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1. Bevezetés

A tiidérak és a kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD) igen elterjedt megbetegedések az
egész vildgon. A diagnosztizdlasuk a mai napig nem kézenfekvd és gyakran csak kései
stadiumban torténik meg. Kezelésiik soran is az egyik hatranyt a pontos diagndzis hidnya
okozza, hiszen nehéz csak tiinetek alapjan megkiilonboztetni 6ket. Egy masik nagy akadaly,
hogy a COPD néveli a tiidorak kialakuldsanak kockazatat, ezaltal sok esetben tarsbetegségként
vannak jelen az emberi szervezetben. Ezért sziikség van olyan megbizhatd, és a betegek
szamara alacsony kockdzattal jaro, kevésbé invaziv, molekulédris diagnosztikai eljarasok
tovabbfejlesztésére, mint példdul a vér alapt diagnosztikai modszer, amelyek megfeleld
specificitassal és érzékenységgel képesek elére jelezni az aktualis betegség (tiidorak, COPD
vagy mindkettd) jelenlétét és prognozisat. Ezaltal jelenleg is nagy hangsulyt fektetnek uj
diagnosztikai eljarasok fejlesztésére. Az egyik ilyen modszer a molekularis biomarkerek
azonositasa vérszérumbol, amely akdr egy vérvétel altal valaszt adhatna a betegség tipusara. A
biomarkerek olyan jellemzdk, amelyek objektiven mérnek biologiai vagy patogén folyamatokat
vagy terapias kezelésekre adott valaszok specifikus indikatorai [1]. Az €16 sejtek felszinét
nagyszamu és igen valtozatos komplex cukor szerkezetek — tigynevezett glikdnok — boritjak,
amelyek mar egy betegség korai szakaszaban specifikusan médosulhatnak. Az olyan daganatos
¢és gyulladasos folyamatokban, mint a tiidérak és a COPD, valtozasok kovetkezhetnek be a
glikan-bioszintézisben, amelyek a sejtfelszini és a vérben keringd proteinek poszttranszlacios
modosulasaban szamos eltérést eredményezhetnek. Ezeknek a specifikus modosuldsoknak az
azonositasa potencidlis diagnosztikai szerepet tdlthet be. Az elmult évtizedekben a
glikobiomarker kutatasokra egyre nagyobb hangsulyt fektettek szamos betegség diagnosztikai
modszereinek fejlesztése soran [2]. Az eltérések megbizhato és validalhatdo azonositasa
nagyszamu minta feldolgozasat igényli, aminek kiértékelése uj statisztikai modszerek

fejlesztését teszi sziikségessé.



2. Célkitiizés
A tlidorakos megbetegedés nagyaranyu haldlozasi statisztikdjanak egyik f6 oka a kései
diagnozis. Erre megoldast jelenthet a korai diagnosztizalas. PhD munkam célja a tiidérakos
megbetegedés  korai  stddiumban  torténd azonositdsanak  eldsegitése  potencialis
glikobiomarkerek azonositasa révén. Elsé 1épésként a human vérszérumban talalhato
aszparagin-kotott glikan profil meghatarozasat végeztem lézer indukalt detektorral felszerelt
kapillaris elektroforézissel (CE-LIF). Ezt kdvetden az elektroferogramon elvalasztott N-kotott
oligoszacharid csticsok azonositasat tiiztem ki célul. A munka kovetkezo fazisaban egészséges,
tidérakos, COPD-s, valamint tiidérakos és COPD-s betegekt6l szarmazé szérum mintak glikan
profiljanak az 6sszehasonlitasa volt a célom jelentds specifikus eltérések keresése érdekében.
A betegség specifikus potencidlis glikobiomarkerek azonositdsa révén az elért eredmények

informaciot nyujthatnak Gj molekularis diagnosztikai modszerek fejlesztéséhez.

Munka maésodik szakaszaban tiidordkkal diagnosztizalt betegek szérum mintdinak N-
glikomikai elemzésével foglalkoztam. Ezen vizsgalatok soran célom volt, hogy megvizsgaljam,
hogyan alakul a tiidérdkos betegek glikan profilja a reszekcios miitétet kdvetden a kiindulési
allapothoz képest. Van-e korrelacids kapcsolat az egyes klinikai paraméterek és a glikdn
szerkezetek mindségi €s mennyiségi megvaltozasa kozott. A kérdés megvalaszoldsdhoz a
tiidorakos betegektdl gyljtott szérum mintakat analizaltam, amelyek a reszekcids miitétet
megelézden, és azt kdvetden keriiltek levételre. Munkam soran vizsgalni kivantam tovabba a
kemoterapia soran bekovetkezd glikan profil valtozasat, valamint azt, hogy van-e korrelacios
kapcsolat a klinikai paraméterek és a glikan szerkezetek mennyiségének megvaltozasa kozott.
A vizsgélatra szdnt mintdk a kezelés kiillonbozd fazisaiban kertiltek levételre. Az N-kotott
glikanok diszkrét analizisét, vagyis a korrelacios kapcsolatok vizsgalatait a klinikai
paraméterekkel, nemcsak egyenként, hanem glikan csoportokat l1étrehozva is megvizsgaltam.
A kivalasztott 21 glikdn szerkezetet az alabbi alcsoportokra osztottam: afukozilalt (fukédz
monomert nem tartalmaz6 glikdn szerkezetek és magasfokian mannozilezett glikan
szerkezetek), szialilalt, termindlis galaktozilalt és semleges glikanok (Osszes szialsav nélkiili,
toltéssel nem rendelkezd glikdn). Az eredményeket figyelembe véve a tiidérdkos betegek
kezelésének kimenetelérdl potencialis prognosztikai képet kaphatunk a vérszérum mintak

analizisével, ami akar a kezelés hatékonysagat is megnovelheti.



3. Eredmények és megbeszélés

A human szérum mintak N-kotott glikanjainak azonositasa

A vérszérum vizsgalatok egyik ujfajta megkozelitését jelentik a glikomikai vizsgalatok. A
glikoproteineken talalhatdé glikan struktardkat szémos rakos ¢€s kronikus gyulladéasos
megbetegedés befolyasolhatja. A human vérszérum glikomikai adatai értékes forrasai lehetnek
szamos rosszindulati megbetegedés diagnosztikajanak. PhD munkam soran egészséges
vérszérum mintabol azonositottam 61 aszparagin kotott glikan szerkezetet. A komplex
szérummintakbdl szdrmazd aszparaginhoz kotott oligoszacharidok analizise soran ujfajta
hémérséklet szabalyozott denaturacidos protokollt, valamint optimalizalt enzimatikus
felszabaditasi és parolgasi szarmazékképzési 1d6t alkalmaztam. A méréseket nagy
érzékenységl 1ézerindukalt fluoreszcencia detektalassal felszerelt kapilldris elektroforézissel
végeztem el. Az azonositott oligoszacharid szerkezetek hozzajarulhatnak ujfajta
glikobiomarker alapu diagnosztikai modszerek fejlesztéséhez. Potencidlis glikobiomarkerek
azonositasa a tiidorak, a COPD és a két betegség egyiittes jelenlétének kimutatasara. A
tiidorakos megbetegedés nagymértékii halalozasi ratajanak egyik oka a kései diagnozis, amely
sok esetben nem elég pontos a megfeleld kezelés kivalasztasdhoz. A tiidérak és a COPD
hasonlo6 tiinetekkel jelentkezik, amit korai stddiumban nehéz észrevenni. Rdadédsul a két
betegség sok esetben egyiitt van jelen a szervezetben. Meghataroztam egy glikan panelt, amely
olyan glikan szerkezeteket tartalmaz, amik potencialis glikobiomarkerei lehetnek a COPD-nek,
a tiidéraknak és a két betegség egyiittes jelenlétének. Ezenkiviil az N-glikdn alcsoportok,
példaul a fukozilalt, mono-, bi-, tri- és tetra-szialilalt, valamint a mono-, bi-, tri- és tetraantennas
glikanok valtozasai szintén potencialis diagnosztikai informaciokat hordozhatnak. A
meghatarozott glikdn panel és a megfeleld alcsoportok még megbizhatobb informaciot
nyujthatnak, mivel egy adott betegség altal okozott tObbszoros szerkezeti valtozasok egyiittesét

reprezentaljak.



Reszekcios miitét hatasanak vizsgalata a human szérum N-kotott glikan profiljanak

megvaltozasara

A human szérum aszparagin kotott glikan profilja értékes informaciokkal szolgalhat a
rosszindulatii megbetegedések, mint példaul a tiidorak biomarkereinek kutatdsdhoz. Munkam
soran szérum proteinek N-kotott glikanjainak valtozasait analizaltam a tiidé tumor reszekcids
mitét eldtt és utan. A mitét eldtti és utani mintakat CE-LIF moddszerrel vizsgéltam. A
viszonylag kis minta szam ellenére is jelentds Osszefiiggéseket taldltam a cukor szerkezetek
mennyiségének megvaltozasa és a diszkrét, valamint a folytonos klinikai paraméterek kozott.
Az osztalyozasi fa elemzése egy olyan N-glikan dontési modell halmazt eredményezett, amely
akar felhasznalhato a tiidédaganat miitéti uton torténd eltavolitasanak nyomon kdvetésére is. A
mitét pozitiv kimenetele szignifikdns korrelaciot mutatott az N-glikan valtozassal a még
dohanyzé és a mar dohanyzésrol leszokott betegek esetében is, valamint mind az
érelmeszesedésben szenvedd mind a nem szenvedd betegek esetén is. Mindemellett a negativ
kimeneteli miitétek mind a dohdnyz6 mind a mar leszokott betegek esetében is Osszefiiggésbe
hozhatok bizonyos N-glikan struktirak (FA2BG2S1, A2G2S(3)2, FA2[3]G1) relativ csucs
alatti teriiletének jelent0s valtozasaval. A negativ kimenetelii reszekcios miitét, amikor a
tiidorak mellett a COPD is jelen van vagy a tiidérak mellett érelmeszesedés nem figyelhetd meg
az FA3G3S(6)3 ¢és FA2BG2S1 vagy FA2BG2S2 és FA3G3S(3)3 relativ csucs alatti teriiletek
megvaltozasaval hozhatd Osszefiiggésbe. A tiidordk és a COPD egylittes megjelenése is
szignifikdns korrelaciét mutat, akidr van érelmeszesedése akar nincs a betegnek, az
FA4BG4S(3)4 ¢s FA2G2 vagy FA2G2S1 relativ csucs alatti teriiletének valtozasaval. A
COPD-s tiidorakos betegek esetében a miitét pozitiv kimenetele mellett még jelentésebb
novekedés figyelhetd meg az FA2G2S2 relativ csucs alatti teriiletében. Az érelmeszesedésben
nem szenvedd dohanyzasrél leszokott tiidordkos betegek human széruménak N-glikdn
profiljadban a miitéti reszekcid6 megnovelte az M9 glikan szerkezetének relativ csucs alatti
teriletét. A fentebb felsorolt Gsszefiiggések alapot adhatnak olyan modszerek fejlesztésére,
amelyek a tiidorakos betegek reszekcios miitétei soran nyomon kovethetik a kezelés
hatékonysagat. A vizsgalatokat nagyobb szamu mintara kiterjesztve, majd validalast kovetden
még megbizhatobb és pontosabb képet kaphatunk a kezelések hatékonysaganak kimenetelérdl

az aszparagin kotott glikan profil altal.

A klinikai paraméterek és az egyes N-kotott glikan strukturdk relativ csucs alatti tertilet
valtozasai kozotti kapcesolat elemzése mellett az N-kotott glikdnokbol alkotott csoportok relativ
csucs alatti teriilet valtozasai és a klinikai paraméterek Osszefiiggéseit is. Meghataroztam azokat

a legjelentdsebb klinikai paramétereket, amelyek a teljes afukozilalt alcsoport relativ csucs
6



alatti teriiletében valtozast okoztak a miitét utdn. Az érelmeszesedéssel diagnosztizalt tiidérakos
betegek, akik leszoktak a dohanyzasrél vagy a tiidérak mellett a COPD is jelen volt a
szervezetlikben ugyantigy valtoztattdk meg mind a teljes afukozilalt, mind a szialilalt glikan
struktardk mennyiségét. Abban az esetben, mikor tiidorak mellett mas kisérobetegség is
kialakult, a korrelacios modellben nemcsak a szialilalt glikan csoport relativ csucs alatti teriilet
véaltozasa, hanem a termindlis galaktozilalt glikdn csoport mennyisége is jelentsen
megvaltozott. Cukorbeteg tiidérakos betegek esetén a reszekcids mutét valtozast generalt a
terminalis galaktozilalt glikan alcsoport relativ csucs alatti teriiletében. Az 51 vizsgalt diszkrét
klinikai paraméter koziil csak egy (dohanyzé beteg pozitiv kimenetelli reszekcios miutéttel)
hatarozott meg kielégitd pontossagii modellt a semleges glikanok relativ cstcs alatti teriiletének

megvaltozasara.

A folytonos klinikai paraméterek N-glikan profilra gyakorolt hatasat linearis regresszios
analizissel értékeltem, amelynek eredményeként linearis korrelacidot hatdroztam meg a
tiidétumor reszekciés miitét altal okozott N-glikdn véltozasokra a human szérumban ¢és a
folytonos klinikai paraméterek kozott. A folytonos paraméterek kozott figyelembe vettem az
¢letkort, a CRP értéket, a vércukorszintet, az elszivott cigarettdk mennyiségét, a dohanyzassal
eltoltott éveket és a betegség stadiumat. Az igy azonositott dsszefiiggések felhasznalasaval N-
glikdnokbol allo panel allithatd 6ssze, amelybdl kdvetkeztethetlink a beteg kortorténetére €s

allapotara.



A kemoterapia glikan szerkezet megvaltozasara gyakorolt hatasanak vizsgalata dontési

fa elemzés alkalmazasaval

A tiidorak kezelésének egyik leggyakoribb modszere a kemoterapiés kezelés. Azonban ennek
a hatékonysdga sem 100%-os, ezaltal a hatékonysagénak novelése €és figyelemmel kisérése
hozzajarulhat a beteg élettartamanak noéveléséhez. Kutatdé munkam soran osszefiiggéseket
kerestem a kemoterapids kezelésen résztvevd tiidérakos betegek klinikai paraméterei és a
kezelés hatasara bekovetkezd aszparagin kotott glikomikai valtozasok kozott. Az analizis
eredményeként a kemoterapia hatasadra bekovetkezd N-kotott glikan szerkezet valtozasok
(A3G3S(3)2, FA2B[6]G1, M8, M9, FA2[6]G1S1, FA2BG2S2, FA3G3S(3)3, FA2[3]G1,
A2G2S(6)1, FA4BG4S(3)4 AA2G2S(6)2, AFA2G2S2 AFA2[6]Gl. FA2, M6) kell6
megbizhatosdggal modellezhetéek abban az esetben mikor a beteget nem diagnosztizaltak
COPD-vel csak tiidérakkal. A ndk esetén szintén jol modellezhetd valtozasokat tapasztaltam a
kezelés kimeneteleinek fliggvényében, a progresszio esetén az A3G3S(3)2 glikan szerkezet
valtozasaban, a stagnalé tumor allapot esetén pedig az FA2G2S1, FA2, M6, FA2B, M9,
FA2[6]G1 és M7 cukor szerkezeteknél. A cukorbetegség jelenlétében 6nmagaban (FA2[3]G1,
FA2[6]G1, M7, FA2G2S1, M9) ¢és COPD-vel (FA3G3S(6)3, A2G2S(3)2) vagy
érelmeszesedéssel (M9, A2G2S(3)2) tarsulva is egyedi valtozasok jelentek meg a vizsgalt
glikan struktirak mennyiségében a kezelés hatasara. A tiidérakos betegek esetén, akiknél nem
alakult ki a COPD akar leszoktak a dohanyzasrol (A3G3S(3)2, FA4BG4S(3)4, A2G2S(6)2,
M9) akar nem a kezelés idejére (M9, FA2BG2S2, FA3G3S(3)3, FA2[3]G1, A2G2S(6)1) a
huméan szérum mintaikban meghatarozott glikdn szerkezetek specifikus modell szerint
valtoztak. Az eredmények azt is megerdsitették, hogy a tiidérakos cukorbeteg kezelt
pacienseknél, azonos modell figyelheté meg a tumor regresszid €s a tumor progresszid nélkiili
esetekben (FA2G2S1, FA2G2S2, FA2[3]G1, M9). Megbizhatdé modell figyelheté meg az
érelmeszesedéssel és tiiddorakkal is kiizdd paciensek esetén, mikor a kezelést kovetden
progresszio 1épett fel (A3G3S(3)2, A2G2S(6)1, FA2G2S2, A4G4S(6)2) vagy nem valtozott a
tumor allapota (A4G4S(6)2, A3G3S(3)2, FA2B[6]Gl, M8, A2BG2S1, FA2BG2S2,
FA3G3S(3)3, A2G25(6)2). Nagyobb mintaszam esetén a kapott eredmények megbizhatosagat
€s pontossagat tovabb lehetne ndvelni. A PhD munkam soran elért eredmények segitséget
nyujthatnak olyan gyakorlati diagnosztikai moddszerek fejlesztésében, amelyek nyomon

kovethetik a kemoterapias kezelések hatékonysagat.

Az adott glikan szerkezetek kiilonallo vizsgalata mellett, azt is megvizsgaltam, hogy az egyes
glikan alcsoportok a kezelések hatdsara torténé valtozasa milyen Osszefiiggésben volt a

betegekhez tartozo klinikai paraméterekkel. A glikdn csoportoknal is a ndi kezelt betegek esetén
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a kemoterapia hatékonysaga a felallitott modellekkel jol meghatarozhaté a kemoterapia mind
harom kimenetelét tekintve (regresszio, progresszio, stagnald tumor). A cukorbetegségben
szenvedd betegek esetén megbizhatdé pontossaggal hatdroztam meg modelleket a kezelés
hatasara torténd valtozasokra szamos klinikai paramétert figyelembe véve, mint példaul COPD
diagnozis hianya, érelmeszesedés jelenléte vagy hianya, dohdnyzas vagy dohanyzasrol valo
leszokés, tumor progresszid vagy tumor regresszié hidnya. Az egyes glikdn szerkezetek

mennyiségének valtozasat csoportositva megnétt az eredmények megbizhatosaga.

Sajnos a modellek felallitasa esetén a kezelés tipusat nem tudtam figyelembe venni, a kis
mintaszam kovetkeztében nem értem el megbizhato eredményeket. A kemoterapias kezelések
esetén a folytonos klinikai paraméterek esetén nem tudtam megbizhat6 regresszidos modelleket

felallitani a meglévo adatok segitségével.



4. Osszefoglalas

A PhD munkam {6 célkitizése az volt, hogy eldsegitse a vérszérumban 1évé N-glikan
szerkezetek kutatasat és a diagnosztikai fejlesztésekben valo alkalmazhatosagukat. Mar szdmos
kutatas bizonyitotta, hogy a rosszindulata tumoros megbetegedések és a szervezetben fellépd
gyulladasok hatasara specifikus glikozilacids folyamatok mennek végbe. A munkam folyaman
tiidébetegektdl szarmazd human vérszérum mintak N-glikdnjainak analizisét végeztem el CE-
LIF moédszerrel. Vizsgalataim sordn meghatdroztam 61 N-glikdn struktirdt a human
vérszérumban. Ezek a szerkezetek adtdk meg azokat a glikdn alcsoportokat, amelyekben
potencialis glikobiomarkereket kerestem a tiidérak, a COPD és a két betegség egyiittes
diagnosztizalasara. Az volt a célom hogy olyan specifikus modosulésokat talaljak, amelyek az
adott betegségre jellemzdéek. A kutatdmunka eredményeként Osszedllitottam egy N-kotott
glikan struktarakbol allé panelt, amely potencialis glikobiomarkereket tartalmaz a tiidérak a
COPD, valamint a két betegség egylittes jelenlétére a szervezetben. A tiidérak esetén volt a
legtobb nagy mértékii valtozas megfigyelhetd FA4BG4[3,3,3,3]S4,FA3G3[6]S3, A2BG2S2,
M3, FA2G2S2, FA2BG2S2, A2BG2S1, FA2G2S1, FA2BG2S1, A2B ¢s az FA2G2 glikan
struktirak esetén. Azonban a FA4BG4[3,3,3,3]54, FA3G3[6]S3, A2BG2S2, M3, FA2BG2S2,
FA2G2 glikan strukturdk mennyisége jelentdsen valtozott a COPD kialakulasakor is. Amikor
mind a két betegség egyiittesen volt jelen a szervezetben csak az FA3G3[6]S3, FA2G2S1,
FA2G2 glikan szerkezetekben l1épett fel jelentds eltérés. Az adott glikan szerkezetek kiilonallo
vizsgalata mellett megvizsgaltam azt is, hogy milyen hatdssal vannak a szervezetben kialakult
koros allapotok az egyes glikan csoportok megvaltozasara. A tiidérak kialakulasa jelentésen
befolyasolja a mono- tri- és tetraszialsavas és a mono- tri- és tetraantennaris N-glikan struktarak
mennyiségét. A COPD esetén kisebb mértékii valtozasok figyelhetdk meg a tiidérakhoz képest,
azonban a tetra-szialsavas, a mono- és a tetra-antennaris csoportok esetén nagymértéki a

novekedés.

A tiidOrak diagnosztikai modszereinek fejlesztése mellett napjainkban kiemelkedd a kezelés
hatékonysaganak és nyomon kovethetdségének fejlédése is. A masodik f6 célom az volt, hogy
a mar diagnosztizalt és kezelt betegek human szérummintdinak vizsgalataval informaciot
szerezzek a kezelés hatasara fellépd N-glikén profil valtozasok és a klinikai paraméterek kozotti
Osszefiiggésekrol. Tiidorakos betegek vérszérum mintait CE-LIF modszerrel analizaltam. Az
adatok feldolgozasahoz egyediil 4116 modon dontési fa elemzést alkalmaztam. Az eredményeim
bebizonyitottak, hogy a modszer alkalmas a korrelaciok feltérképezésére a tiidérakos betegek
esetén. Két tipust kezelést vizsgaltam, a reszekcios miitétet és a kemoterapiadt. Mind a két
esetben specifikus valtozasokat talaltam a vizsgalt N-kotott glikan szerkezetek mennyiségében
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a kezelés hatasara szamos klinikai paraméter esetén. Ezek az osszefliggések validalast kovetden
jelentdsen hozzajarulhatnak, olyan médszerek fejlesztéséhez, amellyel egyszeriibbé valik mind
a mitétek, mind a kemoterapias kezelések hatékonysaganak nyomon kdvetése és esetlegesen a
kezelések kimenetelének javitdsa az idoben torténd beavatkozasok altal. A megfelel kezelés
kivalasztasa nagy szerepet jatszhat a terapia hatékonysagaban, ezaltal minden informéacio

hasznos lehet, amely elésegitheti a személyre szabott terapia kivalasztasat is.

[1] K. Strimbu, J.A. Tavel, What are biomarkers?, Curr. Opin. HIV AIDS. 5 (2010) 463
466. https://doi.org/10.1097/COH.0b013e32833ed177.

[2] S.A.Svarovsky, Cancer Glycan Biomarkers and their Detection - Past, Present and
Future, Anal. Methods. (2006) 323-350.
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