, valamint az anyai szérum IgA N-glikozilacidja
igéretes markernek bizonyult vizsgalataim sordn az elhizés és/vagy GDM kialakulasanak
¢és/vagy hatasanak jelzésére. Eredmenyeim alapjan megallapitottam, hogy az IgG N-glikan
szerkezeteinek valtozasal az anyai elhizast jol tiikr6zik, viszont a GDM kialakulasat nem
képesek jelezni. Ezzel szemben az IgA a GDM kialakuldsanak joslasara potencialis
glikobiomarker forrasnak bizonyult.

A gyermek ¢és anyai IgG glikozilacidjanak Osszehasonlitdsa soran megallapitottam, hogy
mind az anyai elhizas, mind a GDM befolyasolja a placentéris transzportfolyamatokat.

Célszeriinek tartom tovabbi alanyok bevonasaval alosztaly és kotdhelyspecifikus IgG
glikozilacios analizis elvégzését, kiegészitve a placenta gyulladdsos markereinek analizisével.
Ezaltal kdzelebb juthatunk az antitestek méhlepényen keresztiili transzportfolyamtainak, és igy

a magzat immunrendszerének fejlddését befolyasold tényezdinek jobb megértéséhez.

A dolgozat utolsé részében bemutatasra keriilt egy olyan uj megkozelités (SPM modell),

mely révén hatékonyan tanulmanyozhatdo a fenti két Ig osztaly N-kapcsolt glikozilacios
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modosulasa tovabbi harom, az emberi szérumban nagy koncentracidban jelen 1évé haptoglobin,
transzferrin €s alfa-1-antitripszin fehérjékkel egyidében.

A kidolgozott modellt alkalmazva kiilonb6z6 gyulladasos és daganatos tiidobetegségben
szenveddk 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 tartozo6 antennaris elagazas mértékét, mely a tiidérak
¢s a kontoll csoport elkiilonitését tette lehetove.

A statisztikai elemzés mellett bevezettem egy 0j értékelési eljarast, mellyel az azonositott
szerkezetek relativ teriiletszazalék valtozasat vizsgaltam. A modszer alkalmazéasaval szamos
olyan glikan szerkezeteket tudtam azonositani, amely a jovében segithet a betegség
diagnosztizalasa soran. Ezek koziil kiemelend6 az core-fukozilalt kétantennas agalaktozilalt
struktara (FA2), mely segitségével hatékonyan elkiilonitheté 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 glikozilacios analizise a tiid6t érintd daganatos és
kiilonboz6 gyulladasos betegségek (COPD) diagnosztikajaban jelentdséggel birhat.

A vizsgalt tiidObetegségekben szenvedd paciensektél szarmazd szérum mintak N-
glikomikai elemzése fontos kiegészitd és gyors, elézetes molekularis diagnosztikai informaciot
szolgaltathat a  globalis  N-glikozilaciés  valtozasokrol és  azok  potencidlis
glikoproteinforrasair6l, azaltal a jovoben megkonnyitve a diagnozis felallitasat és a terapids

dontéshozatalt.
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8. Summary

| investigated the possible effect of storage at room temperature (24-25°C) on the N-glycan
composition depending on the time delay from blood collection to centrifugation and freezing
using a CE-LIF device to determine the stability of serum N-glycome and to investigate the
applicability of disease-induced changes as potential biomarker. As a result of my experiments,
| found that the storage of whole blood at room temperature had no significant effect on the
serum N-glycan profile. As a result of my work, it can be stated that serum N-glycome can be
considered a relatively stable source of biomarkers under conditions both | applied and

routinely used in clinical laboratories.

Both obesity and GDM are occurring more and more frequently among women of childbearing
age. Both obesity and GDM can have adverse effects on both the mother and the unborn child,
given the greater number of cases there is a growing need to identify and uniformly apply
biomarkers that may predict the development of GDM and its effects on the mother and her
child. N-glycosylation of maternal and the child-derived serum IgG and maternal serum IgA
has been shown to be a promising marker in my studies for the development and / or effects of
obesity and / or GDM.

Based on my results, | concluded that the changes in the N-glycan structures of IgG excellently
reflect the maternal obesity, but cannot indicate the development of GDM. In contrast, | have
demonstrated in my work that IgA may be a potential source of glycobiomarkers in predicting
the development of GDM.

Comparing the glycosylation of child and maternal 1gG, | terminated that both maternal obesity
and GDM can affect placental transport processes.

| consider it appropriate to perform subclass and binding site-specific 1gG glycosylation
analysis with additional subjects, supplemented by analysis of inflammatory markers of the
placenta. In this way, we can get closer to a better understanding of the transport processes of
antibodies through the placenta and thus the factors influencing the development of the fetal

immune system.

In the last part of the dissertation, a new approach (SPM model) was presented, which can be

used to efficiently study the N-linked glycosylation modification of the above mentioned two
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Ig classes in parallel with three other proteins present in high concentrations in human serum
(haptoglobin, transferrin and alpha-1-antitrypsin).

Using the developed model, | examined the groups of patients with different inflammatory and
neoplastic lung diseases in order to identify biomarkers, that can be used to differentiate the
groups of patients diagnosed with COPD, lung cancer, and both diseases. During my work, |
determined the degree of antennary branching belonging to the desialylated N-glycan profile of
the serum samples of these groups, a property that allowed the separation of the lung cancer
and the control group.

In addition to the statistical analysis, | introduced a new evaluation procedure to examine the
change in the relative area percentage of the identified structures. Using this method, | have
been able to identify a number of glycan structures that may assist in diagnosing the disease in
the future. Outstanding among these structures is the core-fucosylated biantennary,
agalactosylated structure (FA2), which can effectively differentiate COPD from lung cancer
and both lung diseases from a healthy control group.

Considering the results of the statistical analysis of each N-glycan structure, the SPM model
suggests that glycosylation analysis of the IgG molecule may be may be of relevance for the
diagnosis of lung cancer and various inflammatory diseases (COPD).

N-glycomic analysis of serum samples from patients with the lung diseases studied may provide
important additional and rapid preliminary molecular diagnostic information about global N-
glycosylation changes and their potential glycoprotein sources, thereby facilitating future

diagnosis and therapeutic decision-making.
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9. Legfontosabb eredmények

1.

9.

10.

A vérvételtdl szamitott 4 és fél oran belill a teljes vérminta centrifugaldsig
szobahémérsékleten torténd tarolasanak nincs jelentés hatasa a szérum N-glikom
alakulésara, igy a szérum viszonylag stabil glikobiomarkerforrasnak tekinthetd.

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

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

Ezzel szemben az 1gG N-glikan szerkezetei tiikrozik az anyai elhizés soran fellépd
esetleges gyulladast a varandossag ideje alatt is.

A placentan atjut6 IgG molekuldk N-glikozilacidjara mind az anyai elhizés, mind pedig
a GDM hatassal van. Ez a hatas detektalhato a gyermekekbdl izolalt IgG molekulak N-
glikozilacidjanak szialilaltsagan keresztiil.

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

A védelmi mechanizmusnak része lehet a glikozilacid szelektiv IgG transzport, mely
eredményeként gyulladasos koriilmények kozott a placenta a magasabb szialildcioval
rendelkezd molekulakat részesitheti elényben. A mindkét rendellenességgel rendelkezd
anyak és gyermekeik esetében tapasztalt csokkent gyermeki IgG szialilalcié ennek a
védelmi mechanizmusnak a hatérait jelezheti, ahol mar nem képes a placenta a karos
kortiilmények kopmenzaléasara.

Az IgA glikozilacids valtozasai betegségspecifikus biomarkerként szolgalhatnak a
GDM vonatkozasaban.

Az IgA szidlsav/neutralis szerkezetinek aranyat sem az elhizas, sem a GDM, sem pedig
a két rendellenesség egyiittes megléte nem befolyasolta a varandés édesanyak esetében.
Ezért az IgA nem alkalmas a gyulladdsos folyamatok meglétének jelzésére.
Kidolgozasra keriilt egy glikoanalitikai megkozelités, mellyel a szérum minta

egészének analizisével informaciot kaphatunk a szérumban jelen 1évé IgG és IgA
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11.

12.

13.

antitest glikozilacios moddosulasairol, csokkentve a fehérjék elemzéséhez sziikséges
minta-, anyag-, illetve iddigényt.

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 tiidérdk és COPD diagnosztizaladsban, 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
tiidobetegségek vonatkozasaban gyors, eldzetes molekularis diagnosztikai informaciot

szolgaltat a szérum N-glikom valtozasair6l és azok potencialis glikoproteinforrasairol.
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