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Roviditésjegyzeék

AAT — a-1-antitripszin

ADC — adenokarcindma

ANTS — 8-amino-naftalin-1,3,6-triszulfonsav
APTS — 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav

Asn — aszparagin

CART — osztalyozasi és regresszios fa elemzés
CE — kapillaris elektroforézis

CE-LIF — 1ézer-indukalt fluoreszcens detektorral felszerelt kapillaris elektroforézis
COPD — kronikus obstruktiv tiidobetegség
CRP — C-reaktiv protein

CT — komputertomografia

DNS — dezoxiribonukleinsav

DP2 +DP15 — a masodik (maltdz) és a tizenotddik (maltopentadekoz) foka a maltodextrin
kalibralé 1étranak

EOF — elektroozmotikus aramlas
ER — endoplazmatikus retikulum
GU — gliik6z egység

HILIC-UPLC — hidrofil kdlcsonhatasu és ultra nagy teljesitményti folyadékkromatografia
Osszekapcsolasa

HPLC — nagy teljesitményli folyadékkromatografia
LC — tiidorak

LCLC — nagysejtes tiidorak

Man — manndz

MI — mesterséges intelligencia

mMiRNS — mikro-ribonukleinsav

ML — gépi tanulas

MRI — magnesesrezonancia-képalkotas

MS — tomegspektrométer



NSCLC — nem kissejtes tiidérak
PET — pozitronemisszios tomografia
Pro — prolin

RPM — percenkénti fordulatszam
RFU —relativ fluoreszcens egység
RNS — ribonukleinsav

RSD - relativ standard deviacid
SCC — laphéamrak

SCLC — kissejtes tiidorak

SD — standard deviacid

Ser — szerin

SVM — tdmaszvektor gép modell

Thr — treonin



1. Bevezetés

A tidorak és a kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD) igen elterjedt megbetegedések az
egész vilagon. A diagnosztizalasuk a mai napig nem kézenfekvd és gyakran csak kései stadiumban
torténik meg. Kezelésiik soran is az egyik hatranyt a pontos diagnozis hidnya okozza, hiszen nehéz
csak tiinetek alapjan megkiilonboztetni dket. Egy masik nagy akadaly, hogy a COPD ndveli a
tiidorak kialakuldsanak kockazatat, ezéltal sok esetben tarsbetegségként vannak jelen az emberi
szervezetben. Ezért sziikség van olyan megbizhato, és a betegek szamara alacsony kockazattal jaro,
kevésbé invaziv, molekularis diagnosztikai eljarasok tovabbfejlesztésére, mint példaul a vér alap
diagnosztikai modszer, amelyek megfeleld specificitassal és érzékenységgel képesek eldre jelezni
az aktualis betegség (tiidérak, COPD vagy mindkettd) jelenlétét és prognozisat. Ezaltal jelenleg is
nagy hangsulyt fektetnek 0j diagnosztikai eljarasok fejlesztésére. Az egyik ilyen modszer a
molekularis biomarkerek azonositasa vérszérumbol, amely akar egy vérvétel altal valaszt adhatna
a betegség tipusara. A biomarkerek olyan jellemzdék, amelyek objektiven mérnek biologiai vagy
patogén folyamatokat vagy terapias kezelésekre adott valaszok specifikus indikatorai [1]. Az é16
sejtek felszinét nagyszamu és igen valtozatos komplex cukor szerkezetek, — ugynevezett. glikanok
— boritjak, amelyek mar egy betegség korai szakaszaban specifikusan modosulhatnak. 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 potencialis diagnosztikai szerepet tolthet be. Az elmult évtizedekben a glikobiomarker
kutatasokra egyre nagyobb hangsulyt fektettek szdmos betegség diagnosztikai modszereinek
fejlesztése soran [2]. Az eltérések megbizhato és validalhatd azonositisa nagyszamu minta

feldolgozasat igényli, aminek kiértékelése U statisztikai modszerek fejlesztését teszi sziikségessé.



2. Irodalmi attekintés

Ebben a fejezetben ismertetem a tiidérakot és a COPD-t, mint a tid6 két gyakori
megbetegedését. A legfontosabb jellemzok mellett kitérek, a kialakulasuk kockazatara, a
diagnosztikai modszerekre és a kezelési lehetdségekre. A korai diagnosztika szerepe mind a két
betegség esetén jelentds, ezért kiemelten fontos a fejlesztésiik. Potencidlis lehetdség van a vérvétel
alapti vizsgalatokban. Roviden bemutatom a szérumot €s néhany fehérjének a glikozilacids
valtozasat, amely sordn betegség specifikus valtozasok mehetnek végbe. A glikoproteineken
talalhato cukor szerkezetek megvaltozasai ezaltal biomarkerei lehetnek példaul a tiidéraknak vagy
a COPD-nek is. A kapillaris elektroforézis modszerrel hatékonyan analizalhatok az oligoszacharid
tartalmu mintak. Kitérek az N-kotott glikanok azonositasa soran elengedhetetlen exoglikozidaz
alapu glikan szekvenalds modszerének leirdsdra. A bioldgiai mintdk vizsgdlata sordn keletkezd
nagy mennyiségl adathalmaz feldolgozasa kihivast jelentd feladat. RGviden 6sszefoglalom azokat
a lehetéségeket, amikkel a nagy mintaszamu Gsszetett adatbazisok is analizalhatok, mint a gépi

tanulas és a dontési fa analizis.
2.1 Tidorak

A tiidoérak az egyik legnagyobb halalozasi rataval rendelkezé daganatos megbetegedés
vilagszerte. A becslések szerint 2,2 millid j rakos megbetegedéssel és 1,8 millio halalesettel a
tiidoérak volt a masodik leggyakrabban diagnosztizalt rak tipus 2020-ban (az els6 a mellrak) [3]. A
hosszitava dohanyzas jelentds mértékben megnoveli a tiidérak kialakulasanak kockazatat [4]. A
tiidorak az arra érzékeny tiidosejtek genomjaban bekovetkezett tobbszoros valtozas eredményeként
jon létre, amelyet a rakkeltd anyagoknak vald Kkitettség tovabb fokozhat [5]. A legujabb
tanulmanyok azt valdsziniisitik, hogy a szdvettanilag nyilvadnvald tiidérak a tiidd normalis
hamsejtjeiben bekdvetkezd specifikus genetikai és morfologiai valtozdsok egymaés utdni
felhalmozodasanak koszonhet6 [5]. Korai stadiumban tobbnyire tiinetmentes, csak elérehaladott
allapotban fordul el6 mellkas fajdalom, gyakori kohogés, vér a nyalban, 1égzési és nyelési
nehézségek, étvagytalansag, sulyvesztés, faradsag és arc vagy nyaki duzzanat [6]. Tovabbi

problémat jelentenek az esetlegesen kialakulo attétek.

A tiidorakot két szovettani osztalyba soroljuk, amelyek kiillonb6z6é modon nének és terjednek:
kissejtes tiid6 karcinoma (SCLC) és nem kissejtes tiidokarcinoma (NSCLC), utobbi az

adenokarcinomat (ADC), a nagy sejtes karcinomat (LCLC), valamint a laphamsejtes karcindmat
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(SCC) foglalja magaba [7]. A megkiilonbdztetés alapja az érintett sejtek mérete. A nem Kissejtes
tiidorak az elterjedtebb, ez adja az esetek koriilbeliil 90%-at. Ez kevésbé agressziv, mint a kissejtes
tiidorak, sokkal lassabban terjed tovabb mas szervekre. Ezzel szemben a kissejtes tiidorak tipus
teszi ki az esetek 10%-at és hajlamos a gyors terjedésre. A kissejtes tiidorak két fazisra oszthat6 1)
korlatozott stadiumu kissejtes tiidérakra, amely esetben a tumor csak a mellkas egyik oldalara
terjedt ki, leginkabb a tiidore és a nyirokcsomokra és 2) kiterjedt stadiumu kissejtes tiidorakra,
amely esetén a tumor kiterjedhet a tiido egyik felére vagy akar mind a két felére, és megjelenhet a

nyirokcsomokban, a mellkasban és a test mas részein is [8].

A nem Kissejtes tiidorak fejlédése és kiterjedése tobb szakaszra bonthato 1) rejtett stadium: a
rakos sejtek példaul egy kopet citologiai vizsgilatin megjelennek, de a tumor helye nem
azonosithatd. 2) 0. stddium esetén a rakos sejtek csak a légutakat béleld sejtek felsd rétegében
talalhatok meg, a daganat nem terjed ki a tiido mélyebb rétegeibe és a daganatos sejtek nem
terjednek tul a légutakon. 3) I. stadium esetén egy kisebb tiidérakos daganat (3 cm-nél kisebb)
azonosithatd, amely még nem terjedt el a kdrnyezd tiidéhartyan, nyirokcsomokon, vagy a tiid6 6
horgd again. 4) II. stddium azt jelenti, hogy a rakos sejtek elterjedtek a tiido kozelében 1évo
nyirokcsomoékon is. Ezen beliil IlI/A stadium: a tumor mérete harom ¢és 6t cm kozott van. 11/B
stddium: a tumor mérete 6t és hét cm kozott valtozik. Azonban mind a két II. stddiumhoz akar mas
faktorok romlasa is vezethet, nemcsak a tumor mérete, mint példaul a nyirokcsomokra vald
kiterjedtség vagy esetleg két tumor is jelen van. 5) I11. stadium azt jelenti, hogy a rakos sejtek mind
a tiidében, mind a nyirokcsomoban jelen vannak a mellkas kozepén. Két részre oszthato a III.
stadium is: III/A stadium: ebben az esetben a tliidérakos sejtek a mellkas ugyanazon az oldalan
terjedtek el, ahol kialakultak a tiiddben. I1I/B stadium: esetén a mellkas masik oldalara is atterjedtek
a rakos sejtek, sot akar a kulcscsont felett is. 6) IV. stddium magéba foglalja azokat az eseteket (a
tumor méretétdl fiiggetleniil), amikor az alabbi harom dologbol kettd teljesiil: a rdkos sejtek

megjelennek a masik oldali tiidon is vagy a tiid6, vagy a sziv koriili folyadékban is. [9].

A tidorak diagnosztizalasanak elsdé 1épése a fizikai vizsgalatok elvégzése, amit képalkotod
vizsgalatok ¢és kopet citologia kovet. A rontgen, MRI, CT ¢és PET felvételek részletesebb képet
adhatnak a beteg allapotarol és kisebb elvaltozasok is azonosithatok vele. A kopet citologia a
kohogés soran keletkez6 valadékban meghatarozza, hogy van-e rakos sejt. Jelenleg a non-invaziv

képalkoté modszerek alapjan torténik a daganat kiterjedtségének a meghatarozasa és ezeket az



eljarasokat egésziti ki a szovetdiagnosztika. A szdvettani vizsgélat az alapvetd és legmegbizhatobb
modszer, a képalkotd eljarassal azonositott potencidlis daganatos elvaltozas jelenlétének
bizonyitasara, valamint annak malignus vagy benignus természetének, illetve pontos szdvettani
meghatarozasanak is [10]. A szovetdiagnosztikahoz tartozé mintavétel a biopszia, amelynek
tipusai bronchoszkopia, ultrahang iranyitasu bronchoszkopia, mediasztinoszkopia és vékonyti
biopszia [11]. Bronchoszkdpia, mas néven léguti tiikr6zés soran a garat helyi érzéstelenitését
kovetden a bronchoszkopot végig vezetik a 1égcsovon keresztiil a horgékbe, majd mintat vesznek
a horgék nyalkahartyajabol ¢és a kornyezetiikbol, valamint a tiddszévetbol. A
mediasztinoszkopiaval (gatortiikrozés) a két tiido kozotti teriilet térképezhetd fel, beleértve a szivet,
a légecsovet, a nyeldcsovet, a csecsemOmirigyet €s a nyirokcsomoékat a daganat kiterjedésének
meghatarozasara. A tli biopszia soran a mellkasfalon keresztiil tiit vezetnek a képalkoto tesztek
alapjan gyants tiiddszovetbe és mintat vesznek bel6le. Amennyiben ez nem lehetséges, akar miitéti
uton is torténhet a mintavétel. A pontos diagndzis és a stadium meghatarozasa eldsegiti az optimalis
kezelés kivalasztasat is. Azonban a szovetdiagnosztikai eljarasok mind kockazatos invaziv

modszerek.

2.2 A tiidorak kezelése

A tiidoérak esetén a megfeleld terapia kivalasztasat szamos tényezd befolyasolja tobbek kozott a
daganat tipusa (kissejtes vagy nem kissejtes), mérete, az elhelyezkedése, az eldrehaladottsaga és a
szervezet egészségi allapota is. Ebbdl kifolydlag a legjobb kezelés kivalasztasa igen bonyolult. A
leggyakoribb lehetéségek a miitét, a sugarkezelés, a kemoterapia és az immunterapia, illetve
néhany esetben akar ezek kombinacioja is lehetséges. 2015-ben a tiidérakos betegek esetében
alkalmazott kezelések koziil a miitétek 22%-ot, a radioterapia 38,8%-ot és a kemoterapia 39,2%-
ot tettek ki [12]. Harom tipusu tiid6tumor eltavolité mutétet kiilonboztetiink meg: a lobektomiat (a
tiidé egy vagy tobb részének eltavolitdsa), a pneumonektomiat (az egész tiido eltavolitasa) és a
szegmentektomiat (tiidé csak egy kis darabjanak eltavolitasa). A sugarkezelés a sugarzas
impulzusait alkalmazza a rikos sejtek elpusztitasara. A kemoterdpia sordn alkalmazott
készitmények kihaszndljdk a rakos sejtek sokkal gyorsabb osztddasat, azonban az egészséges
sejteket is pusztitjak, ezaltal mellékhatasként szamos esetben kiilonb6zd anémidk is megjelennek,
mint példaul neutropénia, trombocitopénia, limfocitopénia. Ezért is fontos a kezelés alatt a beteg
folyamatos monitorozasa. A kemoterapias kezelést mind a négy tipusu tiidérak (ADC, SCC,

LCLC, SCLC) esetén alkalmazzak [12]. A kemoterapia esetén megkiilonboztetiink adjuvans és
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neoadjuvans kezelést, illetve az eldre haladott (III és IV stddiumban) daganatos megbetegedés
esetén alkalmazott terapiat [13]. A neoadjuvans kemoterapia lehetdvé teszi a mikrometasztazisok
korai kezelését, amivel a tumor akar teljes regresszidja is elérhetévé valik. Ebben az esetben a
mitétet megel6zden alkalmazzak a kemoterapiat, azonban az eredményessége kutatasok hidnyaban
még vitatott [13-15]. Az adjuvans kemoterapiat potencialis reszekcids operaciot kovetden
alkalmazzak II/A és III/A stadium besorolasi daganatok esetén. A hatékonysaga azon a
feltételezésen alapul, hogy a miitétet kovetden a gyogyulast leggyakrabban a tavoli metasztazisok
kialakulasa akadalyozza. Tanulmanyok bizonyitottak, hogy az 5 éves talélési esély megnd még a
nagyobb tumorok esetén is (>4cm) [13,16] adjuvans kemoterapia alkalmazasa soran. Elérehaladott
tiidorakos betegek esetén, amikor mar szdmos metasztazis is kialakult, mar nem alkalmazhaté
reszekciés miitét. Ezekben az esetekben palliativ terapia javasolt, ami az immunterdpia
megjelenése el6tt leggyakrabban platina dublett volt, karboplatinnal vagy ciszplatinnal,
gemcitabinnal, vinorelbinnel vagy taxanokkal (paclitaxel vagy docetaxel) [13]. A kezelések

hatékonysagat ndvelheti a minél szélesebb korii ismeret a beteg allapotardl.

2.3 Kronikus obstruktiv tiidébetegség

A tiidorak mellett a tiido egy masik igen elterjedt megbetegedése a kronikus obstruktiv
tiidobetegség (COPD), amely megel6zhet6 és kezelhetd 1éguti rendellenesség, amit progressziv,
részben reverzibilis 1égaramlas korlatozodas és tiid6 hiperinflacio jellemez [17]. Mind a tiid6rak,
mind a COPD esetén a magas mortalitdsi arany tobbek kozott a korai stadiumukbeli
tiinetmentességnek és a megfeleld megkiilonboztetd diagnosztikai eszkozok hianyanak tudhatd be
[6]. Mindemellett a COPD kialakulasa noveli a tiidérak kialakulasanak a kockazatat is, ebbdl
kifolyolag a két betegség sokszor tarsbetegségként van jelen a szervezetben [18]. Habar nem
pontosan ismert ennek a kapcsolatnak a mechanizmusa, azonban hozzajarulnak a genetikai és
epigenetikai valtozasok, az immunrendszer, a tiidé mikrokornyezetének és mikrobidomajanak

szabalyozasi zavara, valamint a dohanyzas altal generalt oxidativ stressz is.

A kronikus obstruktiv megbetegedés az emfizéma ¢€s a kronikus horghurut kialakulasa [19]. Az
emfizéma sordn a légholyagocskak kitagulnak, a tiidészovet karosodik €s csokken az egységnyi
1égz6 feliilet, mindemellett a kronikus horghurut gyulladast és szikiiletet okoz a horgékben,
aminek kovetkeztében nyalka halmozodik fel. Mind a két megbetegedés elzarodashoz vezet a

légzérendszerben, ezaltal nehézlégzést és 1égzési problémakat okozhat [20]. A COPD
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kialakulasanak leggyakoribb kockézati tényezdje a dohdnyzas, de mas kornyezeti hatasok is
eléidézhetik, mint példaul a 1égszennyezd anyagok (vegyi anyagok, fiist, por) hosszutava
inhalacidja [21]. A fejl6d6 orszagokban a dohanyfiist mellett komoly problémat jelentenek, hogy
az otthonok gyakran rosszul szell6znek, €és a csaladok arra kényszeriilnek, hogy belélegezzék a
fozéshez és flitéshez hasznalt tiizeldanyagok égéstermékeit. A kiilsé tényezdk mellett a COPD
kialakulasaban genetikai tényezok is szerepet jatszhatnak,, a COPD-ben szenveddk koriilbeliil 5% -
anal a betegség kialakulasa a-1-antitripszin (AAT) hianyara vezethet6 vissza (fiatalkori COPD)
[22]. Ez a fehérje védi a tiidészoveteket karosodastol, amelyet a neutrofil elasztaz enzim aktivitas
novekedése okoz és emfizéma kialakulasahoz vezethet [23]. Tudomanyos kutatasok azt mutatjak,
hogy a COPD-s betegek nagy aranyban keriilnek ki a 40 év felettiek koziil, és olyanok korébol,
akik élete sordn a dohdnyzés valamely formdja (cigaretta, szivar, pipa, akar csak passziv formaban

is) legalabb rovid ideig megjelent [24].

A COPD korai diagnézisa nem egyszerti, mivel nincs onmagaban megfeleld teszt az
azonositdsdhoz. A diagnoézis elsdsorban a paciens életmodjanak és genetikai torténetének
feltérképezésén, fizikai vizsgalatokon, tlineteken ¢és vérvizsgalat eredményein alapul. A
tiidofunkciok értékelésére spirometria vizsgalatot alkalmaznak. Ez a vizsgalat az alapja a COPD
stadiumanak meghatarozasanak is. A paciens allapotarol részletesebb képet kaphatunk képalkotd
diagnosztikai modszerekkel, mint példaul rontgennel vagy CT vizsgalattal, amelyek részletes képet

mutatnak a tiidérol, az érrendszerrdl és a szivrol is [25].

2.4 Szérum

A human vér elemzése Utjan részletes képet kaphatunk az egyén egészségi allapotarol. A vért
mar 1dészamitdsunk utan a mésodik szdzadban alkalmaztak arra, hogy meghatarozzak a betegség
tipusat, habar ekkor leginkabb a vérnek csak a fizikai tulajdonsagait vizsgaltak [26]. Az emberi
szervezet vérkeringésének és a mikroszkop felfedezésének kdszonhetden rohamos fejlddésnek
indult az emberi szervezetben lejatszodd folyamatok megismerése és a kiilonféle betegségek
diagnosztizalasa [26]. Napjainkban bar szdmos megbetegedésre ¢és koros elvaltozasra
kovetkeztethetiink a vér elemzésével, még mindig tovabbi lehetdségeket rejt a biomarker kutatas
teriiletén. Vér alapu j molekularis diagnosztikai eljarasok fejlesztése, molekuldris markerek

feltarasa, validaldsa klinikai alkalmazdsra a ma még nehezen azonosithatd betegségek
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diagnosztizalasdhoz vezethet. Ennek koszonhetden a tiidérak és a COPD korai felismerése is

lehetdvé valhat, amely a talélési esély jelentds novekedését eredményezheti.

A vér f6 komponensei: a sejtes (alakos) elemek (vorosvértestek, fehérvérsejtek, vérlemezkék)
¢és a plazma. A vorosvértestek oxigént szallitanak a szervezetben a hemoglobin nevii fehérje
segitségével. A hemoglobin lehetdvé teszi, hogy a vordsvértestek felvegyék az oxigént a tiidobol.
A fehérvérsejtek a test immunrendszerének részét képezik, segitenek a fert6zések és betegségek
lekiizdésében. Tobbféle tipusat kiilonboztetjiik meg: granulocitak (bazofilek, neutrofilek,

eozinofilek), limfocitak, monocitak. A vérlemezkék segitik a véralvadast.

A plazma a vér folyékony allomanya, amely extracellularis matrixot alkotva oldott sokat,
gliikozt és fehérjéket egyarant tartalmaz. [27]. Feladatait a benne talalhatdo molekulak hatarozzak
meg, példaul tapanyag és anyagcesere termékek szallitasa, hormonok szallitasa, bels6 homeosztazis
szabalyozasa az ozmotikus nyomos biztositasaval, pH szabdlyozassal, hdszabalyozassal. A
plazmaban talalhato fehérjék két csoportra oszthatok, plazma fehérjékre és szabalyozo fehérjékre.
A szabalyozo fehérjék kozé tartoznak az enzimek és hormonok, ezek sokkal kisebb mennyiségben
vannak jelen a plazmaban, mint a plazma fehérjék. A plazma fehérjék 3 f6 csoportja az albuminok,
a fibrinogének és a globulinok. Az albumin a plazma fehérjék koriilbeliil 54 v/v%-at teszi ki és a
majban képzddik. Az albuminok meghatarozd szerepet jatszanak a vér ozmotikus nyomasaban,
vagyis jelenlétiik megtartja a vizet az erekben, és a szovetekbdl az erek falain keresztiil a véraramba
juttatjak azt. Masrészrol koto fehérjeként és szallitd, hordozoként is szolgal a zsirsavak és szteroid
hormonok szamara [28]. A fibrinogén a plazma proteinek csupan 7%-at teszik ki. Az albuminhoz,
valamint az alfa- és béta-globulinokhoz hasonléan a fibrinogént is a maj termeli. A véralvadasban
elengedhetetlen szerepe van a fibrinogéneknek [28]. A véralvadasi folyamat lejatszodasat kovetéen
szérumot kapunk. A teljes plazma proteinek koriilbeliil 38 %-at a globulinok teszik ki, amelyek
harom f6 alcsoportja: alfa-, béta- és gammaglobulinok, amelyek heterogén csoportot alkotnak. Az
alfa-, és bétaglobulinok az albuminhoz hasonloan részt vesznek a vas, a zsirsavak és a zsirban
old6doé vitaminok, mint példaul A-, D-, E- és K-vitaminok széllitasaban a sejtekhez, illetve
hozzédjarulnak a vér ozmotikus nyomasahoz is. A gammaglobulinok azok a fehérjék, amelyek
kozremiikddnek az immunrendszer mitkkodésében. Az alfa frakcio féleg a-l-antitripszinbdl és
haptoglobinbdl all. A f6 béta globulin fehérje a transzferrin [29]. A human vérben &t izotipust

immunglobulint kiilonbéztetiink meg azok nehéz lanca alapjan: immunglobulin G (1gG),
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immunglobulin M (IgM), immunglobulin A (IgA), immunglobulin E (IgE) és immunglobulin D
(IgD). Az IgA fontos szerepet jatszik a nyalkahartyak védelmében. Az 1gG a szérum legnagyobb
koncentracioban 1évé antitestje, amelynek feladata, hogy védelmet nyujtson a bakterialis és virusos
fertézések ellen, kialakulasa azonban iddbe telik a fertézést kovetéen. Az IgM a vérben az az
antitest, amelyik el6szor reagal a szervezetben egy 1j fertdzésre. Az IgE normal esetben alacsony
koncentracioban van jelen a vérben, mennyisége allergias reakciok soran vagy parazitak elleni
védekezésben novekedik meg jelentésen. Az IgD a legkevésbé tanulmanyozott immunglobulin, ez
annak is koszonhet6, hogy csak nagyon kis koncentracioban van jelen a vérben. Amellett, hogy
ezek a fehérjék fontos szerepet jatszanak az emberi szervezet immunrendszerének
szabalyozasaban, a rajtuk 1évo glikan szerkezetek modosulasai révén informaciot szolgaltathatnak

a szervezetben aktualisan zajlo fiziologias és patologias folyamatokrol is [27].

Szamos megbetegedés esetén, mint példaul gyulladas, rak, fertézések, alkoholizmus, vizsgaltak
a szérumban 1évo glikoproteinek poszttranszlacios modosulasait [31,32]. Az AAT glikoprotein
esetén a maj megbetegedésekor deszialilaciot [33,34], az elagazasok mennyiségének
megndvekedését [35,36], és emelkedett fukozilaciot [37] allapitottak meg. Az AAT gikozilacidja
kiilonboz6 az egyes gyulladasos megbetegedések esetén [31], vagyis kiillonb6z6 gyulladasos
megbetegedések mas glikozilacidos mechanizmust eredményeznek az AAT feliiletén, példaul a
szisztémas lupusz eritematozusz [38] és a gyulladasos tiidobetegség [39] is. Azonban a gyulladas
kovetkeztében fellépd szialilacio csokkenést tobb kutatas is bizonyitja [40,41]. Az AAT, a
haptoglobin és a transzferrin fehérjék glikozilacigjaban a szializacié ndvekedése tapasztalhatod

gyomorrak esetén [42].

Az 1gG glikozilaciojanak valtozasa szamos betegség esetén, mint példaul reumas iziiletigyulladas
[43-45], Chron-betegség [45,46], tuberkolozis [46] és fiatalkori iziileti gyulladas [46] esetén a
galaktoz mennyiségének csokkenésében jelenik meg. A haptoglobin fehérje esetén gyulladas
hatasara megvaltozik a fukozilacié mértéke [47,48]. A haptoglobin vizsgalata esetén fukozilacio
novekedését tapasztaltak reumas iziileti gyulladasban szenvedd betegek esetén [49], azonban ez a
glikozilacios valtozas figyelhet6 meg majbetegség, alkoholizmus [47,50,51] és szeronegativ
betegek esetén is [49]. A rakos megbetegedésekrdl altalanosan elmondhatd, hogy a haptoglobin
glikozilacidjaban megvaltoztatja a fukozildciot és a szializaciot (hasnyalmirigy-, maj-, prosztata-,

tiid6-, emlo-, petefészek-, vastagbél- és gyomorrak esetén is), valamint megnoveli az elagazasok
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szamat [52] . A fukozilacidé novekedését azonositottak a haptoglobin glikolizacids valtozasaban
mellrak [53] és petefészekrak [54] esetén is, azonban egyik esetben sincs valtozas az a(2-6) szialsav
esetén [31]. A transzferrin glikanjainak elagazasaban, fukozilaciéjaban vagy szialilaciojaban
bekovetkezd valtozasokat figyeltek meg szamos rosszindulatt [55,56], orokletes (galactosemia
[57], velesziiletett glikozilacids rendellenesség [58] gyulladasos és mas stlyos megbetegedések
[59]. Szénhidrathianyos transzferrint azonositottak COPDs megbetegedés esetén [60] A
transzferrin glikozilacidjat alkoholizmussal Osszefliggésben is vizsgaltdk. A kutatasok azt
bizonyitottak, hogy a transzferrin szialsav [61], galaktoz és N-acetilgliikozamin tartalma is
lecsokkent [62]. Montreuil és mtsai cirhdzisos és hepatitiszes betegeknél allapitottak meg a
transzferrinhez kapcsolodo glikanoknal az elagazasok mennyiségének novekedését. A transzferrin
glikozilacios profiljaban valtozas 1ép fel malignus maj rak esetén is. Hasonloan a benignus
megbetegedés esetén az eldgazasok novekedése figyelheté meg, tovabba fukoz kapcsolodik az
periférias N-acetilgliikozaminhoz és négyszeres novekedés 1ép fel a galaktozhoz o(2-3)
kapcsolodasu szialsav mennyiségében [55,63]. A haptoglobin és a transzferrin fehérjék esetén a
jelent6s fukozilacio valtozasokat a fuko6z csoport periférikus N-acetilglitkozaminhoz kapcsolodasa
magyarazhatja [31]. Azonban sok esetben a teljes szérum glikozilacidés valtozasai is fontos

informaciot hordoznak a szervezet egészségi allapotarol [64—69].

2.5 Glikozilacié - Glikobiomarkerek

A fehérjék sokféleségének és folyamatos valtozasanak koszonhetden, vizsgalatuk révén
részletes képet kaphatunk a sejtek, szovetek, de akar az egész emberi szervezet miikodeésérol és az
esetleges megbetegedésekrol [70]. A fehérjék feliiletén a glikozilacionak nevezett folyamat soran
az endoplazmatikus retikulumban (ER) ¢és a Golgi-komplexben kovalensen kotott
szénhidratkomponensek alakulhatnak ki. Az oligoszacharidok és a fehérjék kozti kapcsolat
kialakulasa szamos enzim egylittes miikkddésének eredménye. Elsésorban szekrécids, membran,
lizoszomalis fehérjék esetén alakul ki, de megfigyelheté bizonyos citoszol, és magfehérjék esetén
iS. Az ER-ben a fehérjékhez kapcsolodo glikan csoportok tobbféle szerepet betdlthetnek, ugy, mint
szortirozod jel, eldsegithetik a funkcioképes konformacio kialakulasat, fehérjekomplexek
l1étrehozasat, a polipeptidlanc stabilizalasat, sejt—sejt €s sejt—extracellularis matrix kdlesonhatasok
kialakulasat [71-73]. A glikoproteineknek harom f6 tipusa van, amelyet a szénhidratk6tés helye
alapjan kiilonboztetiink meg: 1) N-k&tott, amikor a szénhidrat rész az aszparagin (Asn) sav amid

csoportjahoz 2) az O-kotott a szerin (Ser), a treonin (Thr) vagy a hidroxilizin hidroxil csoportjahoz
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3) a C-kotott a triptofan szén oldallancahoz kapcsolodik. Az N-kotott glikolizacio Asn-X-Ser/Thr
konzervalt konszenzus szekvencianal megy végbe, ahol X barmely aminosav lehet kivéve a prolin
(Pro), ez az X aminosav meghatarozza az N-kotott glikozilacidé hatékonysagat [74]. Minden N-
kotott glikan szerkezet azonos, tgynevezett magszerkezettel rendelkezik, amit az 1. dbra
szemléltet. Az N-glikdnok mag szerkezete tovabbi cukor egységekkel meghosszabbithatok igy
szerkezeti felépitésiik alapjan harom csoportra oszthatok: 1) oligomannéz (a maghoz csak manndz
csoportok kapcsolodnak), 2) komplex (N-acetil-glikozaminil-transzferazok segitségével
képz6dott, ugynevezett antennak kotédnek a maghoz) és 3) hibrid (a mag mannéz (Man) o(1-6)
karjahoz csak mannoz szarmazékok kapcsolédnak, mig a Man o(1-3) karjahoz antennak
kapcsolddnak) [72]. Az O-kotott glikanok vizsgalata sokkal dsszetettebb, mivel kiilonb6z6 fehérje-

glikan kotésekre épiilnek fel és rendkiviil valtozatos szerkezetekkel rendelkeznek [75].

A) B)

Ny

-

-

Aszparagin Aszparagin

1. abra: Az aszparagin-kotott glikan struktura magszerkezete (A panel), valamint FA4BG4S(3)4
szerkezet, mint példa egy tipikus komplex aszparagin-kotott glikan strukturdra (B panel) A
szerkezetek sematikus abrazoldsa soran az egyes monoszacharidok és kotések a kévetkezok szerint
keriiltek megjelenitésre: zold kor:mannoz, kék négyzet: N-acetil gliikozamin, piros haromszog:
fukoz, sarga kor: galaktoz, lila rombusz: N-acetilneuraminsav, a, S: hatdrozza meg a kétés iranydt

a gytirti sikjahoz képest, a szamok (2,3,4,6) a kétés pozicidjat jelolik

A glikozilacio az egyik leggyakoribb ko- és poszttranszlacios modosulas az eukariota sejtekben,
amely specifikus lehet a szervezetben lejatszodo folyamatokra, ezaltal kiilonféle betegségek
kovetkeztében kialakult valtozasokra is [76]. A glikanok analizise egyre nagyobb szerepet tolt be
a diagnosztikai modszerek soraban. Mar hat évtizede ismert, hogy a rakos megbetegedések

befolyassal vannak a glikozilaciora [77]. A tiidorak diagnosztikai modszereinek kutatasa soran
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jelentds attorést jelentene a megbizhato, vérszérumbol detektalhato biomarkerek, valamint
glikobiomarkerek azonositasa [65,78]. Ennek kdszonhetben elkeriilhetok lennének a fajdalmas
invaziv beavatkozasok, mint példaul a biopszia. Az optimalis rak biomarkerek olyan molekulak,
amelyeket kizardlag a rakos sejtek és / vagy a tumor mikrokornyezete allit elé elegendd
mennyiségben ahhoz, hogy a daganat fejlodésének korai szakaszaban megfeleléen kimutathatok
legyenek [79]. Azonban a biomarker alkalmazasa nemcsak a diagnosztikaban lehet hasznos, hanem
a prognosztikus ¢€s a kezelésre adott valasz prediktiv eszkdzeként is jelentds lehet [80]. A tiidérak
plazma, illetve szérum biomarkereinek jellege széles skalan mozog, lehet fehérje,, DNS, miRNS
természetli, specifikus gének polimorfizmusa, valamint egy gén kopiaszamanak valtozasa, vagy
akar a poszttranszlaciés modosulas révén kialakult oligoszacharid szerkezet is. Az egyesiilt
allamokbeli FDA (Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala) altal jovahagyott
biomarker a tiidérak esetén a ,,Carcinoembryonic” antigén, amit még 1985-ben fogadtak el.
Azonban ez a fehérje tobb raktipus esetén is azonosithatd, mint példaul vastagbél, gyomor,
hasnyalmirigy, és mellrak, igy nem specifikus a tiidérakra[81]. Az a-1-antitripszin glikozilacios
formaja alapjan kovetkeztetni lehet a kialakult tiidé tumor tipusara, illetve meg lehet kiillonboztetni
a joindulatu és a rossz indulat tumoros elvaltozasokat is [82]. Lattova és mtsai tiidérakos betegek
szOvetmintait vizsgaltak tomegspektormetrids modszerekkel, és az eredményeik alapjan az N-
glikdnok szerkezeti valtozasair6l szamoltak be [50]. Szignifikans kiilonbségeket kaptak a
rosszindulatli betegek kiilonboz6 stadiumu szovetmintdi kozott, még az elsd stadiumul és az

egeszséges szovetmintak kozott is.

2.6 Kapillaris elektroforézis

Az aszparagin-kotott glikanok analizisére szamos modszert alkalmaznak, mint példaul: a
nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC), kapillaris elektroforézis (CE), tomegspektrometria
(MS) és a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) [30]. Az altalam vizsgalt human
szérum mintdk analiziséhez kapillaris elektroforézis modszert alkalmaztam 1ézer indukalt
fluoreszcens detektalassal, mivel a szérumban taldlhato glikoproteinekrdl lehasitott N-kotott
glikanok, viszonylag kis mennyiségben és kis koncentracioban is detektalhatok vele. A CE kis
mennyiségii biomolekulak elvalasztasara jol alkalmazhato. A mérés alapja a molekulak elektromos
térben torténd migracidja, amely két mechanizmus, az elektroozmotikus dramlas (EOF) és az
elektroforetikus mobilitds egyiittes befolyasa révén jatszodik le. Az EOF a hattér elektrolit

tomegarama, ami bevonat nélkiili kapillarisban az an6dtol a katdd felé€ halad a negativ feliileti toltés
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miatt, bizonyos pH érték felett. Az elektroforetikus mozgas a toltés és a hidrodinamikai térfogat
aranyanak fliggvénye. A minta toltése hatdrozza meg, hogy az anod vagy a katod iranyaba mozdul

el a molekula, a mérete pedig befolyasolja a migracios sebességét [83].

A Kkapillaris elektroforézis eldnyds fluoroforral jelolt oligoszacharidok vizsgalatanal a nagy
elektromos tér hatasara végbemend gyors és hatékony elvalasztasnak koszonhetéen [84]. Az
aszparagin-kotott oligoszacharidok elemzéséhez fontos megjegyezni, hogy nem tartalmaznak
optikailag aktiv csoportot (kromofor vagy fluorofor) és csak a szialsavat tartalmazok rendelkeznek
inherens toltéssel (negativ). Igy a glikanok analizise 1ézer indukélt detektorral felszerelt kapillaris
elektroforézis késziilékkel (CE-LIF) csak optikailag aktiv csoportok hozzaadasa utan lehetséges.
A leggyakrabban alkalmazott festékek a cukormolekuldk jeloléséhez a 2-AB, 2AA, PA, 8-
aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS) [85] és a 8-amino-naftalin-1,3,6-triszulfonsav (ANTS)
[86]. Az APTS és ANTS eclénye a detektalhatosag mellett, hogy a neutralis glikanokat is
haromszoros negativ toltéssel latja el, ezaltal elosegitve az elektromos térben torténd migracidjukat
[85]. A méréshez sziikséges minta térfogata femto- és nanoliter kozotti tartomanyban mozog. Lézer
indukalt detektorral felszerelt késziilékekkel az analit akdr fmol anyagmennyisége is detektalhato.
A gélelektroforézis soran néhany milliliter szeparald gél akar tobb szaz mintara elegendd lehet. A
mérések soran a kapillaris €s az elvalaszto kozeg hdmérséklete szabalyozhat6. Egy hagyomanyos
elektroforetikus elvalasztashoz alkalmazott késziilék fobb egységei: a kapillaris, a tdpegység, a
mintatartd, a puffertartd edények, a detektor és a jel gylijtéséhez alkalmazhatd szamitogép. A

késziilék sematikus felépitését a 2. dbra szemlélteti.

Adatgyjté
szamitogép

Katod Andd

Kapillaris @

Detektor

\
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Nagyfeszultseg
tapegység

2. abra: Egy kapillaris elektroforézis késziilék vazlatos felépitése
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Az oligoszacharidok kapillaris elektroforézissel kiilonféle minta tipusokbol elemezhetok, mint
példaul szilard szovetekbdl [87], plazmabdl [88], szérumbdl [66,89], nyalbol [90,91] és
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintabol [92] is. Minden esetben a mintaban 1évé
fehérjékrol PNGase F enzim segitségével le kell hasitani a cukor szerkezeteket, majd azokat el kell

kiiloniteni a mintak fehérjéitdl a tovabbi analizis érdekében.

2.7 Exoglikozidaz alapu glikan szekvenalas

A glikozilacié soran keletkezd N-kotott glikanok azonositdsdnak egyik modja az tgynevezett
exoglikozidaz alapu szekvenalas. Az elmult évtizedekben az oligoszacharidok szekvenalasi
technologidja nagymértékii fejlddésen ment keresztiil, ami eldsegitette a glikoproteinek analizisét
is [93,94]. A cukormolekulak szekvenciajanak meghatarozasahoz kotés specifikus exoglikozidaz
enzimek segitségével monomerenként lebontjuk a szerkezeteket, ezaltal épitdelemei alapjan
azonosithatjuk 6ket. A szekvenalas elsé 1épéseként altalaban az N-kotott glikan strukturak nem
redukalo végein 1évQ szidlsavak lehasitasa torténik meg szialidéz enzim segitségével. Ezt kvetden
a galakt6z monomerek levagéasa B-galaktozidaz enzim felhasznélasaval valdsithatdo meg. A glikan
mag strukturajahoz kozvetleniil kapcsolodd N-acetil-glikkozamin felszabaditasahoz az N-acetil-
gliikbzaminidaz (hex6zaminidaz) enzim hasznalhat6. A fuk6z monomerek hasitasahoz tobbféle
enzim alkalmazhat6 attol fiiggéen, hogy a glikan szerkezet mely részéhez kapcsolodik. Van olyan
fukozidaz enzim,amely az al-2, 3, 4 fukdéz monomer kotéseket hasitja le, mig az al-2 fukozidaz
csak az al-2 terminalis fukoz molekulékat vagja le. Az a-mannozidaz enzim a Man monomerek
lehasitasat végzi a molekulardl [72]. Az azonositas soran az enzimeket a glikan mintakhoz adjuk
egyenként, az els6 mintadhoz csak a szialidaz enzimet, a masodikhoz a szialidaz és galaktozidaz
enzimet, a harmadikhoz szialid4z, galaktozid4z és hexd6zaminiddz enzimet is, a negyedikhez még
fukozidaz enzimet, az 6todikhez csak a mannozidaz enzimet. Az enzimatikus reakciok minimum
1 ora alatt mennek végbe 37 °C-on torténd inkubacid mellett. A leemésztett mintdk elemzése 1€zer
indukalt detektorral ellatott kapillaris elektroforézissel torténik. Az elektroferogramok
Osszehasonlitasa soran az eredeti enzimmel még nem leemésztett minta elektroferogramjat
hasonlitjuk az egyes enzimatikusan emésztett minta elektroferogramjaval. Az Osszehasonlitas
alapja az egyes glikan szerkezetekhez tartozo glikoz egység (GU) értékek, amik az enzimatikus

emésztés soran megvaltoznak , igy a valtozasbol az eredeti glikan struktara vissza kovethetd. A
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GU értéket az adott glikan szerkezet monoszacharidjai és azok kapcsolddasi tipusai egyiittesen

hatarozzak meg.

2.8 Gépi tanulas

A mesterséges intelligencia (MI) olyan tudoméanyteriilet, ami a problémamegoldas érdekében
¢és az omika bevezetése az orvosi elemzésekbe, mint példaul a proteomika, genomika,
transzkriptomika, radiomika, metabolomika és glikomika, potencialis alapot teremt a rakprognézis
modszereinek javitasahoz is [96]. Az MI egyik tudomanyaga a gépi tanulas (ML), amely
statisztikai modszerekkel tanitja az algoritmusokat bemeneti adatok segitségével eldrejelzések
vagy osztalyozasok készitésére [97]. Az ML-nek fontos szerepe van az egyre novekvd
adattudomany teriiletén. A gépi tanulast mar a biomarkerek és a radiomika asszociicios
kapcsolatok feltérképezésében is alkalmaztak [19, 20]. Jayasurya és mtsai két modszert
hasonlitottak 0ssze, a Bayes halozaton alapulé (BN) és a tamaszvektor gép modelleket (SVM),
annak érdekében, hogy megallapitsak a BN modell hianyos bemeneti adatokkal van-e olyan pontos,
mint az SVM. Az analizishez nem kissejtes tiidorakos betegek pozitronemisszids tomografias
arra, hogy feltérképezzék, milyen pontosan tudjak elére jelezni a rakos megbetegedés kimenetelét
¢és a kétéves tulélési aranyt. Bebizonyitottdk,hogy kevesebb adattal a BN moddszer jobb, mint az
SVM ¢és az orvosi teriileten alkalmasabb az eldrejelzésekre. [99]. Ezen kiviil Sun és mtsai
szamitogépes tomografiai felvételeket vizsgaltak a tiidorak korai diagnozisanak elOsegitése
érdekében [100]. Prognosztikus modelljeik kidolgozasahoz szamos modszert alkalmaztak, példaul
SVM-eket és egyéb osztalyozokat, beleértve a neurdlis halozatokat, LASSO regressziokat,
véletlenszerli erddket, dontési fakat és k-legkdzelebbi szomszédok algoritmusat. Ezen tilmenden
a radiomikai adatok, példaul PET képek felhaszndlhatok a tiidérdk szovettani altipusainak

elorejelzésére ML modellek alapjan [101].

A biomarker kutatasok egyre nagyobb figyelmet kaptak az elmult évtizedekben, ugyanakkor a
hatalmas mennyiségl nyers adat értelmezéséhez kifinomult statisztikai modszerek kifejlesztése is
elengedhetetlen. A biomarker kutatisok ezért szamos 1j statisztikai modszer kidolgozasat
indukaltak a biomedikai kutatasokban [102]. A ML és a kiilonb6z6 tipusti omika kombinacidja

uttéré modszer a tiidérak korai diagnozisaban is [19, 24][103]. Sok esetben a gépi tanulast
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alkalmaztak az N-glikoproteinek szerkezeti osztalyozasara, mint példaul a mag és az antennaris
fukozilacié megkiilonboztetésére[104]. A gépi tanulas példaul felhasznaltak két analitikai modszer,
a HPLC és az MS 0sszehasonlitdsara hepatocellularis karcindmaban szenvedd betegek human
szérum mintainak N-glikozilacos analiziseként kapott eredményeinek elemzésével [67]. A
genomikai jellemzok és az ML-modell megkozelitések alapjan a tiidérak besorolasa [105], a
kitjulas kockazata [106], a korszovettani fokozat [107] vagy akar prognosztikai biomarkerek [108]
elorejelzése is elvégezhetd. A gépi tanuldsi elemzéssel kombindlt mutacios jellemzok eldre
jelezhetik a tiidorak gyogyszerrezisztenciajat vagy akar rosszindulatu betegségek progndzisat is
[31, 32]. A proteomika, az RNS és a miRNS expresszido ML modszerekkel torténd elemzése szintén
segitheti a tiidorakkal kapcsolatos diagnosztikai kutatasok fejlodését [110-114]. A fent emlitett
publikaciok alapjan az ML modszerek segithetik a human szérum mintak glikomikai elemzését és

1j molekularis diagnosztikai mddszerek fejlesztésé¢hez jarulhatnak hozza.

2.9 Dontési fa

A dontési fa algoritmusa a feliigyelt gépi tanulasi algoritmusok kozé tartozik, amely prediktiv
tanulasi modellként binaris valtozok analizisére is alkalmas. Hasznélhaté mind osztalyozasi, mind
regresszios feladatokhoz [115]. Ez a széles korben alkalmazott adatbanyaszati modszer tobb
kovaridnson alapuld osztilyozasi rendszer létrehozésara vagy egy célvaltozora vonatkozo
eldrejelzési algoritmus fejlesztésére alkalmas. A technika &gszerli csoportositdsi struktrat
alkalmaz a populacio osztalyozasahoz, ami egy forditott faként jelenik meg gyokér, belsd és levél
csomopontokban [116]. Az algoritmus nem parametrikus és hatékonyan képes kezelni bonyolult,
nagy adatmennyiségii tablazatokat is. Kellden nagy adathalmaz esetén két részre bontjuk azt, egy
tanito és egy validalo adatcsoportra. A tanitdé adathalmaz alapjan épiil fel az osztalyozo fa modell
¢s a validalo halmazzal ellendrizziik a modell pontossagat [117]. Az osztalyoz6 dontési fa modszer
segitséget nyljthat potencialis tiidérak biomarkerek azonositdsahoz kiilonb6zé mérési modszerek
elemzésével, mint példaul szérum mintdk feliiletndvelt 1ézer-deszorpcids/ionizéacids repiilési 1d6
tomegspektrometria analizisével hatékonyan meg lehet kiilonboztetni az NSCLC betegek mintait
az egészségestdl [118]. Osztalyozasi és regresszios fa analizis (CART) segitségével Patz és mtsai
azonositottak négy szérum fehérjét, amelyek potencialis segitséget nyujthatnak a tiidérak
diagnosztizalasanal, hasznosak lehetnek a tiidobetegségben szenvedé betegek kezelésében, és a

tiidérak kialakulasa szempontjabol potencialisan magas tiidérak kockazattal rendelkez6 személyek
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azonositasaban [68]. A CART analizis alkalmas lehet a betegek foglalkozasi expozicidja révén

kialakult tiidérak munkahelyi 6sszefliggéseinek elemzésére is [119].
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3. A PhD munka fo célkitiizései

A tiidérdkos megbetegedés nagyarany(l haldlozasi statisztikajanak egyik fo oka a kései
diagnozis. Erre megoldast jelenthet a korai diagnosztizalas. Jelen PhD munka célja a tiidérakos
megbetegedés korai stddiumban torténd azonositasanak eldsegitése potencialis glikobiomarkerek
azonositasa révén. Els6 1épésként a human vérszérumban talalhat6 aszparagin-kotott glikan profil
meghatarozasat terveztem lézer indukalt detektorral felszerelt kapillaris elektroforézis késziilék
hasznalataval. Ezt kovetden az elektroferogramon elvalasztott N-kotott oligoszacharid szerkezetek
azonositasat tliztem ki célul. A munka kovetkezd fazisaban egészséges, tiidorakos, COPD-s,
valamint tiidérakos és COPD-s betegektdl szarmazd szérum mintak glikan profiljanak az
Osszehasonlitasa volt a cél jelent6s specifikus eltérések keresése érdekében. A betegség specifikus
potencialis glikobiomarkerek azonositidsa révén az elért eredmények informaciot nyujthatnak 1)

molekularis diagnosztikai modszerek fejlesztéséhez.

Munka masodik szakaszaban tiidérakkal diagnosztizalt betegek szérum mintainak N-glikomikai
elemzésével foglalkoztam. Ezen vizsgélatok soran célom volt, hogy megvizsgaljam, hogyan alakul
a tiildorakos betegek glikan profilja a reszekcios mitétet kdvetden a kiindulasi allapothoz képest.
Van-e korrelacios kapcsolat az egyes klinikai paraméterek és a glikan szerkezetek mindségi €s
mennyiségi megvaltozasa kozott. A kérdés megvalaszolasdhoz a tiidérdkos betegtdl gyiijtott
szérum mintékat analizéltam, amelyek a reszekcios miitétet megeldzden, és azt kovetden kertiltek
levételre. Munkam soran vizsgalni kivantam tovabba a kemoterapia soran bekdvetkezd glikan
profil valtozasat, valamint azt, hogy van-e korrelacios kapcsolat a klinikai paraméterek ¢€s a glikan
szerkezetek mennyiségének megvaltozasa kozott. A vizsgalatra szant mintak a kezelés kiilonb6zo
fazisaiban keriiltek levételre. A vizsgalatok sordn az egyes glikdn szerkezetek megvaltozasat
nemcsak egyenként akartam analizalni, hanem a kiilonb6z6 glikan tipusok egyiittes valtozasat is.
Az eredményeket figyelembe véve a tiidordkos betegek kezelésének kimenetelérdl potencialis
prognosztikai képet kaphatunk a vérszérum mintak elemzésével, ami akar a kezelés hatékonysagat

is megnovelheti.
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4. Anyagok és modszerek

Ebben a fejezetben részletesen bemutatom a PhD munkdm soran felhasznalt szérum mintakat.
Megadom a mintak gyiijtéséhez elengedhetetlen etikai engedély szamat és a felhasznalt
reagenseket. A modszerek leirasat a szérum mintak feldolgozasahoz alkalmazott minta el6készitési
protokoll Iépéseivel kezdem. Ezt kovetéen a mintak analiziséhez hasznalt kapillaris elektroforézis
modszer pontos paramétereit ismertetem. Ez a fejezet tartalmazza az N-kotott glikan szerkezetek
azonositasdhoz az exoglikozidaz alapt szekvenalas 1épéseit. Az Adatelemzés alfejezet foglalja

magaban a dontési fa €s a regresszios analizis modszerének leirasat és paramétereit.

4.1 Etikai engedély

A 23580-1/2015/EKU (0180/15) szamon nyilvantartott etikai engedély alapjan a Debreceni
Egyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar és a miskolci Semmelweis Korhaz Tiddgyogyaszati
Osztalyaval egyiittmiikddésben egészséges és kiillonbozd staddiumu, valamint kezelés eldtti €s utani
kronikus obstruktiv tiidébetegségben és tiidordkban szenvedd személyektdl gytijtottiink szérum

mintakat.

4.2 Human szérum és standard glikoprotein mintak

A tiidérak és COPD biomarker keresés esetén a vizsgalatba 90 kronikus obstruktiv tiidobeteget,
90 tiidorakos beteget és 90 mind a két betegségben szenvedd beteget vontam be. A kontroll
csoportba egészséges emberekt6l gyljtottink szérum mintakat alvadasi aktivatort tartalmazo
szérumcsOvekbe (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA). A levett vérmintakbdl elvalasztott
szérum frakciot a minta elokészitésig -80 °C homérsékleten taroltuk. A specifikus glikobiomarker
azonositasokhoz az egyes csoportokba tartozd mintakbol azonos mennyiséget dsszekevertem, igy
négy ugynevezett ,,000l”-ozott mintat készitettem (LC, COPD, LC+COPD és Kontroll). Ezeknek
a mintaknak az N-kotott glikan profiljat hasonlitottam dssze, hogy potencidlis glikobiomarkereket
azonositsak. A tovabbi munkam soran 17 tiidérakos betegtdl, akik reszekcios miitéten estek at,
mintat vettiink a miitét eldtt és utan is. Ezeket a mintdkat elemeztem dontési fa és regresszios
analizissel. Szintén dontési fa analizissel elemeztem 33 olyan tiidétumoros paciens human szérum
mintajanak N-kotott glikan profiljat, akik kemoterapias kezelésben részesiiltek Az egyes
mintavételek a kezelések kozott voltak, ezaltal végig kdvetve a kezelés hatékonysagat is. Az 1. és
2. tablazat tartalmazza az N-glikozilacids analizisbe bevont mitott, illetve kemoterapias

kezelésben részesiilt betegek adatait.
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Elet

Beteg# | kor | Nem Szovettani besorolas Stadium
(év)
1 78 férfi laphamrak I/B
2 70 férfi kissejtes neuroendokrin karcinbma I/A
3 61 nd adenokarcinoma 11/B
4 79 né adenokarcinoma I/B
5 52 férfi adenokarcinoma 11/B
6 63 férfi laphamrak 11/B
7 68 nd adenokarcinoma IIA
8 53 férfi adenokarcinoma IIA
9 58 no adenokarcinoma IIA
10 75 férfi adenokarcindéma /A
11 66 no adenokarcinoma IIA
12 61 férfi anaplasztikus sejtes karcindbma 11/B
13 63 né adenokarcinoma IIA
14 70 férfi adenokarcinoma IIA
15 68 férfi laphamrak /A
16 75 férfi adenokarcinoma IIA
17 77 férfi adenokarcinoma IIA

Atlag életkor (év): 66,8, Median életkor: 68 (év), Eletkor tartomany: 52—79 (év)

1. tablazat A vizsgadlt miitétt betegek adatai
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Beteg

Eletkor

Alkalmazott

4 (év) Nem Szovettani besorolas Stadium kemoterapia
1 59 férfi laphamrak v TAX-CBP
2 55 férfi laphamrak v GEM- CBP
3 67 | fafi | Ksseltes neuroendokrin /B CBP-ETO
karcindbma
4 58 no adenokarcindéma v PEM-CDDP
5 70 férfi adenokarcindma v PEM-CDDP
6 69 férfi adenokarcinéma v Mylan
7 61 no adenokarcindéma v GEM-CBP
8 47 férfi adenokarcindéma /B GEM-CBP
9 68 férfi adenokarcindéma v GEM-CBP
10 53 farfi Kissejtes ne‘ur’oendokrin Y, CBP-ETO
karcindbma
11 69 férfi adenokarcindéma I/A GEM-CBP
12 58 ferfy | Kevertlaphdm Es mirigysejtes |, g GEM-CBP
tiidorak
13 62 férfi Kissejtes ne'ur’oendokrln v platina - etoposid
karcindbma
14 61 férfi laphamrak /B GEM-CBP
15 69 n Kissejtes neuroendokrin /A CPB -ETO
karcindbma
16 69 noé adenokarcindéma /A GEM+CBP
17 74 férfi adenokarcindéma /A GEM+CBP
18 66 no adenokarcinoma v GEM-CBP
19 63 férfi adenokarcindéma v GEM-CBP
20 67 férfi laphamrak /A CBP-TXT/C
21 47 férfi adenokarcindéma /B GEM+CBP
22 62 férfi adenokarcinoma /B GEM-CBP
23 62 farfi Kissejtes ngur’oendokrin ; CBP-ETO
karcindbma
24 61 férfi adenokarcindma /B GEM+CBP
25 72 férfi laphamrak v GEM-CBP
26 56 férfi laphamrak /B TAX+CBP
27 65 no adenokarcindéma I/A GEM-CBP
28 70 férfi laphamrak v TAX-CBP
29 63 06 Kissejtes ne.ur,oendokrin HIUA CBP-VP
karcindbma
30 73 férfi adenokarcindma HI/A GEM-CBP
31 72 no adenokarcindéma v PEM-CBP
32 59 noé adenokarcindéma HI/A CDDrZQi_?T/C
33 65 férfi laphamrak 11/B GEM-CBP
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Atlag életkor: 63,4 (év), Median életkor: 63 (év), Eletkor tartomany: 47—74 (év) |

2. tablazat A kemoterapias kezelés soran kovetett betegek adatai

A human szérumban 1évd aszparagin-kotott glikdnok azonositdsahoz standard fehérjéket
hasznaltam. A felhasznalt IgG-t és IgA-t, az a-1-antitripszint, a transzferrint, a haptoglobint, a

fetuint és a ribonukledz B-t a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl vasaroltuk.

4.3 Reagensek

A kisérleti munka soran felhasznalt anyagok: natrium-dodecil-szulfat (SDS) és Nonidet P-40
a VWR-t6l (Radnor, PA, USA) szdrmaznak. Az acetonitril, a tetrahidrofurdn (THF), a natrium
cianoborohidrid (NaBHsCN, 1 M THF-ben oldva), glicerin, ditiotreitol (DTT) és az ecetsav Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA) gyartmanyi. A szénhidrat szarmazékképzéshez a Beckman
(Fullerton, CA, USA) altal kifejlesztett Fast Glycan Labeling and Analysis Kit-et hasznaltam a
gyartd utasitasai szerint, ahol ettdl eltértem azt jeleztem. A felhasznalt peptid-N-glikozidaz F
enzimet (PNGase F) az Asparia Glycomics, (San Sebastian, Spanyolorszag) gyartotta. A
szekvenalashoz sziikséges exoglikozidaz enzimeket: szialidaz A (Arthrobacter ureafaciens), p-
galaktozidaz (Jack bean) and B-N-acetil hexdzaminidaz (Jack bean) a ProZyme (Hayward, CA,
USA) allitotta eld.

4.4 Modszerek
4.4.1 Mintaelokészités

A humén szérum minték feldolgozéasa soran a kutatocsoportunk altal mar kordbban fehérjék N-
glikan szerkezetének vizsgalatara kidolgozott mintael6készitési protokollokat modositottam a
mintak optimalis analizis¢hez [120,121].

A -80°C-on lefagyasztott mintak kiolvasztasat egy forgod-rotacios késziiléken (BioSan
Programmable Rotator Multi Bio RS-24) hajtottam végre. A kiolvasztott mintakbol 2 ul
mennyiséget higitottam 6tszordsére HPLC tisztasagl vizzel. A fehérjék szerkezetének feliiletét
hozzaférhetévé kellett tenni az endoglikozidaz enzim szamara, azaz denaturalni kellett. A
denaturalashoz 5 pl denatural6 oldatot (0,0017% NP-40, 0,625% SDS, 12,5 mM DTT) pipettaztam
a mintakhoz és kétlépéses denaturalast alkalmazva eldszor 10 percig 40 °C hémérsékleten, majd
10 percig 70 °C homérsékleten inkubaltam. Ezutan kdvetkezett az N-kotott glikanok felszabaditasa

a fehérjékrdl, amihez a mintaelegyhez 20 pl vizet és 1 pl PNGase F enzimet adtam (200 mU) és
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60 °C hoémérsékleten egy oran keresztiil inkubaltam a reakciokeveréket. Az endoglikozidaz
emésztési reakciot 120 pl -20 °C hémérsékletii acetonitrillel allitottam le annak érdekében, hogy
precipitaljuk a minta fehérje és polipeptid tartalmat. A kicsapodott fehérje frakciot centrifugalassal
13 500 RPM (Microspin 12, BioSan, Riga, Lettorszag,) fordulatszamon 5 perc alatt kiilonitettem
el a cukorkomponensekt6l. A feliiluszot, amely a lehasitott glikanokat tartalmazta, tiszta
mikorcentrifuga csovekbe pipettaztam at, majd 60 °C hémérsékleten egy oOra alatt beszaritottam
SpeedVac (Jouan RC 10.10 Vacuum Concentrator Centrifugal System, Jouan, San Francisco, CA,
USA) késziilékben. A beszaritott mintat a jel6lé oldattal vittem ujra folyadékba. A jeloléshez
kétlépéses reduktiv aminalast alkalmaztam. Az elsé 1épésben egy Schiff-bazis képzddik savas
katalizator jelenlétében, a méasodik Iépésben pedig redukalés jatszodik le, ami stabil konjugatumot
hoz 1étre. A jelol6 oldat 4 pL 40 mM 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav (APTS) 20%-0s ecetsavban
oldva, 2 uL NaBH3CN (1 M koncentracioban THF-ben oldva) és 4 uL. 20%-0s ecetsav. Az APTS
maga a jelolo festékanyag, az ecetsav a katalizator, amely felgyorsitja a reakciot, a NaBH3CN pedig
aredukaldszer. A reakciot zart Eppendorf csdben egy oran keresztiil 50 °C hdmérsékleten hagytam
lejatszodni, majd nyitott kupakkal 80 percig 55 °C-on beszaritottam [122]. A jelol6 reagenseket
nagy feleslegben alkalmaztam annak érdekében, hogy megakadalyozzam a reakciot az esetlegesen
megmaradt, amin tartalmi molekulakkal. A jelolést kovetden a felesleges festéket magneses
gyongyok segitségével eltavolitottam a kit leirasaban leirt gyors glikan mintael6készitési protokoll
szerint. A kinyert mintat 50 pl HPLC tisztasagli vizben oldottam fel. A fent leirtak alapjan
elékészitett human szérum mintdkat lézer indukalt fluoreszcens detektorral ellatott kapillaris

elektroforézissel analizaltam.

4.4.2 Kapillaris elektroforézis analizis

A kapillaris elektroforézis méréseket PA800 Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman,
Fullerton, CA, USA) késziiléken végeztem el, amely 1ézer indukalt fluoreszcens detektorral volt
ellatva (gerjesztés: 488 nm/emisszio: 520 nm). Minden CE mérés 40 cm effektiv hosszasagt (50
cm teljes hossz) 50 pum belsé atmérdjii bevonat nélkiili szilika kapillarisban tortént. Az
elvalasztashoz HR-NCHO gélt (Beckman) hasznaltam. Az elvalasztasok soran 30 kV elektromos
potencialt alkalmaztam forditott polaritasit modban (katod az injektalasi oldalon, anod a detektalasi
oldalon) 30 °C hoémérsékleten. A detektalasi érzékenység és a reprodukalhatdosag novelése
érdekében haromlépcsds minta-injektalasi eljarast alkalmaztam: 1. Iépés: 1 psig 5 masodperces

vizinjektalas, 2. 1épés: 3 kV 3 masodperces minta-injektalas és 3. 1épés: 2 kV 2 masodperces
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standard injektalas. A standardok injektalasa a nagypontossagi GU-értékek meghatarozasahoz volt
szlikséges, amelyet a GUcal szoftver (www.gucal.hu) segitségével végeztem el. Az adatgytijtést és
elemzést a 32Karat (10.1 verzio) szoftvercsomaggal (Beckman) végeztem. Az elvalasztott csucsok
relativ szazalékos teriiletértékeit a PeakFit v4.12 szoftverrel (SeaSolve Software Inc., San Jose,

Kalifornia) szamoltam Ki.

4.4.3 N-kotott glikan szerkezet azonositas

A human szérum mintdkban a PNGase F enzim segitségével lehasitott N-glikanok azonositasat
els6 1épésben exoglikozidaz szekvenalassal végeztem el. A folyamat soran exoglikozidaz
enzimeket alkalmaztam, amelyek monomerenként lebontjak az aszparagin-kotott glikan
szerkezeteket. A szérum N-kotott glikanjairdl els6 1épésként az o 2-3,6,8-k6tott szialsavakat
hasitottam le szialiddaz A tipusu enzimmel, ezt kovetden a f1-4,6-kotott galakt6z monomereket
vagtam le kardbab (Jack bean) B-galaktozidaz enzimmel és utolsé 1épésként kardbab (Jack bean)
hex6zaminidaz enzimmel eltavolitottam a [1-2,4,6-kotott  N-acetil-gliikozaminokat. Az
enzimatikus reakciok 37 °C homérsékleten egy éjszakan at tartottak [93]. Az enzimatikusan
emésztett mintakat CE-LIF alkalmazasaval analizaltam. Kapillaris elektroforetikus analizis esetén
az ismeretlen analitcsticsok azonositdsara az elektroferogramon meghatarozott migracios idoket
egy linearis, a(1-4) kapcsolt gliikoéz egységeket tartalmazd polimer komponenseinek migracios
idejéhez hasonlitjuk, ezaltal gliikoz egység (GU) értékeket hatdrozunk meg az egyes csticsokhoz

[123]. Ez a mddszer analdg a gazkromatografiaban alkalmazott Kovats-retencios indexszel [124].

Az elektroferogramokat 0sszehasonlitottam, visszafejtve, hogy mik voltak a kiindulasi glikdn
szerkezetek. Az egyes csucsok eltolodasa jelezte a szerkezet megvaltozasat az enzimatikus
emésztés hatdsara. Meghataroztam az egyes csucsokhoz tartoz6 GU értékeket, amiket felhasznalva
a glycostore adatbazis (www.glycostore.org) alapjan ellendriztem az exoglikozidazos szekvenalas
alapjan lehetséges struktarakat. Azoknak a szerkezeteknek az azonositasahoz, amelyek nem voltak
egyértelmiien meghatarozhatok a szekvenalas és az adatbazis alapjan, olyan standard fehérjéket
alkalmaztam, amelyek a szérumban nagy aranyban eléfordulnak, mint példaul 19G, IgA, a-1-
antitripszin, transzferrin és haptoglobin Emellett, olyan fehérjék, amelyeknek aszparagin-kotott
glikénjai jol ismertek, mint példaul fetuin és a ribonukleaz B, szintén segitették a mintdk N-glikan
Osszetételének meghatarozasat. A fehérjékrdl a glikdnok lehasitasat és elkiilonitését a szérum

esetén ismertetett mintaeldkészitési modszer segitségével végeztem el. A szérum N-kotott glikdn
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szerkezeteinek pontos meghatarozasdhoz egymas utan lemértem kapillaris gél elektroforézissel az
ismert standard fehérjék szekvenalasi 1épései soran kapott N-glikan profilokat és a human szérum
minta szekvendlasi mintdit is. Ezeket a méréseket dsszehasonlitva azonositottam be a lehetséges
N-glikan szerkezeteket a szérum mintdban. A standard fehérjék aszparagin kotott glikan

Osszetételét a szakirodalom alapjan gy(jtottem Ossze [16,88,125-132].

4.4.4 Adatelemzés

A munkam soran létrehozott adatbazist, amit a tiidorakos betegektdl szarmazd szérum mintak
aszparagin-kotott oligoszacharidjainak elemzése soran hataroztam meg, mar egyszer( statisztikai
modszerekkel nem lehet megbizhatoan feldolgozni. Ez az adatbazis tartalmazza az altalam vizsgalt
szérum mintak elektroferogram adatait (migracios i1dék, GU értékek, relativ csucs alatti
tertilet %- ok, eltérések értékei az egyes mintak kozott) és a betegre vonatkozé adatokat (kor, nem
kezelés tipusa, dohanyos, kisérébetegségek, a daganat tipusa, a mutét kimenetele, a kezelés
hatékonysaga, a C-reaktiv protein (CRP) szint, vércukorszint, a dohanyzassal toltott évek szama,
az elszivott cigaretta mennyisége, a betegség stddiuma). Ezért a miitott és a kemoterapids
kezelésben részesiilt betegek mintainak elemzéséhez dontési fa analizist, valamint regresszios

analizist alkalmaztam.

A diszkrét klinikai paraméterek és a glikomikai adatok dsszefiiggésének feltardsa

A diszkrét klinikai paraméterek és a glikomikai adatok dsszefliggésének feltarasdhoz dontési fa
analizist alkalmaztam. A munka ezen fazisaban reszekcids mitéten atesett €s kemoterdpids
kezelésben részt vett betegek szérum mintainak glikomikai adatait elemeztem az egyes betegekhez
tartoz6 bindris klinikai paraméterekkel. A korabban meghatarozott A miitott tiidérakos betegek
esetén 51 klinikai paramétert, mig a kemoterapias esetekben 105 klinikai paramétert vizsgaltam 21
aszparagin-kotott glikan valtozasaival szemben. A betegek anamnézisébdl a tiidérak lehetséges
rizikofaktoraként kozolt klinikai adatokat valasztottam ki az elemzésekhez [133]. A diszkrét
valtozok a kovetkezdk voltak: dohanyos (dohdnyz6 vagy korabban leszokott a dohanyzasrél), a
beteg neme (né vagy férfi), kisérobetegségek vagy azok hidnya, mint példaul cukorbetegség,
érelmeszesedés, kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD), a daganat tipusa (laphamsejtes
karcinoma, adenokarcindma, anaplasztikus sejtes karcinoma, Kissejtes neuroendokrin karcinoma,
kevert laphdm és mirigysejtes tlidorak), a miitét kimenetele, pozitiv vagy negativ (sikeres daganat

eltavolitas €s felépiilt beteg vagy sikertelen reszekcid, ha a daganat két éven beliil kitjult), valamint
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egyéb gyakran eléfordulo betegségek (lipdma, hiperlipidémia, spondilozis, iziileti gyulladas, gobos
pajzsmirigy csontritkulas, nikotinabusus, poszt tiidovész, Waldenstrom makroglobulinémia,
labszar trombozis, tiidoégyulladas, gerincveldsérv, gége miitéti eltdvolitasa, hallaskéarosodas,
myoma okozta hiszterektomia, majciszta, gyomor antrumanak gyulladasa, aranyér, magas
koleszterinérték, prosztata megnagyobbodas, iziileti gyulladas, patkobélfekély, corpus alienum
ulnae, ildidegzsaba, porckorongsérv, isiasz vagy alkoholos polyneuropathia jelenléte vagy
hidnya). A kemoterdpias betegek esetén a kezelés hatékonysagat is figyelembe vettiik (regresszio,
stagnal6, vagy progresszid Iépett fel a tumor esetén). Mivel a rendelkezésre allo alkalmas betegek
szadma korlatozott volt, viszont a vizsgalt faktorok szama nagy, az egyes paraméterek parositasaval
tovabbi fliggetlen valtozokat, azaz klinikai paramétereket generaltunk. Példaul a COPD
érelmeszesedéssel valdo komorbiditasat tovabbi fliggetlen valtozonak tekintettiik. A dontési fa
Osszetettsége nem korlatozodott egy bizonyos mélységre, hanem eredendden a valtozok hataroztak
meg. Logikailag a diszkrét valtozokat 0 vagy 1 egész szamként kezeltiikk, azaz, ha a paciens
dohanyzott, akkor a valtozé értéke 1; egyébként 0. Minden kivalasztott diszkrét klinikai adatot
matrix formaba transzformaltunk. A diszkrét valtozokat osztalyozasi fa elemzéssel becsiiltiilk meg
a MathWorks, Matlab (Natick, MA, USA) szoftver beépitett fiiggvényeinek segitségével. Az
elemzés sordn a dontési fa egy olyan fa, aminek bels6 csucsaiban az N-kotott glikanok csucs alatti
teriileteinek valtozasai vannak, a levelek pedig az egyes klinikai paraméterek meglétét vagy hidnyat
jelentik. A modell taltanitasanak elkeriilése érdekében az adatkészleteket két részre osztottuk: az
egyik a tanitdsi, a masik a viselkedés szabalyozéasira szolgalt. A modell pontossagat
keresztvalidalassal ellendriztiik, és a helyesen minésitett adatok alapjan értékeltik ki. Igy a
pontossdg = 1 azt az esetet képviseli, amikor az Osszes minta osztdlyozasa helyes volt. Az
eredmények értékelése soran az elfogadasi kiiszobdt a miitott betegek esetén 0,63-nak vélasztottuk
meg, mig a kemoterapian részt vett betegek esetén a nagyszdmu klinikai paraméterek miatt az
elfogadasi kiiszob értéket megemeltem 0,8-ra a progndzis megbizhatosaganak érdekében [134]. Az
elfogadasi érték, vagy mas néven josagi faktor manualis meghatarozasanal figyelembe vettiik, hogy
racionalisan elemezhetd szamu dontési fa keriiljon tovabbi értékelésre. A kiiszobérték feletti
eseteket értékeltem, mig az alatti eseteket figyelmen kiviil hagytam. Mind a két kezelés tipus esetén

megvizsgaltam az N-kotott glikdnok valtozasat egyenként és csoportositva is.
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A folytonos klinikai paraméterek és a glikomikai adatok osszefiiggésének feltardasa

A folytonos paraméterekhez tartoz6 adatok elemzéséhez, mint példaul a beteg ¢letkora, a CRP
szint, vércukorszint, a dohanyzassal toltott évek szama, az elszivott cigaretta mennyisége, a
betegség stadiuma, tobbvaltozos regresszids analizis alkalmazasa lehetséges. Ezzel a mddszerrel
modellezhetd a kiilonbozo valtozok kozotti korrelacio. Jelen munka sordn azt vizsgaltam, hogy az
egyes folytonos valtozok mely glikan szerkezetek megvaltozasaval modellezhet6k. A modellek
elkészitéséhez a Matlab (MathWorks, MA, USA) szoftver stepwiselm fliggvényét alkalmaztam,
ahol a kiiszob értéket 0,005-nek tekintettem. Ez a fliggvény el6re és hatra 1épésenkénti regressziot
hasznal a végsé modell meghatarozasahoz. Egy kezdeti modellbdl indul ki és minden 1épésben
megkeresi a modellhez hozzdadand6 vagy eltavolitand6 elemeket megadott kritériumok alapjan. A
3. dbra tartalmazza az alkalmazott scriptet, amely paramétereit valtoztatva kerestem meg az
optimalis modelleket. Tobbféle kiindulasi modellt probaltam Ki (konstans, linearis, interakciok,
négyzetes €s tisztan négyzetes), amik koziil az interakciés modell volt megfeleld az adatokhoz. Ez
azt jelenti, hogy a kiindulasi modell egy metszéspontot, minden egyes prediktorhoz egy linearis
tagot, valamint a kiilonboz6 prediktorok parjainak Osszes szorzatdt (négyzetes tagok nélkiil)
tartalmazza. A tagok eltivolitisinak és hozzdadasanak a kritériumat az R? novelésének
valasztottam meg. A modell javithato a PEnter’ értékének megadasaval, ami 0 és 0,1 kozott
valaszthaté meg. A *PEnter’ mogotti szam hatarozza meg a tag hozzaadasanak feltételét, vagyis ha
a modell R? értékének ndvekedése nagyobb, mint a "PEnter’ értéke akkor adja hozza a tagot a
modellhez. A miit6tt betegek adatainak elemzésénél a végleges modell esetén ezt a kiiszobértéket
0,005-nek valasztottam. A regresszios analizis esetén értékelhetd eredményt csak a miitott

betegeknél sikeriilt elérni, a kemoterdpian részt vett betegek esetén nem.

[dl,d2]=xlsread('mutott adatok.xlsx', 'reg')
X=dl(:,2:end-6);
Y=dl (:,end-5:end) ;

R2=[]

P2=[]

for k=1:6

y=Y (:, k)

mdl = stepwiselm(X, (y), 'interactions', 'PEnter',6 0.005)

R2=[R2; mdl.Rsquared.Ordinary]
P2=[P2; mdl.Rsquared.Ordinary]
end

3. abra: A mitott betegek adatai alapjan végzett modellezés Matlab scriptje
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5. Eredmények

Ebben a fejezetben ismertetem a PhD munkam soran elért eredményeket. A human szérumban
azonositott N-kotott glikan szerkezeteket. A tiidordkos megbetegedések diagnosztikai
modszereinek fejlesztését eldsegitd glikan panelt, amely potenciélis glikobiomarkeret tartalmaz a
tiidérakhoz, a COPD-hez, valamint a két betegség egyiittes jelenlétéhez. A glikan panel mellett
jelentds specifikus eltéréseket hataroztam meg a glikdn csoportok vizsgalata esetén is. Bemutatom
reszekcios mutéten vagy kemoterapian atesett betegek szérum mintainak dontési fa analizis
eredményeit is. Jelentds dsszefiiggéseket allapitottam meg a tlidérakos betegektdl szarmazo mintak
kezelés elotti és utdni glikolizacios kiilonbségek és betegek klinikai paraméterei kozott. A

reszekcids mitéten atesett betegek mintai esetén a regresszios analizis eredményeit is leirom.

5.1 A human szérum mintak N-kotott glikanjainak azonositasa

A PhD munkam soran 90 COPD-s, 90 tiidérakos és 90 mind a két betegségben szenvedd beteg
szérum mintajat vizsgaltam. Elsé lépésként annak érdekében, hogy csokkentsem a mintak
statisztikai szorasat Osszekevertem az egyes betegségekhez tartozd mintakat, ezaltal négy

I”

ugynevezett ,,p00l”-0zott minta kozott végeztem Osszehasonlitast. A mintael6készitést kovetden
CE-LIF-vel analizaltam a mintakat és hasonlitottam Gssze az egészséges onkéntesektdl Szarmazo
mintakkal. Az optimalizalt modszer intra és interday reprodukalhatosaganak hibaja is 3,5% alatt
volt. Annak érdekében, hogy konnyebben Ossze tudjam hasonlitani a kiilonb6z6 mintak
elektroferogramjait az elektroferogram idéskalajat GU értékre konvertaltam at a GUcal szoftver

felhasznalasaval.

A 4. dbran lathaté a ,,pool”-ozott egészséges szérum N-glikan profilja a 61 kivalasztott glikan
szerkezet megjelolésével. Az elekroferogramon szamozasra keriilt minden olyan cstcs, amely
potencidlisan glikan szerkezetet jelolhet, mivel a modszer és az eredmény reprodukalhatosagat
vizsgalo ismételt mérések soran nem valtoztak. Az elvalasztott glikan struktirdk azonositasat a GU
adatbazis alapjan, exoglikoziddz emésztésen alapuld szénhidrat szekvenalas alkalmazisaval,
glikoprotein standardok (ribonukleaz B, 19G, a-1-antitripszin) oligoszacharidjainak az
Osszehasonlitasaval és korabban publikalt irodalmi adatok alapjan végeztem el. Az exoglikozidaz
alapu szekvenalas folyamatat az 5. dbra mutatja be, lentrdl felfelé: szialidaz A, galaktozidaz és
hexozaminidaz. Az elektroferogramok Osszehasonlitdsa soran az egyes csucsok GU eltolodéasai

révén szolgaltatnak informaciot a glikan struktardk azonositdsdhoz. A 6. abran a szérum fehérjék
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N-kotott glikan profiljainak Osszehasonlitasa lathaté a human szérum mintaval. Ez alapjan a

szekvenalas utan ismeretleniil maradt oligoszacharidokat is azonositottam.
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4. abra: A kapillaris elektroforézis analizis soran felszabaditott és APTS jelolt N-kotott glikanok
elektroferogramja a ,,pool ’-0zott egészséges minta esetén (felsé panel). Az dbrdan szamokkal
Jjeloltem meg az egyes csucsokat. Az alsé panelek a kinagyitott elektroferogram részletei: A) GU
4,3-5,2; B) GU 5,2-6,4; C) GU 6,4-8,1; és D) GU 8,0-10,7. 4 hozzdjuk tartozo szerkezeteket, GU
ertékeket és relativ csucs alatti teriilet szazalékokat a 3. tabldzat tartalmazza. Az elvdlasztds
paraméterei: 40 cm effektiv kapillaris hossz (50 cm teljes hossz), 50 um belsé datméré nem bevont
falu olvasztott kvarc kapillaris; 30 kV (0.17 min ramp time) elvalaszto fesziiltseg forditott polaritasi
modban. LIF detektdlas (gerjesztés: 488 nm, emisszio: 520 nm),; elvilasztas homérséklete: 30 °C.
Injektalas: viz preinjektdlas 5 s 1 1 psig, ezt koveti 3 KV | 3 s minta injektalds és 2 KV | 2 s belsé
standard (DP2 és DP15).

A 3. tablazat a ,,pool”-ozott human szérum mintak azonositott N-kotott glikan struktarait
tartalmazza a 4. abran talalhaté szamozas alapjan. A szerkezetek azonositasa elsé 1épésként a GU
értékek alapjan a GlycoStore adatbazis felhasznalasaval tortént (glycostore.org). A 3. tdblazatban
a # jelolésti glikan struktirdk azonositdsa az exoglikoziddzos emésztés folyamata révén kertilt
azonositasra az 5. dbra alapjan. A csillaggal jeldlt oligoszacharid struktirak meghatarozasa
standard fehérjék, IgG (*), RNaz B (¥*), és AAT (***) glikomikai profiljanak dsszehasonlitasaval
lett azonositva [69,135,136]. Fontos megjegyezni azt is, hogy az azonositott 61 glikan mellett nem

talaltam a patologias mintak esetén tobb glikan csucsot a kontroll mintaval dsszehasonlitva.

36


https://www.glycostore.org/

Relativ csucs

N-glikan

Relativ csucs alatti

N-glikdn struktira GU alatti teriilet (%) struktira GU teriilet (%)

1 A4G4[3,3,3,6]54* 4,4 0,0955 | +0,003 | 40 M6™ 7,8 0,8338 +0,039
2 A4GA4[3,3,3,3]54% 4,46 0,0935 | +0,002 | 41 A3G3[3]S1* 7,89 0,5296 +0,013
3 A1G1S1# 451 0,1307 | +0,006 | 42 FA3* 7,98 0,4379 +0,011
4 | FA4G4[3,3,3,6]S4™ | 4,57 0,1285 | +0,004 | 43 A2B[6]G1 8,08 0,2962 +0,009
5 | FA4BGA4[3,3,3,3]S4% | 4,62 0,6814 | +0,015 | 44 FA2B" 8,2 1,9016 +0,064
6 A2G2[6]52" 4,71 | 21,8425 | +0,953 | 45 A2B[3]G1" 8,35 0,6615 +0,026
7 FA3G3[6]S3* 4,77 0,9032 | +0,026 | 46 M7 8,48 0,3190 +0,014
8 A2G2[3]52™ 4,88 2,4776 | 0,098 | 47 M7 8,62 0,3836 +0,013
9 A2BG2S2" 48 FA2[6]G1"

4,93 1,5508 | +0,038 - 8,75 6,1207 +0,293
10 M3 49 M7
11 FA2G2S2* 4,97 2,3546 | +0,052 | 50 FA2[3]G1" 9,09 2,9771 +0,134
12 FA2BG2S2" 51 1,2156 | +0,026 | 51 FA2B[6]G1"
13 FA3G3[3]S3™ 514 | 1,2645 | +0,031 | 52 Mm8™ 917 25049 +0.067
14 A2[6]G1S1” 5,24 0,1604 | +0,007 | 53 A4GA[6]S1 9,34 0,1668 +0,008
15 A2[3]G1[6]S1 5,3 0,1631 | +0,005 | 54 A4G4[3]S1 9,48 0,1636 +0,004
16 FA3BG3S3* 5,39 0,5907 | +0,026 | 55 FA2B[3]G1" 9,55 0,4411 +0,012
17 A4G4[6]S3 5,47 0,8155 | 0,040 | 56 m8™ 9,64 0,5983 +0,023
18 A2[3]G1[3]S1" 5,56 0,2984 | +0,012 | 57 m8™ 9,73 0,3001 +0,009
19 FA2G2[6]S2™ 5,66 0,3043 | +0,018 | 58 FA4™ 9,86 0,0874 +0,004
20 A3G3[6]S2 5,72 1,1683 | +0,031 | 59 FA2G2" 10,14 3,5100 +0,089
21 FA2[6] G1S1" 5,83 0,7706 | +0,029 | 60 M9™ 10,25 0,9882 +0,042
22 AAGA4[3,3,3]S3 5,95 0,9457 | +0,024 | 61 FA2BG?2” 10,52 0,8847 +0,035
23 FA2[3]G1S1” 6,03 0,5180 | +0,017 | 62 AlG1 6,62 | Szekvenalas
24 A3G3[3]S2 6,17 0,8196 | +0,030 | 63 A2[3]G1 8,12 | Szekvenalas
25 A2G2[6]S1” 6,28 | 13,1137 | +0,465 | 64 A2G2 9,17 | Szekvenalas
26 FA2B[6]G1S1" 65 A2BG2 10 Szekvenalas

" 6,48 0,4828 | +0,016
27 FA2B[3]G1S1 66 A3[6]G3 11,36 | Szekvenalas
28 A2BG2S1" 6,58 1,3189 | +0,034 | 67 A3[3]G3 11,63 | Szekvenalas
29 FA2G2S1" 6,76 4,1359 | +0,095 | 68 FA3G3 12,33 | Szekvenalas
30 A" 69 FA3BG3 12,54 | Szekvenalas
31 M5™ 6.82 27863 | £0.119 70 A4G4 13,72 | Szekvenalas
32 FA2BG2S1” 6,94 2,2966 | +0,063 | 71 FA4G4 14,38 | Szekvenalas
33 A4GA4[6]S2 7,05 1,3916 | +£0,049 | 72 FA4BG4 14,45 | Szekvenalas
34 A4GA4[3]S2 7,17 0,5179 | +0,023 | 73 Al 5,86 | Szekvenalas
35 A2B" 7,27 0,7528 | +0,023 | 74 A3 7,81 | Szekvenalas
36 A2[6]G1 7,4 0,1440 | +0,004 | 75 Ad 8,94 | Szekvenalas
37 A3G3[6]S1 7,51 0,1470 | +0,005 | 76 FA3B 9,93 | Szekvenalas
38 FA2" 77 FA4B 11,02 | Szekvenalas
- 7,67 9,56132 | +0,270

39 M6 78 FM3 5,09 | Szekvenalas
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3. tablazat: Az egészséges onkéntesektol gyiijtott szerum mintaban azonositott N-kotott glikan
szerkezetek a hozzdjuk tartozo CE-LIF GU értékekkel és a relativ csucs alatti teriiletiik a standard
szords (SD) értékekkel egyiitt. Félkovér karakterekkel a > 1% relativ csucs alatti teriilettel
rendelkezd szerkezetek vannak feltiintetve (legaldbb az egyik minta esetén eléri az 1%-0t). A 62-78
szamu glikan szerkezetek a szekvendlas soran létrejovi kozbenso allapotok (4. dbran vannak
feltiintetve). A szerkezet roviditések Harvey nomenklaturdjat kovetik [137]. Az egyes csucsokhoz
tartozo glikan szerkezetek azonositasa a kévetkezo sorrendben tortéent: 1) GU érték szerint a
GlycoStore adatbazis alapjan (glycostore.org); 2) figyelembe véve a 4. abran lathato, egymast
koveto exoglikozidaz emésztési kisérletek eredményeit (#-mal jelolve) és 3.) az dsszes tobbi
glikanszerkezetet a szérumban nagy mennyiségben elofordulo glikoproteinek és standard fehérjek
N-glikozilacios informacioi alapjan azonositottam: IgG (*), RNaz B (**) és AAT (***). A 6. abra
szemlélteti a szérumban nagy mennyiségben taldalhato fehérjék glikolizacios profiljat osszevetve a
human szérum glikolizacios profiljaval. A human szérumban taldalhato oligoszacharid strukturak
azonositdasdt nehezitette, hogy sok esetben a szérum fehérjék teljes glikolizdacios profiljanak sem

ismert minden glikan szerkezete.
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5. abra: Az egészséges kontroll minta exoglikozidaz emésztés alapu szénhidrat szekvendalasa a
szialiddz (), galaktozidiz (), és hexdzaminidaz enzimekkel (M), a kérdéses glikan szerkezetek
azonossaganak ellendrzése érdekében. A szamozds az egyes glikan szerkezetekhez tartozo
csucsokat jeloli. Lentrdl felfelé haladva az egyes elektroferogramok: exoglikozidaz enzimmel nem
kezelt szérum, szialidiz enzimmel emésztett, szialidaz és galaktoziddz enzimmel emésztett,
szialidaz, galaktozidaz és hexozaminidaz enzimmel emésztett szérum mintdk. Az elvalasztas
paraméterei megegyeznek a 3. abran leirtakkal. A csucsokhoz tartozo glikan szerkezeteket és GU

értékeket a 3. tablazat tartalmazza.
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6. abra: Néhdany magas koncentrdcioju szérum fehérje (19G, IgA, haptoglobin, a-1-antitripszin,

transzferrin) és a human szérum N-kotott glikan profiljanak 6sSzehasonlitdsa
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5.2 Egészséges, tiidorakos, COPD-s, valamint egyarant tiidorakos és COPD-s
betegekt6l szarmazo human szérum mintak 6sszehasonlitasa

Az N-kotott glikan struktardk azonositasat kovetden az egyes glikan struktarakhoz tartozo
relativ cstcs alatti teriilet meghatarozasa tortént, mind a kontroll minta mind a patologias mintak
esetén. Az integralassal meghatarozott relativ cstcs alatti teriileteket 6sszehasonlitottam az egyes
,»pool”-ozott tiidérakos, COPD-s és mind a két betegségben szenvedd betegektdl szarmazo mintak
esetén a kontroll minta értékeivel. Az integralasi 1épés el6tt az elektroferogramokat normalizaltam
a 61. csucs (FA2BG2) magassagara (RFU értékére), azaz az egyes csticsokhoz tartozd csucs
magassagokat elosztottam a 61. csucs maximumahoz tartozé RFU értékkel és megszoroztam 100-
zal. Erre a normalizalasi Iépésre azért volt sziikség, hogy minél kisebb legyen mérésbdl eredd hiba
¢és az Osszehasonlitasnal pontosabban dsszetudjuk vetni a relativ csucs alatti teriilet szazalékokat.
Az FA2BG2 szerkezetet azért valasztottam, mert ez egy jol elkiiloniilt cstics az elektroferogramon,
ami minden mérésnél stabilan detektalhato. A normalizalasi 1épést kovetden a relativ cstcs alatti
teriilet % -okat szamitottam ki ugy, hogy elosztottam a relativ csucs alatti teriiletet az
elektroferogram kiintegralt csucs alatti teriileteinek Osszegével és megszoroztam 100-zal. A 3.
tablazat tartalmazza a 4. dbran megjelolt glikan szerkezeteket azok szamitott CE-LIF GU értékeit
¢és a relativ csucs alatti teriilet szazalékokat az SD értékekkel. Csak azokat a csticsokat vettem
figyelembe az Osszehasonlitidsokndl, ahol a relativ csucs alatti teriilet szdzalék legalabb 1%
(félkovérrel jeloltek a tablazatban) legalabb egy minta esetén. Minden mérést haromszor
ismételtem meg és relativ csucs alatti teriilet szazalék atlagos RSD értéke 3,46%. A 3. tdbldzat 62-
78. sorai tartalmazzdk az exoglikoziddzos emésztés soran az egyes szekvenalasi 1épések utan

detektalhat6 felszabadulé glikanokat.

A ,.pool”-ozott tiidérakos, COPD-s, valamint tiidérakban és COPD-ben egyszerre szenvedd
betegek szérum mintainak relativ cstics alatti teriilet szazalékait 6sszehasonlitottam a ,,pool”-0zott
egészséges minta relativ cstcs alatti teriilet szazalékaval. Az Osszehasonlitast az alabbi képlet
alapjan végeztem el: (1 - relativ cstcs alatti teriilet a beteg minta esetén / relativ csucs alatti teriilet
a kontroll minta esetén) és ezt az értéket megszoroztam 100-zal. A 4. tablazat tartalmazza azokat
a glikan szerkezeteket, amelyeknek a relativ cstcs alatti teriilet szazaléka a kontroll mintahoz
képest nagyobb volt mint 33%, vagyis amik két kritériumot teljesitenek: 1) az N-kotott glikan

struktura relativ cstcs alatti teriilet szazaléka nagyobb mint 1% (félkdvérrel jelolt strukturak az 1.
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tablazatban) legalabb az egyik minta csoport esetén €s 2) a relativ cstics alatti teriilet szazalék

megvaltozasa nagyobb mint 33 % legalabb egy csoport esetén.

Az eredmények alapjan jelentds valtozdsok figyelhetok meg a tiidorakos minta esetén a
kontrollhoz képest (4. tabldzat 3. oszlop) az alabbi glikan szerkezetek esetén: FA4BG4[3,3,3,3]S4
#5. csucs: +167%), FA3G3[6]S3 (#7. cstcs: +176%), A2BG2S2 + M3 (#9-10. cstcs: +133%),
FA2G2S2 (#11. cstcs: +105%), FA2BG2S2 (#12. cstcs: +50%), A2BG2S1 (#28. csucs: -33%),
FA2G2S1 (#29. cstcs: -41%), FA2BG2S1 (#32. cstics: -41%), A2B (#35. cstcs: +36%) és FA2G2
(#59. csucs: -36%). Ezek a valtozasok potencialis glikobiomarkerei lehetnek a tiidéraknak.
Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy az alabbi glikan struktirak relativ csucs alatti teriilet
szazaléka jelentés mértékben megndtt a COPD-s minta esetén iS a kontrollhoz képest:
FA4BG4[3,3,3,3]S4 (#5. cstcs, LC:+167%, COPD: +106%), FA3G3[6]S3 (#7. cstcs: LC: +176%,
COPD: +79%) A2BG2S2 + M3 (#9-10. cstcsok, LC:+133%, COPD: +58%), FA2BG2S2 (#12
cstcs, LC:+50%, COPD: +33%) és FA2G2 (#59 csucs: LC: -36%, COPD: -34%). Ebbdl kifolydlag
ezek a struktirak indikalhatjak mind a két betegség (tiidérak vagy COPD) jelenlétét is. Raadasul
az FA3G3[6]S3 (#7. cstcs, LC:+176%, COPD: +79%, LC+COPD: +56%) struktura relativ csucs
alatti teriilet szazalékanak megnovekedése jelezheti a tiidérakos vagy COPD-s megbetegedést,
vagy akar a két betegség egyiittes jelenlétét is. Az A2BG2S1 struktara (#28. cstcs) csak kis
mértékben novekedett meg (+12%) a COPD esetén a kontrollhoz képest, azonban jelentdsen
lecsokkent (-33%) a tiidérakos minta esetén a kontrollhoz képest. A szerkezet igy alkalmas
glikobiomarkere lehet a tiidéraknak és segithet a COPD-t6] valo megkiilonboztetésben is.

A #29. cstics (FA2G2S1) relativ cstics alatti teriilet szazalékanak megvaltozasaval a csak COPD-s
beteg mintajatol (-4%) megkiilonboztetheté lehet a COPD és tiidérak egyiittes jelenléte (-37%),
viszont a csak tiidérakos betegétél nem (-41%). Az Gsszes patologias minta esetén az #59. csics
relativ csucs alatti teriilet szazaléka csokkent (FA2G2, LC: -36%, COPD: -34%, LC+COPD: -
39%), ezért ez a glikan csak az egészséges kontrolltol vald meg kiilonboztetést segiti eld. Meg kell
jegyeznem azt is, hogy az FA2 + M6 (#38-39. cstcs) és az A2BG2S2 + M3 (#9-10. csticsok)

csucsok egylitt vandorolnak, igy az egyéni valtozasaikat nem lehet megfelelden értékelni.
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Sorszam | N-glikan szerkezet Kolr_l'gf(;llf % Kci) atprlgl ;{;0 COL I(D:D+VS LC VSO /SOPD
Kontroll %
5 FA4BGA4[3,3,3,3]S4 | 16774 106 £5,2 18 +0,9 29 +1,4
7 FA3G3[6]S3 176 +9,7 79 +£3,8 56 +£3,0 5425
9-10 A2BG2S2, M3 133 +6,3 58 +2,8 29+1,4 47 £2,2
11 FA2G2S2 105 £5,1 15 +0,7 4 +0,2 79 +4,2
12 FA2BG2S2 50 £2,9 33 +1,8 16 +0,7 13+0,9
28 A2BG2S1 -33+1,6 12 +0,6 -17+1,0 -41 +1,9
29 FA2G2S1 -41 £2,1 -4 £0,2 -37 +1,7 -39+2,0
32 FA2BG2S1 -41 £2,1 -30+1,5 -26 +1,3 -17 +£0,8
35 A2B 36 £2,1 0=+0 12 +0,6 35+2,0
38-39 FA2, M6 15+0,9 -18 +0,9 28 +1,6 41 £2,1
59 FA2G2 -36 +1,7 -34 +1,6 -39+2,1 -3+0,1

4. tablazat: Tiidorakos (LC), COPD-s és mind a két betegségben szenvedo betegek (COPD és LC)
szérum mintdjanak relativ csucs alatti teriiletének 6sszehasonlitasa a kontroll mintaval, azokban
az esetekben, ahol legalabb az egyik kiilonbség >33% (félkovér szamok) barmely csucsra,
amelyiknek a relativ csucs alatti teriilete nagyobb, mint 1% akar a beteg akar az egészséges mintak

koziil. A szazalék kiilonbségek utan az SD értékek vannak feltiintetve.

A gyogyszeriparban gyakori eljards az N-kotott glikdnok csoportos analizise a
hatasmechanizmusra gyakorolt befolyasuk szerint. A csoportositas alapja az elagazas, a szializacio
¢s a fukozilacid mértéke. A szénhidratszerkezetek esetében az antennak kiépitettsége az elagazasuk
mértékét jelenti, igy a glikan szerkezetek mono-, bi-, tri- és tetraantennaris tipusokra oszthatok. Az
antennak kiépitettsége mellett figyelembe vettem a terminalis szialsavak szamat is, a mono-, bi-,
tri- és tetraszialilacio relativ csucsteriilet-valtozasanak tendencidjara Gsszpontositva. Az egyes

csoportokba tartozé N-glikan szerkezeteket az 5. tablazat foglalja Gssze.
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C’;'(;%gl:fonk N-glikan sorszamok (3. tablazat alapjan)
monoszialsavas 3,14, 15,18, 21, 23, 25-29, 32, 37, 41, 53, 54
biszialsavas 6, 8,9, 11, 12, 19, 20, 24, 33, 34
triszidlsavas 7,13, 16, 17, 22
tetraszialsavas 1,2,4,5
fukozilalt 4,5,7,11-13, 16, 19, 21, 23, 26, 27, 29, 32, 42, 44, 48, 50, 51, 55,
58, 59, 61
monoantennaris 3
biantenndris 6,8,9,11, 12, 14, 15, 18, 19, 21, 23, 25-30, 32, 35, 36, 38, 43-45, 48,
50, 51, 55, 59, 61
triantennaris 7,13, 16, 20, 24, 37, 41, 42
tetraantennaris 1,2,4,5,17, 22, 33, 34, 53, 54, 58

5. tablazat: A vizsgalt N-glikan csoportokba tartozo oligoszacharid szerkezetek osszefoglalasa. A

sorszamozast a 3. tablazat alapjan tiintettem fel.

A 7. abra a vizsgalt N-kotott glikan csoportok relativ csucs alatti teriilet szazalékos eltéréseit
mutatja be. A monoszialsavas glikanok relativ csucs alatti teriilet szazaléka kis mértékben
novekedett a COPD esetén (+5%)), kis mértékben csokkent a COPD és a tiidorak egyiittes jelenléte
esetén (-6%), és Iényegesen csokkent a tiidérak vonatkozasaban (-27%) a kontrollhoz képest. A
monoszialsavas glikan csoport ezaltal a tiidérak lehetséges biomarkerei k6z¢é sorolhato. A bi-, tri-
és tetraszialsavas glikan csoportok relativ cstcs alatti teriilet szazalékanak megvaltozasa kiilonb6zo
moddon novekedett a COPD, a tiidorak és a két betegség egyiittes jelenléte esetén dsszehasonlitva
az egészséges kontroll mintdval. A legnagyobb novekedés a tiidérak esetében volt (biszidlsavas:
+12%, triszidlsavas: +42%, tetraszialsavas: +168%), kozepes a COPD (biszialsavas: +7%,
triszialsavas: +16%, tetraszialsavas: +117%), és legkisebb a két betegség egyiittes jelenléte esetén
(biszialsavas: +6%, triszialsavas: +8%, tetraszialsavas: +23%). A fukozilalt N-glikanok relativ
csucs alatti teriilet szédzaléka kis mértékben csokkent a COPD (-8%) és a két betegség egylittes
jelenlétekor (-4%), ezzel szemben kis mértékben megnétt a tiidérakos mintanal (+7%) a kontroll

mintdhoz képest.

A relativ cstcs alatti teriilet szazalék valtozasa a mono-, tri- és tetraantennaris glikanok esetén
hasonl6 a bi-, tri- és tetraszialsavas glikanokhoz, ami azt jelenti, hogy mind a harom minta esetén
ndtt a mennyiségiik a kontroll mintadhoz képest. A legnagyobb novekedés a tiidérak esetén volt
ebben az esetben is (monoantennaris: +116% triantennaris: +45% tetraantennaris: +44.5%),

kozepes novekedés figyelhetd meg a COPD esetén (monoantennaris: +59% triantennaris: +15%
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tetraantennaris: +31%), mig a legkisebb novekedés a két betegség egyiittes jelenléte esetén volt
tapasztalhatd (monoantennaris: +30% triantennaris: +7.5% tetraantennaris: +3%). Ezzel
ellentétben a biantennaris N-kotott glikanok esetén a relativ csucs alatti teriilet szazaléka alig
csokkent vagy nem is valtozott a patologias mintaknal (COPD-s (-3%), tiidérakos (-5%) és a két
betegség egyiittes jelenléte (-0.3%)) a kontroll mintahoz képest. Azonban kozelebbrol
megvizsgalva az eredményeket arra kovetkeztetek, hogy ezeket a kis valtozasokat okozhatja a
kiilonféle biantennaris szerkezetek novekedésének és csokkenésének az dsszjatéka, vagyis a relativ
csucs alatti teriilet szdzalék néhany szerkezet esetén jelentds mértékben csokkent (példaul:
A2BG2S1 (#28. cstcs): LC: -33%, LC+COPD: -17%; FA2G2S1 (29. csucs): LC: -41%, COPD: -
4%, LC+COPD: -37%; FA2G2 (#59. cstcs): LC: -36%, COPD: -34%, LC+COPD: -39%); mig
néhany szerkezet esetén jelentésen megnovekedett (példaul: A2BG2S2 + M3) (#9-10. csucsok):
LC: +133%, COPD: +58%, LC+COPD: +29%; FA2G2S2 (#11. csucs): LC: +105%, COPD:
+15%, LC+COPD: +4%; FA2BG2S2 (#12. csucs): LC: +50%, COPD: +33%, LC+COPD: +16%
és A2B (#35. csucs): LC: +36%, LC+COPD: +12%). A teljes valtozas mértéke ezaltal
kiegyenlit6dott. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a mono-, tetraszialilezett, fukozilezett,
valamint a mono-, tri- és tetraantennaris N-kotott glikan csoportok biomarkerként szolgalhatnak a
tiidorak, a COPD és a két betegség egylittes megjelenésére. Ezek koziil is a legnagyobb mértéki

valtozasok a kontroll mintdhoz képest a tiidérdkos minta esetén voltak megfigyelhetok.
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7. abra: Specifikus N-glikan csoportok (Szialoformdk: mono-, bi-, tri- és tetraszialilacio;
fukozilalt,; elagazo: mono-, bi-, tri- és tetraantenndris) relativ csucs alatti teriileteinek vailtozdsai a
tiidorak (fekete), a COPD (sotétsziirke) és a két betegség egyiittes jelenléte (sziirke) esetén a
kontroll mintdhoz képest a hozzajuk tartozo RSD értékekkel feltiintetve. Az eredményekhez az 6.
tablazat adatait haszndltam felé.
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Sorszam GU LC COPD | LC+COPD | Kontroll
1 4.4 0,281 | 0,224 0,119 0,096
2 4,46 0,286 | 0,301 0,146 0,094
3 4,51 0,282 0,208 0,169 0,131
4 4,57 0,292 0,241 0,159 0,128
5 4,62 1,817 1,406 0,805 0,681
6 4,71 19,798 | 22,278 23,245 21,842
7 4,77 2,491 1,616 1,405 0,903
8 4,88 2,770 | 2,881 2,799 2,478

9-10 4,93 3,607 2,452 2,004 1,551
11 4,97 4,827 2,699 2,444 2,355
12 51 1,819 1,615 1,409 1,216
13 5,14 1,205 1,160 1,217 1,265
14 5,24 0,213 | 0,832 0,226 0,160
15 5,3 0,523 | 0,323 0,217 0,163
16 5,39 0,525 | 0,670 0,583 0,591
17 5,47 1,027 0,800 0,733 0,815
18 5,56 0,691 | 0,425 0,341 0,298
19 5,66 0,609 | 0,446 0,366 0,304
20 5,72 1,443 1,190 1,152 1,168
21 5,83 0,905 | 0,948 0,692 0,771
22 5,95 1,157 0,994 0,959 0,946
23 6,03 0,530 | 0,719 0,636 0,518
24 6,17 1,063 | 0,811 0,806 0,820
25 6,28 8,071 | 13,337 13,597 13,114

26-27 6,48 0,516 | 0,512 0,488 0,483
28 6,58 0,881 1,483 1,092 1,319
29 6,76 2,443 | 3,975 2,589 4,136

30-31 6,82 2,173 | 2,350 2,242 2,786
32 6,94 1,349 1,618 1,697 2,297
33 7,05 1,227 1,561 1,420 1,392
34 7,17 0,440 | 0,361 0,300 0,518
35 7,27 1,025 | 0,756 0,840 0,753
36 7,4 0,354 | 0,172 0,122 0,144
37 7,51 0,364 | 0,172 0,098 0,147

38-39 7,67 10,913 | 7,762 12,167 9,513
40 7,8 0,767 0,832 0,785 0,834
41 7,89 0,417 0,579 0,530 0,530
42 7,98 0,635 | 0,569 0,526 0,438
43 8,08 0,458 | 0,438 0,418 0,296
44 8,2 1,854 1,566 2,083 1,902
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Sorszam GU LC COPD | LC+COPD | Kontroll
45 8,35 0,717 0,672 0,699 0,661
46 8,48 0,379 | 0,331 0,316 0,319
47 8,62 0,521 | 0,467 0,375 0,384

48-49 8,75 4,310 | 4,160 4,876 6,121
50 9,09 2,936 | 2,676 2,054 2,977
51-52 9,17 3,036 | 2,550 2,749 2,505
53 9,34 0,356 | 0,261 0,216 0,167
54 9,48 0,169 | 0,261 0,235 0,164
55 9,55 0,572 0,374 0,367 0,441
56 9,64 0,512 0,544 0,483 0,598
57 9,73 0,392 0,314 0,233 0,300
58 9,86 0,299 | 0,269 0,146 0,087
59 10,14 2,263 | 2,331 2,135 3,510
60 10,25 0,719 | 0,797 0,812 0,988
61 10,52 0,770 | 0,709 0,676 0,885

6. tablazat: COPD-ben, tiidorakban (LC) és ezek komorbiditisaban (LC+COPD) szenvedo
betegektol, illetve egészséges kontroll onkéntesektol gyiijtott, majd ,,pool”’-ozott humdn szérum
mintakban azonositott N-glikan szerkezetek gliikoz egység (GU) és relativ csucs alatti teriilet %-0S

értékei. A csucsok sorszama megfelel a 4. abra szamozdsanak. Ezeket az adatokat hasznaltam fel

a mintak osszehasonlitasahoz.
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5.3 Reszekcids miitét hatasanak vizsgalata a human szérum N-kotott glikan profiljara

A ,pool”-ozott mintak analizise és a minta elokészitési modszer fejlesztése utan, olyan
tidorakos betegek mintainak analizisére keriilt sor, akiknek a kezelésiik soran miitéti uton
tavolitottak el a szervezetébdl a tumort. 17 tiidordkos beteg szérum mintdjanak glikdn profiljat
vizsgaltam 1ézer indukalt kapillaris elektroforézissel miitét el6tt és a miitétet kovetden. A tiidérakos
human szérum mintak korabbi vizsgalatai alapjan 21 N-kotott glikan szerkezet relativ csucs alatti
teriiletének megvaltozasat vizsgaltam diszkrét és folytonos tanulasi modellekkel, hogy van-e
korrelacids kapcsolat az egyes klinikai paraméterek és az N-kotott glikanok mennyiségének
valtozasal kozott. Azokat a glikan szerkezetek valasztottam ki els6 1épésben, amelyek relativ cstcs
alatti teriilet% legalabb egy ,,pool”-0zott minta esetén legalabb 1% volt (3. tablazat félkovérrel
jelolt szerkezetek). Azonban a listat modositanom kellett az egyiitt vandorl6 csticsok (M3, M5, A2,
A2B) és anagyon kis cstucsok (A4G4[6]S3, A3G3[6]S2, A4G4[3,3,3]S3) miatt. Kivettem a tovabbi
vizsgalatbol dket, mert ezeknek a tovabbi analizise bizonytalanna tette volna az eredményeket. Az
FA2BG2S2 és az FA3G3S(3)3 egyiitt vandorlo szerkezeteket egy csticsként kezeltem, mivel nem
tudtam meghatarozni a szerkezetek egyedi teriilet% értékeit kell6 biztonsaggal. Mindemellett jol
elkiiloniil6 stabil oligoszacharidokat bevontam az analizalt strukturak soraba (M9, FA2[6]G1S1).
Az igy kivalasztott oligoszacharid szerkezeteket a 7. tabldzat tartalmazza. A dontési fa analizis a
gépi tanitasban a prediktiv modellezés egyik megkozelitése. A dontési fa analizis soran 51 klinikai
valtozot vettem figyelembe beleértve az egyéni és a generalt klinikai valtozo péarokat is. A
8. tablazat dsszefoglalja a korrelacids kapcsolatokat a klinikai valtozok és az N-kotott glikan
szerkezetek mennyiségének megvaltozasa kozott, azokban a vizsgalt esetekben, ahol a modell
pontossaganak értéke meghaladja a 0,63-t. A 8. dbrdn bemutatom a sikeres miitét példajan

keresztiil a dontési fa felépitését.

49



Sorszam Szerkezet neve Glikan szerkezet
1 FA4BG4S(3)4
2 A2G25(6)2 g = =
6 B4 B4
3 FA3G3S(6)3
4 A2G2S(3)2 B =
3\ M 2 3
5 A2BG2S?2
6 FA2G2S2 Bl
B4 p4 o
7 FA2BG2S2, FA3G3S(3)3
8 FA2[6]G1S1 Bt T
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Sorszam Szerkezet neve Glikan szerkezet

9 A3G35(3)2

10 A2G25(6)1 F( i S
B4 [ 2

11 A2BG2S1 > ol
B4 B4

12 FA2G2S1 0—( T e
p Al g i

13 FA2BG2S1 - s iy

14 A4GAS(6)2

15 FA2, M6

16 FA2B
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Sorszam Szerkezet neve Glikan szerkezet
17 FA2[6]G1, M7
18 FA2[3]G1
19 M8, FA2B [6]G1
20 FA2G2
21 M9

1. tablazat. A miitott betegek vérszérum mintadi esetén vizsgalt glikan strukturak listdja, kodja és

szerkezete

Az eredmények azt mutatjak, hogy a vizsgélat idején is rendszeresen dohanyzok esetén a #15.
cstcs (FA2 és M6 egyiitt vandorlo glikan szerkezetek) relativ csucs alatti teriilete nem n6tt 11,35%-
ot vagy azt meghaladé mértékben (a modell pontossag: 0,75). Azonban ennek az egyiitt vandorlo
glikén csucsnak (#15. csucs FA2+M6) a relativ csucs alatti teriilet novekedése legalabb 16,14%
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volt abban az esetben mikor a beteg mar abbahagyta a dohanyzast és a miitét soran sikeriilt
eltdvolitani a tumort (a modell pontossaga 0,88). Abban az esetben mikor a tiidérdk mellett mas
betegségei is voltak a paciensnek, mint példaul lipoma, hiperlipidémia, spondilozis, iziileti
gyulladas, gobos pajzsmirigy vagy csontritkulas, de nem volt cukorbeteg, érelmeszesedése vagy
COPD-je a #21. csucs (M9) relativ csucs alatti teriiletének novekedése jelentds 35% vagy annal
nagyobb (modell pontossaga: 0,75). A #21. glikan szerkezet (M9) mennyiségének emelkedését
indukalja az az eset IS mikor a beteg mar abbahagyta a dohanyzast és a tiidérak mellett nem volt
érelmeszesedése, a novekedés mértéke legalabb 17,8% a korrelacid pontossdga pedig 0,81. A
sikeres miitét eredményeként a #2. cstucs (A2G2S(6)2) relativ csucs alatti teriilete 38,1%-nal nem
csokkent nagyobb mértékben és a #6. csucs (FA2G2S2) mennyisége nem ndtt 13,58%-ot vagy
annal nagyobb mértékben (a modell pontossaga: 0.69). Sikeres miitét utan azon betegeknél,
akiknek a tiidérak mellett COPD is kialakult a szervezetében a szérum mintajukban a #6. csucs
(FA2G2S2) mennyisége legalabb 31,67%-kal megndvekedett (a modell pontossaga: 0,69). A
mintavételek idépontjdban is rendszeresen dohdnyzé betegek esetén, akiknek a mutétjiik
kimenetele pozitiv volt kis mértékli valtozas figyelhetd meg a #2 (A2G2S(6)2) és a #3
(FA3G3S(6)3) glikén szerkezetiik mennyiségének megvaltozasdban. A #2 cslics (A2G2S(6)2)
relativ csucs alatti teriiletének novekedése minimum 9,34% volt vagy ha a novekedés kisebb volt,
mint 9,34% vagy esetleg csokkenés volt tapasztalhat6 akkor a #3 (FA3G3S(6)3) cstcs relativ csucs
alatti teriilet ndvekedése is legalabb 3,96% volt (a korrelacié pontossaga 0,63). Amikor a tiidérakos
betegnél a COPD is kialakult, de nincs érelmeszesedése, akkor a #12 glikan szerkezet (FA2G2S1)
mennyisége legalabb 10,97%-kal megnovekedett (a modell pontossaga 0,81%). Azonban a COPD
¢és az ateroszklerozis egyiittes megjelenése az #1 (FA4BG4[3,3,3,3]S4) ¢és a #20 (FA2G2) glikan
szerkezetek mennyiségében indukalt valtozasokat. Az #1 csucs (FA4BG4[3,3,3,3]54) relativ csucs
alatti teriilete legalabb 18,51%-kal megnovekedett vagy ellenkezé esetben az #1 cstlcs
megvaltozasa mellett a #20 (FA2G2) glikédn szerkezet relativ cstcs alatti teriilete 28,15%-nal
nagyobb mértékben lecsokkent (a modell pontossaga 0,63). A korrelacios analizis azt is kimutatta,
hogy a tiidérakos betegek esetén, akiknek nem volt érelmeszesedése a sikeres operacio utan az #5
glikdn szerkezet (A2BG2S2) relativ csucs alatti teriilete 19,10%-ndl nagyobb mértékben
lecsokkent, vagy ellenkezd esetben a #2 glikan szerkezet (A2G2S(6)2) mennyisége legalabb
9,34%-kal novekedett meg (a modell pontossaga: 0,63). A #7 cstucs (FA2BG2S2 és FA3G3S(3)3

egylitt vandorlo glikan szerkezetek) csucs alatti teriilete esetén legalabb 35,24%-0s novekedés volt
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tapasztalhatd (a modell pontossaga: 0,88) azoknal a tiidérakos betegeknél, akiknél nem alakult ki
ateroszklerdzis €s az operacid soran nem tudtak eltavolitani a tumort. A tiidérak érelmeszesedéssel
egylitt az #5 (A2BG2S2) és a #2 (A2G2S(6)2) glikan szerkezetek mennyiségének megvaltozasat
befolyasolja: az #5 (A2BG2S2) relativ cstcs alatti teriiletét nem csokkenti 19,10%-nal nagyobb
mértékben, illetve a #2 (A2G2S(6)2) relativ cstcs alatti teriiletét nem noveli meg 6,06%-nal
nagyobb mértékben (a modell pontossaga 0,63). Sikeres miitét esetén az ateroszkler6zisos
tiidorakos betegeknél a #11. (A2BG2S1) oligoszacharid szerkezet relativ csucs alatti teriilete
legalabb 18,37%-kal novekedett meg (a modell pontossaga: 0,75). Mindemellett a #13 cstics
(FA2BG2S1) relativ csucs alatti teriiletének novekedése legalabb 19,26% volt azon dohanyzo
paciensek esetén, akiknek a miitét soran nem sikertilt eltavolitani a tumort (a modell pontossaga:
0,81). Dohanyzasrol leszokott beteg sikertelen miitétje utan a szérum mintaban meghatarozott N-
kotott glikan profilon az alabbi valtozasokat tapasztaltam: #4 (A2G2S(3)2) glikan szerkezethez
tartozo relativ csucs alatti tertilet 28,26%-nal nagyobb mértékben csokkent vagy ellenkezd esetben
a #18 (FA2[3]G1) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete 18,79%-nal jelentésebb mértékben
csokkent (a modell pontossaga 0,69). Korrelacios vizsgalat eredményeként az is megallapithato,
hogy a #3 (FA3G3S(6)3) és a #13 (FA2BG2S1) glikan szerkezetek mennyiségének megvaltozasat
indukalja a sikertelen miitét a tiidorak és a COPD egyiittes jelenléténél. A #3 (FA3G3S(6)3) glikan
szerkezet 34,01%-nal nagyobb mértékben csokkent vagy ellenkez6 esetben a #13 (FA2BG2S1)
glikan szerkezet relativ csucs alatti teriilete legalabb 19.26%-kal novekedett meg (a modell

pontossaga 0.69).

A fentiek alapjan a 8. tdbldzat 6sszefoglalja azokat a modelleket, amelyek lehetéséget adhatnak,
a tiidorakos betegek reszekcios miitétjének hatékonysaganak nyomon kdvetesére a molekularis
modszerek fejlesztése révén. Ez a glikobiomarker panel validalast kdvetéen jo alapot adhat a

betegek allapotanak egyszeriibb, gyorsabb és pontosabb meghatarozasahoz.
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FA2G252 < 13.58 A2G252 >= 1358

A2G2[6])52 < -38.1023 2G2[6)52 >=-38.1023

8. abra: Példa a dontési fa modellre sikeres miitét esetén. A modell leirja, hogy sikeres miitét utan
az FA2G2S2 glikan szerkezet mennyisége 13,58%-ndl nem no nagyobb mértékben és az A2G2[6]S2
glikan szerkezet mennyisége 38,1%-nal nem csokken jobban. Az egyes haromszégek csucsa irja le
a haromszog két szdardra vonatkozo feltételt. Az 1 azt jelenti, hogy a megadott feltétel teljesiil a

vizsgalt klinikai paraméter esetén, a 0 pedig azt, hogy nem teljesiil.
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Klinikai paraméter Eredmény Pontossag
> - & <
Sikeres miitét AA2G2S(6)2 >-38,1 és AFA2G2S2 0.69
13,58
Dohanyos AFA2, M6<11,35 0,75
, AA2BG2S2 >-19,10 é
Erelmeszesedése van AAIGDS (6_) 2<6.06 ©s 0,63
Van mas kisér6 betegsége is AM9 > 35 0,75
, : o AA2G2S(6)2 > 9,34 vagy AA2G2S(6)2
Dohanyos sikeres mutéttel < 9,34 és AFA3G3S(6)3 > 3,96 0,63
Dohanyzasrolﬂle,szokott sikeres AFA2, M6 > 16,14 0,88
mitéttel
Dohényos sikertelen miitéttel AFA2BG2S1 > 19,26 0,81
Dohanyzasrol leszokott sikertelen AA2G2S(3)2<-28,26 vagy AA2G2S(3)2 0.69
mutéttel > -28,26 és AFA2[3]G1 <-18,79 ’
AFA3G3S(6)3 <-34,01 vagy
COPD sikertelen miitéttel AFA3G3S(6)3 >-34,01 és AFA2BG2S1 0,69
>19,26
Erelmeszesedés sikeres miitéttel AA2BG2S1 > 18,37 0,75
) .. | AA2BG2S2 <-19,10 vagy AA2BG2S2 >
k utét érel 5s nélkiil
Sikeres mutét érelmeszesedés nélkil 119,10 és AA2G2S(6)2 > 9,34 0,63
Sikertelen mutt?t e:relmeszesedes AFA2BG2S2, FA3G3S(3)3 > 35.24 0,88
nélkiil
AFA4BG4(3,3,3,3]1S4 > 18,51 vagy
Erelmeszesedés és COPD is kialakult AFA4BG4([3,3,3,3]S4 < 18,51 és 0,63
AFA2G2 < -28,15
COPD igen, erelmes_zesedes nem AFA2G2S1 > 10.97 0,81
alakult Ki
Sikeres miitét COPD-vel AFA2G2S2 > 31,67 0,69
Dohanyzasrol 1 k
,0 anyzasro ,esz’o ?tt AMO > 17.80 0,81
érelmeszesedés nélkiil

8. tablazat: A diszkrét paraméterek és az egyes N-kotott glikan szerkezetek relativ csucs alatti
teriiletének megvaltozasa kozotti korreldacios kapcsolat, a dontési fa elemzésének eredményei. A

tablazatban csak a 0,63 —nal nagyobb pontossagu modelleket tiintettem fel.

Az N-kotott glikanok diszkrét analizisét, vagyis a korrelacios kapcsolatok vizsgalatat a klinikai

paraméterekkel, nemcsak egyenként, hanem glikan csoportokat létrehozva is elvégeztem. A
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kivalasztott 21 glikdn szerkezetet az alabbi alcsoportokra osztottam: afukozilalt (fukéz monomert
nem tartalmaz6 glikan szerkezetek és magasfokiuan mannozilezett glikan szerkezetek), szialilalt,
terminalis galaktozilalt és semleges glikanok (0sszes szidlsav nélkiili, toltéssel nem rendelkezd
glikan). Az adott glikan szerkezetek kiilonallo vizsgalata mellett 51 diszkrét klinikai paramétert
hataroztam meg a glikan alcsoportok esetén is. A gépi tanitdsi modellek eredményeit a
9. tablazatban foglaltam 0ssze a hozzéjuk tartozo pontossagok értékeivel. Csak azok a korrelaciok
lettek feltlintetve, ahol a pontossag értéke legalabb 0,63. A relativ csucs alatti teriilete az afukozilalt
glikan csoportnak 21%-nal nagyobb mértékben csokkent tobb klinikai paraméter esetén is: 1) a
dohanyzasrdl leszokott sikertelen mitét esetén (modell pontossaga 0,69), 2) sikertelen miitét
COPD-vel nem rendelkezé betegek esetén (modell pontossaga 0,69), 3) sikertelen miitét esetén
ateroszklerdzisos paciens esetén (modell pontossaga 0,75), 4) sikertelen miitét diabéteszes betegek
esetén (modell pontossaga: 0,75), 5) cukorbetegek érelmeszesedés (modell pontossaga 0,81) vagy
6) COPD nélkiil (modell pontossaga 0,75) vagy 7) dohanyzassal (a modell pontossaga 0,81), 8)
dohanyosok érelmeszesedés (modell pontossaga 0,69) vagy 9) COPD nélkiil (modell pontossaga
0,69). Ez alapjan elmondhato, hogy a teljes afukozilalt glikan csoport mennyisége nagymértékben
csokkent akkor, amikor sikertelen miitét vagy cukorbetegség parosult valamely mas altalunk
vizsgalt paraméterrel. Azonban a teljes afukozilalt glikan alcsoport relativ csucs alatti teriilete nem
csokkent 21%-nal nagyobb mértékben sikeres miitét esetén, mikor a tumoros sejteket teljes
mértékben eltavolitottak a paciens szervezetébdl, (a modell pontossaga 0,69) vagy dohanyzasrol
leszokott nem cukorbeteg esetén (modell pontossaga 0,63). Raadasul diabétesz és COPD nélkiil a
mitétet kovetden az afukozilalt cukrok mennyiségének novekedése legalabb 4,57% volt vagy
kisebb mint 1,4% vagy esetleg csokkenés volt tapasztalhaté (a modell pontossaga 0,63). Sikeres
miitét a dohanyos paciensek esetén indukalja a semleges glikan szerkezetek megvaltozasat, ami
9,26%-nal nagyobb csokkenésben nyilvanult meg (a modell pontossaga: 0,63). Két klinikai
paraméter hatdsara is megvaltozott a szialilalt glikdn alcsoport relativ csucs alatti teriilete:
dohanyzasrdl leszokott betegek sikeres mutéttel ¢€s ateroszklerdzis diabétesz nélkiil. Az
érelmeszesedés cukorbetegség nélkiil a szialilalt glikanok mennyiségének legalabb 7,41%-0s
novekedését eredményezte (a modell pontossaga: 0,75), ezzel szemben a sikeres miitét a nem
dohanyzok esetén csokkentette a szialilalt glikan csoport relativ cstcs alatti teriiletét tobb mint
1,05%-kal (a modell pontossaga: 0,81). A tiidérakos diabéteszes betegek esetén a miitét utan a

terminalis galaktozilalt glikanok relativ csucs alatti teriilete megnovekedett legalabb 81,53%-kal
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(a modell pontossaga 0,81). A tiidérak mas betegségekkel tarsulva, mint példaul lipéma,
hiperlipidémia, spondilozis, iziileti gyulladas, goboOs pajzsmirigy vagy csontritkulds szintén
hatassal voltak a teljes terminalis galaktozilalt glikanok relativ cstcs alatti teriiletére, nagyobb mint
81,53%-o0s novekedést okozva vagy ellenkezo esetben mikor a valtozas kisebb mint 81,53%, akkor
a szialilalt oligoszacharidok mennyisége is megvaltozott, legalabb 9,07%-kal megnétt (a modell
pontossaga 0,69). A tiidérak, a COPD ¢és az érelmeszesedés egyiittes jelenléte a szialilalt és az
afukozilalt glikan alcsoportok mennyiségének megvaltozasat indukalta a miitétet kovetden. Ennek
a harom betegségnek a kombinacidja révén a szialilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete legalabb
7,4%-kal novekedett vagy ha nem nétt 7,4%-nal tobbet, akkor az afukozilalt glikan alcsoport
mennyisége csokkent maximum 5,56%-0t, de nem kevesebbet mint 2,21% (a modell pontossaga:
0,63). A dohanyzasrol leszokott betegek érelmeszesedéssel ugyanolyan valtozasokat indukaltak a

szérum N-kotott glikan profilban, mint a COPD-s érelmeszesedésben szenvedd paciensek.
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Klinikai paraméter Modell Pontossag
Sikeres miutét A teljes afukozilalt > -21% 0,69
Cukorbeteg A teljes terminalis galaktozilalt > 81,53% 0,81
Van eovéb kisérd beteasé A teljes terminalis galaktozilalt > 81,53% vagy A
an cgye ize O DEICESCE | teljes terminalis galaktozilalt < 81,53% és A teljes 0,69
szialilalt > 9,065%
Dohanyos sikeres miitéttel A semleges <-9,26% 0,63
Dohanyzasrdl leszokott A teljes szialilalt <-1,05% 0,81
sikeres miitéttel
Dohanyzasrol leszokott . o 0
sikertelen miitéttel A teljes afukozilalt <-21% 0,7
Sikertelen miitét COPD A teljes afukozilalt <-21% 0,69
nélkil
Sikertelen mitct A teljes afukozilalt <-21% 0,75
érelmeszesedéssel
. . A teljes szialilalt > 7,4% vagy A teljes szialilalt <
COPD érelmeszesedessel |7 400 oo 5 56% < A teljes afukozillt <-2,21% 0,63
Cukorbeteg COPD nélkiil A teljes afukozilalt <-21% 0,75
COPD ¢és cukorbetegség | A teljes afukozilalt > 4,57% vagy A teljes afukozilalt
11 0,63
nélkiil <1,4%
Cukorbeteg sikertelen A teljes afukozilalt < -21% 0,75
miutéttel
Erelmeszesedés . e, 0
cukorbetegség nélkiil A teljes szialilalt > 7,41% 0,75
_  Cukorbeteg A teljes afukozilalt < -21% 0,81
érelmeszesedés nélkiil
Cukorbeteg dohanyos A teljes afukozilalt < -21% 0,81
Dohanyzisol leszokott A teljes afukorzilalt > -21% 0,63
nem cukorbeteg
Dohanyos COPD nélkiil A teljes afukozilalt < -21% 0,69
Dohanyzasrol leszokott A teljes szialilalt > 7,4% vagy A teljes szialilalt < 0.63
érelmeszesedéssel 7,4% és -5,56% < A teljes afukozilalt <-2,21% :
Dohanyos crelmeszesedcs A teljes afukozildlt < -21% 0,69
nélkiil

Q. tablazat: A klinikai tulajdonsagok és az N-glikan szerkezetek relativ csucs alatti teriiletének

megvaltozasa kozotti kapcsolatok, a dontési fa vizsgalatanak eredménye. Az egyes modellekhez

tartozo pontossag a harmadik oszlopban van feltiintetve.

A linedris regresszio eredményei (lasd a 10. tdblazat) azt mutattak, hogy a dohanyzassal eltoltott

évek, a beteg ¢letkora, a vércukorszintje, a CRP értéke, a tiidorak stadiuma, és az elszivott

cigarettdk mennyisége linedris korrelacioban van az N-kotott glikanok relativ csucs alatti

teriiletének megvaltozasaval az R? értékét is figyelembe véve. Az 1-6. egyenletek bemutatjak a
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linedris regresszios modelleket, amelyek leirjak a klinikai paraméterek és az N-kotott glikdnok
relativ cstics alatti teriileteinek megvaltozasa kozotti kapcsolatot. Az 1. egyenlet azt mondja meg,
hogy a dohanyzéssal eltoltott évek szama, milyen Osszefliggésben all a kovetkezo N-kotott glikan
szerkezetek relativ cstics alatti teriiletek megvaltozasaval: FA2G2S1, FA2[6]G1l and
M7,FA2[3]G1, FA2B[6]G1 and M8, FA2G2 ¢és M9 (#12. #17-21. cstcsok). A tiidérak stadiuma
megvaltoztatja a mennyiségét a A4G4S(6)2, FA2[6]G1 és M7, FA2B[6]G1 és M8, FA2G2 és M9
(#14. #17. #19-21. csticsok) glikan szerkezeteknek a 3. egyenlet szerint. A paciens életkora, az
elszivott cigarettak szdma, a vércukorszint é¢s a CRP érték valtozast eredményeznek a FA2[6]G1
és M7, FA2[3]G1, FA2B[6]G1 and M8, FA2G2 és M9 (#17-21. cstcsok) cukor struktarak relativ

csucs alatti teriiletében a 2., 4., 5. és 6. egyenletek alapjan.

R? Egyenlet

Regresszios modellek egyenletei .
sorszama

y~—631+181-x12+0,16 -x17-x18 + 0,76 - x17 - x19 + (—0,90) - x17
+x20+ 0,03 -x17 - x21 + (—0,38) - x18 - x19 + 0,74 - x18 0,99 Q)
- %20 + (—0,03) - x20 - x21
y~48,64 + 0,34 - x21 4+ 0,22 - x17 - x19 + (—0,25) - x17 - x20 + (—0,14) 0.95 @)
+x18-x19+ 0,17 - x18 - x20 + 0,02 - x19 - x20 '

y~2,32 + 0,05 - x14 + 0,001 - x17 - x20 + 0,001 - x19 - x21 081 (3
y~397250 + 1688 - x17 - x18 + (~1408) - x17 - x19 + (~1623) x18-x20 o0 (p
+ 393 -x18-x21 + 832 - x19 - x20 ’
y~5,79 + 0,01 - x17 - x18 + (—0,01) - x17 - x19 + 0,005 - x17 - x21
+ (-0,01) - x18-x19 + 0,01 - x18 - x20 + (—0,01) - x18 - x21 0,99 (5)

+ 0,01 -x19-x20 + 0,005 - x20 - x21
y~18,8 + (—0,04) - x17 - x19 + 0,04 - x17 - x21 + (—0,05) - x18 - x21

+ 0,04 - x19 - x20 0.95 ©)

10. tablazat: A meghatarozott regresszios modellek a folytonos valtozok (azaz a folytonos klinikai
parameéterek) és az N-glikan strukturak relativ csucs alatti teriiletének valtozdasa kozotti kapcsolat
elemzésére a megfelelé négyzetes regresszios egyiitthatokkal. A fiiggetlen valtozok jeldlése a
7. tablazat nomenklaturajat koveti, példaul: az x12 a #12. csucs relativ csucs alatti teriiletének

valtozasat jelenti.
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5.4 Kemoterapia hatasanak vizsgalata a glikan szerkezet megvaltozasara

A PhD munkam soran a miit6tt tiidérakos betegek vizsgalatahoz hasonloan, 33 kemoterapias
kezelésen részt vev beteg mintajat is analizaltam. A betegek kezelésének kiilonb6z6 fazisaiban
levett vérszérum mintakbol meghatiroztam az aszparagin-kotott glikan profilokat 1ézer indukalt
detektorral felszerelt kapillaris elektroforézissel. A kemoterdpids betegek mintdi esetén is
korrelaciot kerestem bizonyos klinikai paraméterek ¢és a kemoterapias kezelés hatasara megvaltozo
N-kotott glikanok relativ csucs alatti teriilet valtozasai kozott. A glikan profilbol a miitott betegek
vizsgalataval megegyezéen 21 N-kotott glikdn struktarat valasztottam ki, amelyek listajat a
7. tablazat tartalmazza. Az elemzéshez a diszkrét dontési fa analizist alkalmaztam 105 klinikali
valtozoval (beleértve az 6nallod és a szarmaztatott valtozokat is). A 11. tablazat foglalja 6ssze az
egyes klinikai paraméterek és az N-kotott glikdn szerkezetekhez tartozd csucs alatti teriiletek
megvaltozasanak korrelacios modelljeit, ahol a modell pontossaga nagyobb, mint 0,8. A #20
(FA2G2) cukorszerkezet kivételével minden vizsgalt glikan szerkezet megjelenik legalabb egyszer
a tablazatban, vagyis jelentds valtozassal bir valamely klinikai paraméter esetén. Az eredmények
azt mutattak, hogy a cukorbetegség jol definidlt korrelacié mellett nagy hatdssal van szamos glikan
szerkezet relativ csucsteriiletének valtozasara, agymint a #3 (FA3G3S(6)3), #4 (A2G2S(3)2), #6
(FA2G2S2), #8 (FA2[6]G1S1), #12 (FA2G2S1), #17 (FA2[6]G1+ MT7), #18 (FA2[3]G1) és a #21
(M9)-nek. A cukorbeteg tiidérakos betegek mintai esetén haromféle korrelacio figyelheté meg:

1) a #18 (FA2[3]G1) relativ csucsteriilete tobb mint 29,77%-kal lecsokkent, mig a #17
(FA2[6]G1+ M7) 34,01%-nal nagyobb mértékben nem csokkent

2) a #18 (FA2[3]G1) relativ cstcs alatti teriilete nem csdkkent nagyobb mértékben,
mint 29,77% mikozben a #12 (FA2G2S1) relativ csucs alatti teriilete legalabb 36,35%-
kal nott

3) #21 (M9) relativ csucs alatti teriilete 40,22%-nal nagyobb mértékben csokkent és a
#18 (FA2[3]G1) relativ csucs alatti terillete 29,77%-nal nem csokkent nagyobb
mértékben mikozben a #12 (FA2G2S1) relativ csucs alatti teriilete nem nott 36,35%-

nal nagyobb mértékben, a modell pontossaga 0,816.

Azokban az esetekben mikor a cukorbetegség mellé COPD tarsult a #3 (FA3G3S(6)3) glikan
szerkezet relativ csucs alatti teriilete legalabb 186,71%-kal megnétt vagy ellenkezd esetben a #4
(A2G2S(3)2) struktara csucs alatti teriilete 47,73%-nal nagyobb mértékben lecsokkent, a modell
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pontossaga 0,918. Az elemzés eredményeképp az is elmondhatd 0,827 pontossaggal, hogy ha a
cukorbeteg tiidérakos betegnél nem alakult ki COPD a #21 (M9) glikan szerkezet relativ csucs
alatti teriilete 12,72 %-nal nagyobb mértékben lecsokkent, amig a #8 (FA2[6]G1S1) szerkezet
csucs alatti teriilete nem n6étt nagyobb mértékben, mint 10,6%. Abban az esetben mikor a tiidérakos
betegnél alapbetegségként jelen van a diabétesz és az érelmeszesedés is a #21 (M9) cukorszerkezet
relativ csucs alatti teriilete 40,22%-nal nagyobb mértékben lecsokkent vagy ellenkezo esetben a #4
(A2G2S(3)2) struktira csucs alatti teriilete 47,73%-nal nagyobb mértékben csokkent, a modell
pontossaga 0,939. Azonban mikor a tiidérakos betegnek a diabétesz mellett nincs érelmeszesedése
jol definialhaté valtozas a #18 (FA2[3]G1l) (nagyobb mint 29,77%-o0s csokkenés) és a #17
(FA2[6]G1+ M7) (29,49%-nal nem nagyobb csokkenés ) cukor szerkezetek relativ csucs alatti
tertileteinél figyelhetdk meg 0,857 pontossdggal. Az érelmeszesedéssel is diagnosztizalt tiidérakos
betegek esetén, akiknél nem alakult ki COPD a kemoterapia hatasara a #9 (A3G3S(3)2) és a #19
(FA2B [6]G1 + M8) aszparagin-kotott glikan szerkezetek relativ cstces alatti tertileteinél alakult Ki
jelentOs valtozas: a #9 (A3G3S(3)2) teriilete legalabb 305,54%-kal nétt vagy 70,47%-nal nagyobb
mértékben csokkent vagy a #9 (A3G3S(3)2) csucs alatti teriilete 305,54%-nal kevesebbet nétt vagy
maximum 70,47%-ot csokkent és a #19 (FA2B[6]G1 + M8) szerkezet relativ cstcs alatti teriilete
IS 43,92%-nal jobban lecsokkent, modell pontossaga 0,888.

A dontési fa analizis sordn a dohdnyzast és arrdl vald leszokast is tarsitottuk klinikai
paraméterek mellé. Ez alapjan megéllapitottam, hogy a cukorbeteg tiidérakos betegek esetén, akik
leszoktak a dohanyzasrol a kemoterapia hatdsara megnovekedett a relativ cstcs alatti teriilete a #12
(FA2G2S1) glikan szerkezetnek minimum 36,35%-kal, ezzel ellenkez6 esetben a #18 (FA2[3]G1)
és #21 (M9) szerkezetek relativ cstcs alatti teriilete csokkent nagyobb mértékben, mint 29,77%,
illetve 12,18%, a modell pontossaga 0,918. Az altalam vizsgalt tumoros betegek koziil, akinél nem
alakult ki COPD ¢és sikeresen leszokott a dohanyzasrdl a kemoterapia soran jol definialhaté médon
valtozott a relativ cstcs alatti teriilete az #1 (FA4BG4S(3)4), #2 (A2G2S(6)2), #9 (A3G3S(3)2) és
#21 (M9) glikan szerkezeteknek:

1) #9 (A3G3S(3)2) relativ csucs alatti teriilete minimum 169,3%-ot nétt;
2) #9 (A3G3S(3)2) relativ csucs alatti teriilete nem nétt 169,3%-nal nagyobb
mértékben és az #1 (FA4BG4S(3)4) relativ csucs alatti teriilete tobb mint 51,51%-ot

csokkent;
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3) #9 (A3G3S(3)2) relativ csucs alatti teriilete nem nétt 169,3%-nal nagyobb
mértékben és a #1 (FA4BG4S(3)4) relativ cstics alatti teriilete nem csokkent 51,51%-
nal nagyobb mértékben mikozben a #2 (A2G2S(6)2) relativ cstcs alatti teriilete
minimum 22,75%-ot nott;

4) a #9 (A3G3S(3)2) relativ csucs alatti teriilete nem nétt 169,3%-nal nagyobb
mértékben és az #1 (FA4BGA4S(3)4) relativ csucs alatti teriilete nem csokkent 51,51%-
nal nagyobb mértékben, mikézben a #2 (A2G2S(6)2) relativ csucs alatti teriilete nem
nétt 22,75%-nal nagyobb mértékben és a #21 (M9) relativ cstcs alatti teriilete legalabb
10,03 %-ot, de kevesebbet, mint 13,08%-ot névekedett, a modell pontossaga 0,827.

Ezzel szemben azoknal, a betegeknél, akiknél ugyanigy nem alakult ki COPD azonban nem

szoktak le a dohanyzasrdl az alabbi modellt azonositottam:

1) a #21 (M9) glikan szerkezet cstics alatti teriilete 14,9%-nal nagyobb mértékben
csokkent ¢és a #7 (FA2BG2S2 ¢és FA3G3S(3)3 egyiitt vandorlo glikdn szerkezetek)
csucs alatti teriilete nem nétt 6,31%-nal nagyobb mértékben,;

2) a#21 (M9) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete 14,9%-nal nagyobb mértékben nem
csokkent és a #18 (FA2[3]G1) cukor struktira cstcs alatti teriilete 40,36%-nal
nagyobb mértékben csokkent

3) a#21 (M9) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete 14,9%-nal nagyobb mértékben nem
csokkent, a #18 (FA2[3]G1) csucs alatti teriilete 40,36%-nal nem csokkent nagyobb
mértékben és a #10 (A2G2S(6)1) csucs alatti teriilete 25,36%-nal nagyobb mértékben

csokken, a modell pontossaga 0,878.

A tlid6rak kiséré betegségei mellett kapcsolatot kerestem a glikan strukturak relativ cstcs alatti
teriileteinek megvaltozasa és a kemoterapias kezelés kimenetele, azaz a tumor regresszidja,
progresszidja és stagnalasa kozott is. A dohanyzasrél leszokott tiidérakos betegek esetén, akiknél
a kemoterapia utan progresszio volt megfigyelhet6 a #9 (A3G3S(3)2) glikan szerkezet csucs alatti
teriiletének nagysaga legalabb 381,2%-kal megnoétt vagy ellenkezé esetben a #6 (FA2G2S2) glikan
szerkezet csucs alatti teriilet ndvekedése volt minimum 97,37% (modell pontossaga: 0,847). Az
osztalyoz6 algoritmus eredményei azt mutattdk, hogy bizonyos glikan szerkezetek (#2
(A2G25(6)2), #3 (FA3G3S(6)3), #5 (A2BG2S2), #9 (A3G3S(3)2), #12 (FA2G2Sl1), #15
(FA2+M6), #16 (FA2B), #17 (FA2[6]G1+ M7), #18 (FA2[3]G1) és #21 (M9)) relativ cstcs alatti
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teriiletének megvaltozasa és a kezelés kimenetele kozott jol definidlhatd kapcesolat van néi mintak
esetén. Ez alapjan legalabb 381,2%-0s novekedés volt tapasztalhaté a #9 (A3G3S(3)2) glikan
szerkezet mennyisége esetén a vizsgalt tiidorakos ndknél, ahol a tumor progressziot mutatott a
kezelést kovetden (a modell pontossaga:0,98). Ezenkiviil a tumor regressziéval nem rendelkezd

ndébetegek szérum mintai esetén harom esetet azonositottam a glikdn szerkezet valtozasban:

1) a #9 (A3G3S(3)2) relativ cstcs alatti teriilete legalabb 305,54%-kal nétt;

2) a #9 (A3G3S(3)2) relativ csucs alatti teriilete nem nétt 305,54%-nal nagyobb
mértékben , mig a #12 (FA2G2S1) relativ teriilete legalabb 46,38%-kal nétt

3) a #9 (A3G3S(3)2) glikan szerkezet relativ csucs alatti teriilete nem nétt 305,54%-
nal nagyobb mértékben, de emellett a #12 (FA2G2S1) mennyiségének megvaltozasa
nem haladta meg a 46,38%-os novekedést, illetve a #21 (M9) és #5 glikan struktarak
relativ cstucs alatti tertiletei legalabb 11,62%-Kkal, illetve 14,88%-kal névekedtek 0,847

pontossaggal.

A néi betegek esetén a kezelést kovetden a stagnald tumor allapotnal a #12 (FA2G2S1), #15
(FA2+M6), #16 (FA2B), #17 (FA2[6]G1+ M7) és #21 (M9) glikan szerkezetek csucs alatti
teriiletei jol definidlhatd modon valtoztak meg (a modell pontossidga: 0,847). Vagy a #12
(FA2G2S1) csucs relativ cstcs alatti teriilete legalabb 46,38%-kal nétt, vagy ellenkez6 esetben a
#16 (FA2B) csucs relativ csucs alatti teriilete legalabb 47,55%-kal csokkent, a #21 (M9) glikan
relativ csucs alatti teriilete legalabb 19,23%-kal nétt, a #15 (FA2+MG6) cstcs relativ csucs alatti
teriilete pedig nem nott 13,49%-nal nagyobb mértékben. A modell tovabbi elemei alapjan a ndi
betegek esetén a tumor stagnal6 allapota a kemoterapias kezelést kovetden a #15 (FA2+M86) cstics
relativ terliletének novekedését indukalta, amelynek mértéke 13,49% és 18,68% kozott volt,
mikozben a #12 (FA2G2S1) glikan szerkezet relativ teriilete vagy nem nétt 46,38%-nal nagyobb
mértékben, vagy ellenkezo esetben a #15 (FA2+M6) glikan szerkezet minimum 18,68%-kal nétt
mikozben a #17 (FA2[6]G1+ M7) glikan szerkezet relativ cstcs alatti terlilete csokkent vagy
nagyon kis mértékben (<1,77%) nétt.

Azonban mikor a kezelés utan a beteg allapotaban bizonyitottan valtozas allt be (progresszio
vagy regresszid) az aldbbi négy eset 1épett fel a glikdn szerkezetek cstcs alatti teriiletének

megvaltozasaban a kezelés hatdsara (a modell pontossaga 0,806):
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1) a #9 (A3G3S(3)2) glikan struktara cstcs alatti teriilete minimum 381,2%-kal
megnott;

2) a #9 (A3G3S(3)2) struktura csucs alatti teriilete nem nétt 381,2%-nal nagyobb
mértékben és a #3 (FA3G3S(6)3) szerkezet csucs alatti teriilete 59,74%-nal nagyobb
meértékben csokkent;

3) a #9 (A3G3S(3)2) struktura csucs alatti teriilete nem nétt 381,2%-nal nagyobb
mértékben és a #3 (FA3G3S(6)3) szerkezet cstcs alatti teriilete nem csokkent 59,74%-
nal nagyobb mértékben, a #18 (FA2[3]G1) és a #21 (M9) glikan szerkezetek csucs
alatti tertiletei 29,77%-nal, illetve 12,18%-nal nagyobb mértékben csokkentek;

4) a harmadik esettel megegyez0 mértékben valtozott a #9 (A3G3S(3)2) és a #3
(FA3G3S(6)3) cukor struktrak, azonban a #18 (FA2[3]G1) esetén a cslcs alatti
teriilete nem csokkent nagyobb mértékben, mint 29,77%, mindemellett a #2
(A2G2S(6)2) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete 9,67%-nal nagyobb mértékben
csokkent és a #16 (FA2B) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete nem nétt 22,65%-nal

nagyobb mértékben.

A cukorbeteg tiidérakos paciensek esetén mikor a kemoterapias kezelés hatdsara regresszio volt
megfigyelhetd jol definialhatd valtozas jelentkezett a #12 (FA2G2S1), a #18 (FA2[3]G1), a #21
(M9) és a #6 (FA2G2S2) glikan szerkezeteken. Harom esetet kiilonithetiink el:

1) #12 (FA2G2S1) glikan szerkezet csucs alatti teriilete legalabb 36,35%-ot nott;

2) a #12 (FA2G2S1) struktura relativ csucs alatti teriiletének novekedése nem volt
36,35% vagy annal nagyobb, mikozben a #18 (FA2[3]G1) és a #21 (M9) glikanok
relativ cstcs alatti teriiletének csokkenése nagyobb, mint 28,20%, illetve 12,18%);

3) a masodik esettel megegyezik a #12 (FA2G2S1) és a #18 (FA2[3]G1) glikan
szerkezetek valtozasa, de a #21 (M9) cukor struktuara relativ cstics alatti teriilete nem
csokkent nagyobb mértékben, mint 12,18% és a #6 (FA2G2S2) glikan szerkezet cstics

alatti teriiletének 13,78%-nal nagyobb volt a csokkenés mértéke.

Ugyanezen glikan valtozasok vannak abban az esetben is mikor a cukorbeteg paciens esetén a
kezelés hatasara a progresszio folyamata kizarhato, a modell pontossaga 0,878. A tidérak mellett

érelmeszesedéssel is diagnosztizalt betegek esetén mikor a kemoterapids kezelést kovetden a
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progresszio lépett fel a dontési fa elemzés eredményeként 0,847 pontossagii modell alapjan a

kovetkez6 glikan struktara valtozasok 1éptek fel:

1) a #9 (A3G3S(3)2) glikan szerkezet cstcs alatti teriilete minimum 381,2%-0t nétt;
2) ellenkez6 esetben a #10 (A2G2S(6)1) glikan szerkezet csucs alatti teriilete nem nott
26,56%-nal nagyobb mértékben és a #6 (FA2G2S2) glikan szerkezet cstcs alatti
teriilete minimum 97,37%-0t nott;

3) a #6 (FA2G2S2), a #9 (A3G3S(3)2) ¢s a #10 (A2G2S(6)1) glikan szerkezet cstics
alatti teriilete nem nétt legalabb 97,37%-ot, 381,2%-ot, illetve 26,56%-ot és a #14
(A4G4S(6)2) glikan szerkezet mennyisége 48,34%-nal nagyobb mértékben csokkent.

Azon tiidorakos betegeknél, akiknél nem alakult ki COPD a kezelés mindharom kimenetele jol
definidlhato valtozast eredményezett a glikan szerkezetek valtozasaban. Regresszid esetén a #6
(FA2G2S2) és a #18 (FA2[3]G1) glikan szerkezetek cstcs alatti teriiletei csokkentek le legalabb
10,96%, illetve 27,89%-kal, a modell pontossaga: 0,888. Progressziéo esetén 0,867 modell
pontossaggal az alabbi valtozasok figyelhetdk meg:

1) a#17 (FA2[6]G1+ M7) glikan szerkezetek cstics alatti teriilete 34,01%-nal nagyobb
mértékben csokkent

2) a #17 (FA2[6]G1+ M7) glikan szerkezetek csucs alatti teriilete 34,01%-nal nem
csokkent nagyobb mértékben és a #10 (A2G2S(6)1) szerkezet csucs alatti teriilete
17,85%-nal nagyobb mértékben csokkent és a #15 (FA2+M6) szerkezetek csucs alatti
terlilete nem csokkent nagyobb mértékben, mint 7,71%,

3) a#17 (FA2[6]G1+ M7) és a #10 (A2G2S(6)1) csucsok csucs alatti teriiletei nem
csokkentek nagyobb mértékben, mint 34,01%, illetve 17,85% akkor a #21 (M9) glikan
szerkezet csucs alatti teriilete 26,03%-nal nagyobb mértékben csokkent, a modell

pontossaga 0,867.

Abban az esetben mikor a kezelés utan a tumor allapota nem valtozott (nem javult és nem is
romlott), az #1 (FA4BG4S(3)4) glikan szerkezet csucs alatti teriilete 51,51%-nal nagyobb
mértékben csokkent, a modell pontossaga 0,878. A dontési analizis eredményeképp
megallapithat6, hogy az érelmeszesedéssel is diagnosztizalt tiidérdkos betegeknél mikor a
kemoterapids kezelés hatdsara a tumor allapota stagnalt a vérszérumbol kinyerhetd glikan

szerkezetek jelentds valtozast mutattak:
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1) a #14 (A4G4S(6)2) glikan szerkezet minimum 56,55%-kal megnovekedett;

2) a#14 (A4G4S(6)2) és a #9 (A3G3S(3)2) glikan strukturak csucs alatti teriiletei nem
néttek 56,55%-nal, illetve 70,47%-nal nagyobb mértékben;

3) #14 (A4G4S(6)2) glikan struktara csucs alatti tertilete nem nétt 56,55%-nal nagyobb
mértékben, azonban a #9 (A3G3S(3)2) cukor szerkezet cstics alatti teriilete minimum
70,47%-ot nétt és a #19 (FA2B [6]G1 + M8) glikan szerkezetek 43,92%-nal nagyobb
mértékben csokkentek;

4) ebben az esetben is a #14 (A4G4S(6)2) glikan struktara cstcs alatti teriilete nem nott
56,55%-nal nagyobb mértékben, és a #9 (A3G3S(3)2) cukor szerkezet csucs alatti
tertilete minimum 70,47%-ot nétt, a #19 (FA2B [6]G1 + M8) nem csokkent nagyobb
mértékben mint 43,92%, mikozben a #11 (A2BG2S1) és a #7 (FA2BG2S2 és
FA3G3S(3)3 egyiitt vandorld glikan szerkezetek) glikan szerkezetek csucs alatti
teriilete minimum 31,66%-0t, illetve 22,98%-0t csokkent;

5) megegyezik a negyedik esettel a #14 (A4G4S(6)2), a #9 (A3G3S(3)2), a #19 (FA2B
[6]G1 + M8), a #11 (A2BG2S1) tekintetében azonban a #7 (FA2BG2S2 és
FA3G3S(3)3 egyiitt vandorlo glikan szerkezetek) nem csokkent nagyobb mértékben,
mint 22,98%, illetve a #2 (A2G2S(6)2) glikan szerkezet csucs alatti teriilete 7,4%-nal
nagyobb mértékben csékkent a modell pontossaga 0,827.

Amikor a tiidérak mellett mas kisérobetegség is eléfordult (ami nem COPD, érelmeszesedés
vagy cukorbetegség volt) és a kemoterapia hatasara stagnalt a tumor allapota a glikan szerkezet
valtozasokban az alabbiakat tapasztaltam: a #15 (FA2+M®6) struktira csucs alatti teriilete minimum
72,91%-t n6 vagy ellenkez6 esetben a #8 (FA2[6]G1S1), a #21 (M9) és a #4 (A2G2S(3)2) cukor
szerkezetek csucs alatti teriiletei nem csdkkentek nagyobb mértékben, mint 61,81%, 40,22%,
illetve 27,40%, mikozben a #13 (FA2BG2S1) szerkezet csucs alatti teriiletének csokkenése 19,12
¢és 17,96 kozott volt. A meghatarozott modell pontossaga 0,806. A vérszérum glikdn szerkezetének
valtozasa 0,806 pontossagi modellel irhatd le abban az esetben, mikor a tiidobeteg paciensnek
nincs COPD-je és a kemoterapia hatasara nincs javulas a beteg allapotaban. A glikan strukturak

lehetséges csucs alatti teriileteinek valtozasai:

1) #9 csucs alatti terlilete minimum 252,31%-0t n6tt;
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2) #9 (A3G3S(3)2) csucs alatti teriilete nem nétt 252,31%-nal nagyobb mértékben és a
#19 (FA2B [6]G1 + M8) csucs alatti teriilete minimum 30,14%-0t csokkent;

3) a #9 (A3G3S(3)2) csucs alatti teriilete nem nétt 252,31%-nal nagyobb mértékben,
#19 (FA2B [6]G1 + M8) csucs alatti teriilete nem csokkent nagyobb mértékben, mint
30,14% és a #21 (M9) csucs alatti teriilete minimum 12,18%-0t csokkent

4) a#9 (A3G3S(3)2) és #19 (FA2B [6]G1 + M8) struktarakat tekintve megegyezik a
harmadik esettel és #21 (M9) cukor szerkezet csucs alatti teriilete nem csokkent
nagyobb mértékben, mint 26,03%, illetve a #10 (A2G2S(6)1) glikan csucs alatti
tertilete 17,85%-n4al nagyobb mértékben csokkent;

5) a #9 (A3G3S(3)2), #19 (FA2B [6]G1 + M8), #21 (M9) szerkezetek valtozasai
megegyeznek a negyedik esettel, azonban a #10 (A2G2S(6)1) szerkezet csucs alatti
teriilete nem csokkent nagyobb mértékben, mint 17,85% ¢és az #1 (FA4BG4S(3)4)

szerkezet csucs alatti teriilete minimum 51,51%-kal csokkent.

Klinikai paraméterek Eredmények Pontossag
AFA2[3]G1<-29,77 és AFA2[6]G1+ M7>=-34,01 vagy
Cukorbetegség AFA2[3]G1>=-29,77 és AFA2G2S1>=36,35 vagy 0,816
AFA2[3]G1>=-29,77 és AFA2G2S1<36,35 és AM9 < -40,22
: . AA3G3S(3)2>=305,54 vagy
fgig}emsedes COPD | \A3G3S(3)2<-70,47 vagy 0,888
-70,47<=AA3G3S(3)2< 305,54 és AFA2B [6]G1 + M8< -43,92
L. AFA3G3S(6)3>=186,71 vagy
Cukorbetegseg & COPD | 4 3535(6)3<186,71 és AA2G2S(3)2<-47,73 0,918
Cukorbetegség COPD AMI9<-12,72 és AFA2[6]G1S1 <10,60 0827
nélkiil '
Cukorbetegség és AM9<-40,22 vagy 0939
érelmeszesedés AM9 >=-40,22 és AA2G2S(3)2<-47,73 !
Cukorbetegség AFA2[3]G1<-29,77 és AFA2[6]G1+ M7 >=-29,49
. AT 0,857
érelmeszesedés nélkiil
Dohanyzasrol leszokott AFA2G2S1>=36,35 vagy 0918
cukorbeteg AFA2G2S1< 36,35 és AFA2[3]G1<-29,77 és AM9 <-12,18 '
AM9<-14,90 és AFA2BG2S2 + FA3G3S(3)3< 6,31 vagy
Dohanyos COPD nélkiill | AM9>=-14,90 és AFA2[3]G1 <-40,36 vagy 0,878
AM9>=-14,90 és AFA2[3]G1 >=-40,36 és AA2G2S(6)1 <-25,36
AA3G35(3)2>=169,30 vagy
AA3G3S(3)2 < 169,30 és AFA4BG4S(3)4< -51,51 vagy
Dohanyzasroél leszokott AA3G3S(3)2 < 169,30 és AFA4BG4S(3)4>=-51,51 és 0827
COPD nélkiil AA2G2S(6)2>=22,75 vagy '
AA3G3S(3)2 < 169,30 és AFA4BG4S(3)4>=-51,51 és
AA2G2S(6)2<22,75 és 10,03=< AM9 < 13,08
Dohényzasrol leszokott AA3G3S(3)2>=381,20 vagy AA3G3S(3)2<381,20 és AFA2G2S2
- >=97,37 0,847
tumor progresszioval '
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Klinikai paraméterek Eredmények Pontossag
AFA2G2S1>= 36,35 vagy
Cukorbeteg tumor AFA2G2S1<36,35 és AFA2[3]G1<-28,20 és AM9 <-12,18 vagy 0.908
regresszioval AFA2G2S1<36,35 és AFA2[3]G1<-28,20 és AM9 >=-12,18 ¢és '
AFA2G2S82<-13,78
AFA2G2S1>=36,35 vagy
Cukorbeteg tumor AFA2G2S1<36,35 és AFA2[3]G1<-28,20 és AM9 <-12,18 vagy 0878
progresszi6 nélkiil AFA2G2S1<36,35 és AFA2[3]G1<-28,20 és AM9 >=-12,18 és !
AFA2G2S82<-13,78
AA3G35(3)2>=305,54 vagy
NG tumor regresszid AA3G35(3)2<305,54 és AFA2G2S51>=46,38 vagy 0847
nélkiil AA3G3S(3)2<305,54 és AFA2G2S1<46,38 és AM9>=11,92 és #5 '
>=14,88
N6 tumor progresszioval | AA3G3S(3)2>=381,20 0,980
AFA2G2S1>=46,38 vagy
NG stagnalé tumor AFA2G2S1<46,38 és AFA2+M6<13,49 és AFA2B<-47,55 és
Allapot AM9>=19,23 vagy AFA2G2S1<46,38 és 13,49=<AFA2+M6<18,68 0,847
vagy
AFA2G2S1<46,38 és AFA2+M6>=18,68 és AFA2[6]G1+ M7 <1,77
AA3G3S(3)2>=381,20 vagy
N§ stagndlé tumor AA3G3S(3)2<381,20 és AFA3G3S(6)3 <-59,74 vagy
llapot nélkiil AA3G3S(3)2<381,20 és AFA3G3S(6)3>=-59,74 és AFA2[3]G1<-29,77 0,806
és AM9<-12,18 vagy AA3G3S(3)2<381,20 és AFA3G3S(6)3>=-59,74
€s AFA2[3]G1>=-29,77 és AA2G2S(6)2<-9,67 és AFA2B<22.65
AA3G35(3)2>=381,20 vagy
. o AA3G3S(3)2<381,20 és AA2G2S(6)1<26,56 és AFA2G2S2>=97,37
Erelmeszesedés és tumor
- vagy 0,847
Progresszio AA3G3S(3)2<381,20 és AA2G2S(6)1<26,56 és AFA2G2S2<97,37 és
AA4G4S(6)2<-48,34
AA4G4S(6)2>=56,55 vagy
AA4G4S(6)2<56,55 és AA3G3S(3)2<70,47 vagy
AA4G4S(6)2<56,55 és AA3G3S(3)2>=70,47 és AFA2B [6]G1 + M8<-
43,92 vagy
Erelmeszesedés és AA4G4S(6)2<56,55 és AA3G3S(3)2>=70,47 és AFA2B [6]G1 + M8>=- 0827
stagnalo tumor éallapot 43,92 és AA2BG2S1<-31,66 és AFA2BG2S2 + FA3G3S(3)3 <-22,98 '
vagy
AA4G4S(6)2<56,55 és AA3G3S(3)2>=70,47 és AFA2B [6]G1 + M8>=-
43,92 és AA2BG2S1<-31,66 és AFA2BG2S2 + FA3G3S(3)3 >=-22,98
és AA2G2S(6)2<-7,40
Kisér6 betegség és AFA2+M6>=72,91 vagy
stagndlé tumor allapot AFA2+M6<72,91 és AFA2[6]G1S1>=-61,81 és AM9>=-40,22 és 0,806
AA2G2S(3)2>=-27,40 és -19,12=<AFA2BG2S1<-17,96
Tumor regresszio COPD | AFA2[3]G1<-27,89 és AFA2G2S2<-10,96 0888
nélkiil '
AA3G3S5(3)2>=252,31 vagy
AA3G3S(3)2<252,31 és AFA2B [6]G1 + M8<-30,14 vagy
AA3G3S(3)2<252,31 és AFA2B [6]G1 + M8>=-30,14 és AM9<-26,03
Tumor regresszi6 nélkiill | vagy 0806

és COPD nélkiil

AA3G3S(3)2<252,31 és AFA2B [6]G1 + M8>=-30,14 é&s AM9>=-26,03
és AA2G2S(6)1<-17,85 vagy AA3G3S(3)2<252,31 és AFA2B [6]G1 +
M8>=-30,14 és AM9>=-26,03 és AA2G2S(6)1>=-17,85 és
AFA4BG4S(3)4<-51,51
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Klinikai paraméterek Eredmények Pontossag
AFA2[6]G1+ M7<-34,01 vagy

Tumor progresszio AFA2[6]G1+ M7 >=-34,01 és AA2G2S(6)1<-17,85 és AFA2+M6>=- 0867

COPD nélkiil 7,71 vagy '
AFA2[6]G1+ M7 >=-34.01 és AA2G2S(6)1>=-17,85 és AM9<-26,03

Stagnal6 tumor COPD AFA4BG4S(3)4<-51,51

g 0,878
nélkiil

11. tablazat: A dontési fa elemzés eredményei, amelyek megfelelé pontossaggal leirjak a klinikai
jellemzok és az N-kotott glikan strukturak relativ csucs alatti teriileteinek valtozasa kozotti

osszefiiggéseket a kemoterapids kezelésen részt vett tiidorakos betegek esetén.

Az egyedi glikan szerkezetek valtozasa és a klinikai paraméterek kozotti kapcsolat mellett, a
cukor strukturakat alcsoportokba rendezve is kerestem korrelaciokat a betegekhez tartozo klinikai
paraméter parokkal. Az N-kotott glikan szerkezeteket az alabbi csoportokra osztottam: teljes
afukozilalt (afukozilalt és magas mann6z cukor struktirak), szialilalt, termindlis galaktozilalt és
semleges (minden glikan szialsav nélkiil) glikdn alcsoportok. Az egyedi glikan vizsgalathoz
hasonldan itt is 105 klinikai valtozot vontam be az osztalyoz6 dontési fa analizisbe, hogy
kapcsolatot talaljak a glikan alcsoportok csucs alatti teriileteinek valtozasaival. A 12. tabldzatban

Osszefoglaltam a 0,85-n¢l nagyobb pontossagi modelleket.

Klinikai . .
paraméterek Eredmények Pontossag

15,68 <= teljes afukozilalt < -15,16

Cukorbetegség vagy —1§,1 §’=<teljes afukozilalt és 19,01 =< teljes terminalisan galaktozilalt és

COPD nélkil teljes szialilalt < 1.3,29 . . o . 0,87
vagy -15,16 =<teljes afukozilalt és -24,16 =< teljes terminalis galaktozilalt < -
23,08

Cukorbeteosé teljes afukozilalt >= 30,45

PR va; ) éi oo | vagy -12,58 <= telies afukozililt <-12,23 0,93
vagy teljes afukozilalt <-12,58 és teljes szialilalt >= -6,39

Cukorbetegség teljes afukozilalt >= -16 és -12,37 <=teljes terminalis galaktozilalt <-12,085

érelmeszesedés vagy teljes afukozilalt >=-16 és teljes terminalis galaktozilalt >= 19,01 és teljes 0,88

nélkiil szialilalt<13,29

Cukorbete teljes afukozilalt <-15,16 és semleges< 5,25

. g vagy teljes afukozilalt >=-15,16 és -12,37=<teljes terminalis galaktozilalt<- 0,90
dohanyos 1209
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Klinikai

paraméterek Eredmények Pontossag
30,45=<teljes afukozilalt
Dohénvzasrol vagy -18,60 < teljes afukozilalt < 10,14 és -36,74 =< teljes szialilalt és -24,16
Ieszokgtt =<teljes terminalis galaktozilalt <-23,17 087
cukorbete vagy 10,14 =<teljes afukozilalt < 10,35 és -36,74 =< teljes szialilalt '
g vagy 10,35 =<teljes afukozilalt és -36,74 =< teljes szialilalt és teljes terminalis
galaktozilalt < -2,24
Dohanyzasrol 3,97 =< teljes afukozilalt < 4,46
leszokott, tumor vagy teljes afukozilalt < 3,97 és -25,70 =< teljes termindlis galaktozilalt < - 0,89
progresszioval 25,21
semleges < 2,52 ¢és teljes terminalis galaktozilalt< -10,73 és teljes afukozilalt <-
0,26
Cukorbeteg ., vagy semleges < 2,52 ¢és teljes terminalis galaktozilalt>=-10,73 és teljes
tumor regresszio S 0,91
nelkiil afukozilalt <-15,28 . .
vagy -1,04 =< teljes afukozilalt< -0,26 ¢és teljes terminalis galaktozilalt >= -
10,73 és semleges< 2,52
semleges < 2,52 és teljes terminalis galaktozilalt< -10,73 és teljes afukozilalt <-
0,26
Cukorbeteg, vagy semleges < 2,52 és teljes termindlis galaktozilalt>=-10,73 és teljes
tumor 12 0,92
roaresszioval afukozilalt <-15,28
prog vagy -1,04 =< teljes afukozildlt< -0,26 és teljes termindlis galaktozilalt >= -
10,73 és semleges< 2,52
teljes afukozilalt>=-18,61¢s 3,60 =< semleges< 3,73
vagy -18,61 =< teljes afukozilalt< -7,48 és semleges< 3,60 ¢és teljes szialilalt
NG tumor >=-11,64 és teljes terminalis galaktozilalt >=6,49
reoressziéval vagy -7,48 =< teljes afukozilalt és semleges< 3,60 és -11,64 =< teljes szialilalt 0,86
& <0,13 és teljes terminalis galaktozilalt >=6,49
vagy -7,48 =< teljes afukozilalt és -2,35=<semleges< -2,03 és 0,13 =< teljes
szialilalt és teljes terminalis galaktozilalt >=6,49
N6 tumor teljes terminalis galaktozilalt >=-33,22 és semleges <-1,27 és teljes szialilalt 097
progresszioval <6,60 '
-60,18=<teljes afukozilalt <-6,10
NG staenilé vagy teljes afukozilalt>=-0,03 és -1,81=<semleges< -1,58
tumorrga | vagy -0,21=< teljes afukozilalt<-0,03 0,88
vagy teljes afukozilalt>=-0,03 és semleges< -1,81 és 20,97=<teljes szialilalt
<22,34
Staendlé tumor teljes afukozilalt <-21,66
& vagy teljes terminalis galaktozilalt <34,83 és 2,69 =< teljes afukozilalt< 3,97 0,88

COPD nélkiil

vagy teljes terminalis galaktozilalt <-15,51 és -21,66 =< teljes afukozilalt< 2,69

12. tablazat: A klinikai tulajdonsdagok és az N-glikan szerkezetcsoportok relativ csucs alatti

teriiletének megvaltozasa kozotti kapcsolatok, a dontési fa vizsgalatanak eredménye. Az egyes

modellekhez tartozo pontossag a harmadik oszlopban van feltiintetve.
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A cukorbeteg tiidérakos betegek esetén, akiknél nem alakult ki COPD, a kemoteréapia hatésara
tobb glikan alcsoport relativ csucs alatti teriilete is megvaltozott tgy, mint a teljes afukozilalt, a

teljes terminalis galaktozilalt és a teljes szialilalt:

1) a teljes afukozilalt csoport csucs alatti teriilete minimum 15,68%-0t nétt vagy
minimum 15,16%-ot csokkent;

2) a teljes afukozilalt nem csokkent nagyobb mértékben, mint 15,16%, mikdzben a
teljes terminalis galaktozilalt csoport cstics alatti teriilete minimum 19,01%-0t nétt és
a teljes szialilalt csoport cstcs alatti teriilete nem nétt 13,29%-nal nagyobb mértékben;
3) a teljes afukozilalt csoport cstics alatti teriilete nem csokkent nagyobb mértékben,
mint 15,16% és a teljes terminalis galaktozilalt csoport csucs alatti teriilete 24,16 és

23,08% kozotti értékkel csokkent, a modell pontossaga 0,87.

A cukorbetegség érelmeszesedéssel befolyassal volt a kemoterapia utan a teljes afukozilalt
glikan alcsoport relativ csucs alatti teriiletének legalabb 30,45%-kal torténd megnovekedésére vagy
12,58 és 12,23% kozotti csokkenésére vagy nem csokkent 12,58%-nal nagyobb mértékben, ami
mellett a teljes szialilalt alcsoport mennyisége nem csokkent 6,39%-nal nagyobb mértékben (a
modell pontossaga:0,93). Azonban amikor a cukorbetegség mellé nem tarsult érelmeszesedés, a
kemoterapia hatasara a teljes afukozilalt glikan alcsoport relativ cstics alatti teriilete nem csokkent
16%-nal nagyobb mértékben, mikdzben a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport relativ
csucs alatti teriilete 12,37 és 12,09% kozotti értékkel csokkent vagy minimum 19,01%-kal nétt,
mialatt a teljes szialilalt glikan alcsoport relativ cstcs alatti teriilete nem nétt 13,29%-nal nagyobb
mértékben, a modell pontossaga 0,88. Cukorbeteg dohanyzé tiidérdkos betegek esetén a
kemoterapia hatasara a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete 15,16%-nal nagyobb
mértékben csdkkent, és a semleges glikan alcsoport csucs alatti teriilete nem novekedett 5,25%-nal
nagyobb mértékben, azonban mikor a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstics alatti teriilete nem
csokkent nagyobb mértékben, mint 15,16%, akkor a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport
teriilete 12,37-12,09%-kal csokkent, a modell pontossaga 0,9. Azoknal a cukorbeteg tiidorakos
betegeknél, akik leszoktak a dohdnyzasrdl a glikan alcsoportok cstcs alatti teriileteinek valtozasai

kovetkezOképpen alakultak:
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1) a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete legalabb 30,45%-kal nétt;
2) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete kevesebb, mint 18,60%-kal
csokkent vagy 10,14%-nal kevesebbet nétt, a teljes szialilalt glikan alcsoport cstics
alatti teriilete maximum 36,74%-ot csokkent és a teljes terminalis galaktozilalt glikan
alcsoport 23,17 és 24,16% kozott csokkent;

3) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete 10,14 és 10,35% kozotti
értékkel noétt, és a teljes szialilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete nem csokkent
nagyobb mértékben, mint 36,74%

4) a teljes szialilalt glikan alcsoport csucs alatti teriiletének valtozdsa megegyezik a
harmadik esettel, mig a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete minimum
10,35%-kal nétt és a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete

minimum 2,24%-ot csékkent, a modell pontossaga 0,87.

A diabéteszes tiidorakos betegek esetén egyedi glikan valtozasok Iéptek fel, mind a progresszio
(a modell pontossaga 0,92) mind a regresszio nélkiili (a modell pontossaga 0,91) betegek esetén a
kemoterapias kezelés utan: a semleges glikan alcsoport relativ cstcs alatti teriilete nem nétt 2,52%-
nal nagyobb mértékben, és emellett valtozott a teljes terminalis galaktozilalt és a teljes afukozilalt

glikan alcsoport relativ csucs alatti teriilete:

1) a teljes terminalis galaktozilalt és a teljes afukozilalt glikan alcsoport relativ cstics

alatti teriilete is 10,73%-nal, illetve 0,26%-nal nagyobb mértékben csokkent;

2) a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport relativ csucs alatti teriilete nem
csokkent nagyobb mértékben, mint 10,73%, mikozben a teljes afukozilalt glikan
alcsoport relativ csucs alatti tertilet 15,28%-nal nagyobb mértékben vagy 0,26-1,04%
kozott csokkent, a modell pontossaga 0,92 és 0,91.

A néi tiidérakos betegek esetén a glikan alcsoportok cstics alatti teriiletének megvaltozasa jol
definidlhaté mind a harom kezelési kimenetel esetén, regresszio (pontossag 0,86), progresszid

(pontossag 0,97), stagnal6 (pontossag 0,88).
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crer

1) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete nem csokkent 18,61%-nal
nagyobb mértékben és a semleges glikan alcsoport csucs alatti teriilete 3,6 ¢€s 3,73%
kozotti értékkel nott;

2) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete 7,48-18,61% kozott
csokkent, a semleges glikan alcsoport mennyisége nem novekedett 3,6%-nal nagyobb
mértékben, a teljes szialilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete nem csokkent
nagyobb mértékben, mint 11,64% ¢és a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport
csucs alatti teriilete minimum 6,49%-kal n6tt;

3) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete nem csokkent 7,48%-nal
nagyobb mértékben, a teljes szialilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete maximum
11,64%-ot csokkent vagy maximum 0,23%-t nétt mialatt a semleges és a teljes
terminalis galaktozilalt glikdn alcsoport cstcs alatti teriiletének megvaltozésa
megegyezett a masodik esettel,;

4) a teljes afukozilalt és a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoportok csucs alatti
terliletének valtozdsa megegyezett a harmadik eset valtozasaival, mig a semleges
glikan szerkezetek alcsoportjdnak cstcs alatti teriilete 2,03-2,35% kozotti értékkel
csokkent és a teljes szialilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete legalabb 0,13%-kal

nott.

Amikor a nék esetén a kemoterapia hatasara progresszio 1épett fel a tiidétumor esetén a teljes
terminalis galaktozilalt glikan alcsoportok csucs alatti teriilete 33,22%-nal nem csékkent nagyobb
mértékben, a semleges glikan alcsoportok csucs alatti teriilete minimum 1,27%-kal csokkent és a

teljes szialilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete nem novekedett 6,6%-nal nagyobb mértékben.

Abban az esetben mikor a ndi paciens esetén a kemoterdpia nem okozott javulast, de a tumor
sem fejlodott tovabb (stagnalt) a vérszérumbdl meghatarozott glikdn alcsoportok valtozasai az

alabbiak voltak:

1) a teljes afukozilalt glikan alcsoport csucs alatti teriilete 6,1-6,18% vagy 0,03-0,21%

kozott csokkent;
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2) a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete nétt vagy maximum 0,03%-
t csokkent és a semleges glikan alcsoport cstics alatti teriilete 1,58-1,81 % kozott
csokkent;

3) a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete nem csokkent nagyobb
mértékben, mint 0,03%, a semleges glikan alcsoport csucs alatti teriilete minimum
1,81%-ot csokkent és a teljes szialilalt glikan alcsoport csucs alatti teriiletének

novekedése 20,97-22,34% kozott volt.

A COPD-vel nem diagnosztizalt betegeknél a kemoterapia hatdsara stagnalé tumor esetén a

teljes afukozilalt és a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriiletei valtoztak

meg:

1) a teljes afukozilalt glikan alcsoport teriilete 21,66%-nal nagyobb mértékben
csokkent

2) kevesebb mint 2,69%-ot nétt és kevesebb mint 21,66%-t csokkent akkor a teljes
termindlis galaktozilalt glikdn alcsoport cstcs alatti teriilete 15,51%-néal nagyobb
mértékben csokkent

3) a teljes afukozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete 2,69% és 3,97% kozott nétt,
akkor a teljes terminalis galaktozilalt glikan alcsoport nem nétt 34,83%-nal nagyobb

mértékben, a modell pontossaga 0,88.

A dohanyzasrol leszokott tiidorakos betegek esetén, mikor a kemoterapids kezelés utin

progresszio 1épett fel a tumornal a teljes afukozilalt glikan alcsoport csak kis mértékben nétt meg

(3,97-4,46%), illetve amikor a novekedés nem volt 3,97% vagy annal nagyobb akkor a teljes

terminalis galaktozilalt glikan alcsoport cstcs alatti teriilete csokkent (25,21-25,70%).

Osszefoglalva a kemoteréapias betegek szérum mintdjanak analizise soran elért eredményeket a

meghatarozott modellek bizonyitjak, hogy a dontési fa elemzéssel kapcsolatot lehet talalni az egyes

klinikai paraméterek ¢€s a fehérjékhez kotott glikan szerkezet megvaltozasok kozott.
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6. Megbeszélés

6.1 N-kotott glikan szerkezetek meghatirozisa human szérumban

A vérszérum vizsgalatok ujfajta megkozelitésébe tartoznak a glikomikai vizsgalatok. A
glikoproteineken talalhato glikan struktarakat szamos rakos és kronikus gyulladasos megbetegedés
befolyasolhatja [138]. A human vérszérum glikomikai adatai értékes forrasai lehetnek szamos
rosszindulati megbetegedés diagnosztikajanak. Szamos tanulmanyban kiilonféle modszerekkel
analizaltdk a human vérszérumban vagy plazméban taldlhato glikoproteinek glikdn szerkezetét
[66,88,139]. Lijuan Zhang és munkatarsai Osszegyiijtottek 92 glikan szerkezetet, amit human
szérumban vagy plazmaban azonositottak [139]. Saldova és mtsai. 165 N-kotott glikan szerkezetet
azonositottak kontroll human szérum mintakban UPLC analitikai mddszer segitségével [135].
Azonban ezek a szerkezetek sok esetben nem reprodukalhatéan mérhetdk és/vagy draga és
idGigényes analitikai modszerek alkalmazasat kivanjak meg. PhD munkam soran egészséges
vérszérum mintabol azonositottam 61 aszparagin-kotott glikan szerkezetet nagy érzékenységli
1ézer indukalt fluoreszcencia detektalassal felszerelt kapillaris elektroforézissel. Az azonositott
oligoszacharid szerkezetek hozzajarulhatnak ujfajta glikobiomarker alapti diagnosztikai
modszerek fejlesztéséhez. A  komplex szérummintdkbol szarmazdé aszparaginhoz kotott
oligoszacharidok analizise soran ujfajta homérséklet szabalyozott denaturacios protokollt, valamint
hosszabb enzimatikus felszabaditasi és parolgasi szarmazékképzési idot alkalmaztam. Ezzel a

modszerrel tobb, viszonylag kisebb csucs (<1%) is reprodukalhatéan mérhet6 volt.

6.2 Potencialis glikobiomarkerek azonositasa a tiidérak, a COPD és a két betegség
egyiittes jelenlétének kimutatasara

A tiidoérakos megbetegedések a mai napig nagy halalozasi ratdval rendelkeznek. Ehhez a kései
diagnozis nagymértékben hozzajarul. A pontos diagnozist sokszor neheziti, hogy mind a tiidérak,
mind a COPD hasonlo tiinetekkel jelentkezik, amit korai stadiumban nehéz észre venni. Raadasul
a két betegség sok esetben egylitt van jelen a szervezetben. Arnold és mtsai a tiidorak
azonositasahoz 06t glikancsucs csoportot hataroztak meg biomarkerként HPLC-vel, amelyek
jelentds eltéréseket mutattak a tiidérakos beteg és a kontroll mintak kozott [140]. A kromatogramon
ezek a csucsok nem egy glikdn szerkezetet takartak, igy eltérések azonositasanal csak glikan
szerkezet tipusokat hatdroztak meg, mint példaul csokkenést figyeltek meg biantennaris fukozilalt

glikan szerkezetek esetén ¢s novekedést allapitottak meg szidlsavas, monoantennaris €s a tobb
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szidlsavat tartalmazé glikan szerkezetek esetén. A glikdnepitopok lektin- vagy antitestalapt
vizsgalata azonban nehézkes lehet a specifitasok reprodukalhatosdga vagy az alacsony affinitast
kotések miatt. Pavic és munkatarsai elséként vizsgaltak a glikanok megvaltozasat COPD betegek
esetén [141]. A mintdk analiziséhez Hidrofil kolcsonhatasu és ultra nagy teljesitményi
folyadékkromatografia 6sszekapcsolasat (HILIC-UPLC) alkalmaztak. Ravilagitottak arra, hogy a
COPD megbetegedés és annak eldrehaladottsaga Osszefliggésbe hozhatdé a glikan szerkezetek
megvaltozasaval. A PhD munkam soran egészséges onkéntesektdl vett szérum mintak N-kotott
glikan profiljat hasonlitottam 6ssze tiidérakos, COPD-s, valamint mind a két betegségben szenvedo
betegektdl szdrmazd szérum mintdkkal. Az analizis eredményeként meghataroztam egy glikédn
szerkezeteket tartalmaz6 panelt, amik potencialis glikobiomarkerei lehetnek a COPD-nek, a
tiidéraknak és a két betegség egyiittes jelenlétének is. Ezenkiviil az N-glikan alcsoportok, példaul
a fukozilalt, mono-, bi-, tri- és tetraszialilalt, valamint a mono-, bi-, tri- és tetraantennas glikanok
valtozasai szintén értékes diagnosztikai informaciokat hordoznak. A 2. tabldzatban szereplé glikan
panel és a megfeleld alcsoportok még megbizhatobb informaciot nytjthatnak, mivel egy adott
betegség altal okozott tobbszords szerkezeti valtozasok 0sszességét reprezentaljak. Ez kiilondsen
igaz az elagazd szialilalt strukturdkra, mivel a legljabb genotipizalasi adatok az N-acetil-
glikézamin transzferaz  (o-1,6-mannozilglikoprotein-6-p-N-acetilglilkozamin  transzferaz)

aktivitasanak jelent6s novekedését, azaz a tiidérakban megnovekedett elagazast jeleztek [142].

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

A humén szérum aszparagin-kotott glikan profilja értékes informaciokkal szolgalhat a
rosszindulati megbetegedések, mint példaul a tiid6érak biomarkereinek kutatasahoz. Munkam soran
szérum proteinek N-kotott glikanjainak valtozasait is analizaltam a tid6 tumor reszekcios miitét
el6tt és utan. A mitét el6tti és utani mintak N-glikanjait 1ézer indukalt fluoreszcens detektorral
felszerelt kapillaris elektroforézissel vizsgaltam. A viszonylag kis mintaszam ellenére is jelentds
Osszefliggéseket talaltam 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 felhasznalhaté a tiidédaganat mutéti Gton torténd
eltavolitasanak nyomon kovetésére is. A miitét pozitiv kimenetele szignifikans korrelaciot mutatott
az N-glikanok valtozasaval a még dohanyzo és a mar dohanyzasrol leszokott betegek esetében is,

valamint mind az érelmeszesedésben szenvedd mind a nem szenvedd betegek esetén is.
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Mindemellett a negativ kimenetelii miitétek mind a dohanyz6 mind a mar leszokott betegek
esetében is Osszefiiggésbe hozhatd bizonyos N-glikan struktirdk (FA2BG2S1, A2G2S(3)2,
FA2[3]G1) relativ cstcs alatti teriiletének jelentds valtozasaval. A negativ kimenetelii reszekcios
mitét - amikor a tiidorak mellett a COPD is jelen van vagy a tiidérak mellett érelmeszesedés nem
figyelheté meg - az FA3G3S(6)3 és az FA2BG2S1 vagy az FA2BG2S2 ¢és az FA3G3S(3)3 relativ
cstcs alatti terliletek megvaltozasaval hozhatok Osszefiiggésbe. A tiidérak és a COPD egyiittes
megjelenése is szignifikans korrelacidt mutat, érelmeszesedéssel vagy anélkiil is, az FA4BG4S(3)4
és az FA2G2 vagy az FA2G2S1 relativ csucs alatti teriiletének valtozasaval. A COPD-s tiidérakos
betegek esetében a miitét pozitiv kimenetele mellett még jelentdsebb novekedés figyelheté meg az
FA2G2S2 relativ csucs alatti teriiletén. Az érelmeszesedésben nem szenvedé dohanyzasrol
leszokott tiidorakos betegek human szérumanak N-glikan profiljaban a miitéti reszekcid
megnovelte az M9 glikan szerkezetének relativ csucs alatti teriiletét. A fentebb felsorolt
Osszefliggések alapot adhatnak olyan modszerek fejlesztésére, amelyek a tiidorakos betegek
reszekcidos mitétei soran nyomon kovethetik a kezelés hatékonysagat. A vizsgalatokat nagyobb
szamu mintara kiterjesztve, majd a validalast kovetéen még megbizhatobb és pontosabb képet
kaphatunk a kezelések hatékonysasanak kimenetelérdl az aszparagin-kotott glikan profil ismerete
altal.

A klinikai paraméterek és az egyes N-kotott glikan struktarak relativ csucs alatti teriilet
valtozasai kozotti kapcsolat elemzése mellett az N-kotott glikanokbol alkotott csoportok relativ
cstcs alatti teriilet valtozasai és a klinikai paraméterek Gsszefliggéseit is. Meghataroztam azokat a
legjelentdsebb klinikai paramétereket, amelyek a teljes afukozilalt alcsoport relativ cstcs alatti
teriiletében valtozast okoztak a miitét eldtt és utdn. Az érelmeszesedéssel diagnosztizalt tiidérakos
betegek, akik leszoktak a dohadnyzasrol vagy a tiidérdk mellett a COPD is jelen van a
szervezetliikben ugyanugy valtoztattdk meg mind a teljes afukozilalt, mind a szialilalt glikan
struktirdk mennyiségét. Abban az esetben, mikor tiidorak mellett mas kisérébetegség is kialakult,
a korrelacios modellben nemcsak a szialilalt glikdn csoport relativ cstcs alatti teriilet valtozasa,
hanem a terminalis galaktozilalt glikan csoport mennyisége is jelentésen megvaltozott. Cukorbeteg
tiildorakos betegek esetén a reszekcids miitét valtozast generalt a termindlis galaktozilalt glikan
alcsoport relativ csucs alatti teriiletében. Az 51 vizsgalt diszkrét klinikai paraméter koziil csak egy
(dohanyzo beteg pozitiv kimenetelii reszekcidos miitéttel) hatarozott meg kielégité pontossagl

modellt a semleges glikanok relativ csucs alatti teriiletének megvaltozasara.
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A folytonos klinikai paraméterek N-glikan profilra gyakorolt hatasat linearis regresszios
analizissel értékeltem, amelynek eredményeként linearis korrel4ciot hatdroztam meg a tiidétumor
reszekcids mitét altal okozott N-glikan valtozasok és a folytonos klinikai paraméterek kozott a
human szérumban. A folytonos paraméterek kozott figyelembe vettem az életkort, a CRP értéket,
a vércukorszintet, az elszivott cigaretta mennyiségét, a dohanyzassal eltoltott éveket és a betegség
stadiumat. Az igy azonositott dsszefiiggések felhasznalasaval N-glikanokbol allé panel allithatd

Ossze, amely segitségével meghatarozhatjuk a betegség stadiumat.

6.4 A kemoterapia glikan szerkezet megvaltozasara gyakorolt hatasanak vizsgalata
dontési fa elemzés alkalmazasaval

A tiidorak kezelésének egyik leggyakoribb modszere a kemoterapias kezelés. Azonban ennek a
hatékonysaga sem 100%-0s, ezéltal az eredményességének novelése és figyelemmel kisérése
hozzajarulhat a beteg élettartamanak noveléséhez. Kutatd munkdm soran oOsszefliggéseket
kerestem a kemoterapias kezelésen résztvevo tiidérakos betegek klinikai paraméterei és a kezelés

hatasara bekovetkezd aszparagin-kotott glikomikai valtozasok kozott.

Az analizis eredményeként a kemoterapia kezelésének kimenetele kelld6 megbizhatdsaggal
specifikus valtozasokat eredményezett a vizsgalt N-kotott glikanok kozott (A3G3S(3)2,
FA2B[6]G1, M8, M9, FA2[6]G1S1, FA2BG2S2, FA3G3S(3)3, FA2[3]G1l, A2G2S(6)1,
FA4BG4S(3)4 AA2G2S(6)2, AFA2G2S2 AFA2[6]G1. FA2, M6) abban az esetben mikor a beteget
nem diagnosztizaltdk COPD-vel csak tlidorakkal. A ndk esetén szintén jol modellezhetd
valtozasokat tapasztaltam a kezelés kimeneteleinek fliggvényében, a progresszid esetén a
A3G3S(3)2 glikan szerkezet valtozasaban, a stagnald tumor allapot esetén pedig az FA2G2S1,
FA2, M6, FA2B, M9, FA2[6]G1 és M7 cukor szerkezeteknél. A cukorbetegség jelenlétében
onmagaban (FA2[3]G1, FA2[6]G1, M7, FA2G2S1, M9) és COPD-vel (FA3G3S(6)3, A2G2S5(3)2)
vagy ¢érelmeszesedéssel (M9, A2G2S(3)2) tarsulva is egyedi valtozasok jelentek meg a vizsgalt
glikan strukturdk mennyiségében a kezelés hatasara. A tiidérdkos betegek esetén, akiknél nem
alakult ki a COPD akaér leszoktak a dohényzasrol (A3G3S(3)2, FA4BG4S(3)4, A2G2S(6)2, M9)
akar nem, a kezelés idejére (M9, FA2BG2S2, FA3G3S(3)3, FA2[3]Gl, A2G2S5(6)1)
meghatarozott glikan szerkezetek mennyisége specifikus modell szerint valtozott a szérum mintak
analizise alapjan. Az eredmények azt is megerdsitették, hogy a tiidérdkos cukorbeteg kezelt
pacienseknél, azonos modell volt felallithato a tumor regresszié €s a tumor progresszid nélkiili

esetekben (FA2G2S1, FA2G2S2, FA2[3]G1, M9). Megbizhaté modellt taldltam meg az
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érelmeszesedéssel és tlidorakkal is kiizdd paciensek esetén, mikor a kezelést kdvetden tprogresszid
1épett fel (A3G3S(3)2, A2G2S(6)1, FA2G2S2, A4G4S(6)2) vagy nem valtozik a tumor allapota
(A4G4S(6)2, A3G3S(3)2, FA2B[6]G1, M8, A2BG2S1, FA2BG2S2, FA3G3S(3)3, A2G2S5(6)2).
Nagyobb mintaszam esetén a kapott eredmények megbizhatosagat és pontossagat tovabb lehetne
novelni. A PhD munkam soran elért eredmények segitséget nyujthatnak olyan gyakorlati
diagnosztikai modszerek fejlesztésében, amelyek nyomon kdvethetik a kemoterdpias kezelések

hatékonysagat.

Az adott glikan szerkezetek kiilonalld vizsgalata mellett, azt is megvizsgaltam, hogy az egyes
glikan alcsoportok a kezelések hatasara torténd valtozasa milyen Osszefliggésben vannak a
betegekhez tartozo klinikai paraméterekkel. A glikan alcsoportoknal is a ndi kezelt betegek esetén
a kemoterdpia hatékonysaga a felallitott modellekkel jol meghatarozhaté a kemoterdpia mind
harom kimenetelét tekintve (regresszio, progresszid, stagnalé tumor). A cukorbetegségben
szenvedod betegek esetén megbizhatd pontossaggal hataroztam meg modelleket a kezelés hatasara
torténd valtozasokra szamos klinikai paramétert figyelembe véve, mint példaul COPD diagnézis
hidnya, érelmeszesedés jelenléte vagy hidnya, dohanyzas vagy dohanyzasrol valo leszokas, tumor
progresszio vagy tumor regresszid hidnya. Az egyes glikan szerkezetek mennyiségének valtozasat

csoportositva megndtt az eredmények megbizhatosaga.

Sajnos a modellek felallitdsa esetén a kezelés tipusat nem tudtuk figyelembe venni, a kis
mintaszam kovetkeztében nem értiink el megbizhatd eredményeket. A kemoterdpias kezelések
esetétn a folytonos klinikai paraméterek esetén nem taldltunk megbizhatd regresszids

Osszefiiggéseket a meglévd adatok alapjan.
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7. Osszefoglalas

A PhD munkam f6 célkitlizése az volt, hogy clésegitse a vérszérumban 1évé N-glikan
szerkezetek kutatdsat és a diagnosztikai fejlesztésekben valo alkalmazhatosagukat. Mar szamos
kutatds bizonyitotta, hogy a rosszindulati tumoros megbetegedések és a szervezetben fellépd
gyulladasok hatasara specifikus glikozilacios folyamatok mennek végbe. A munkam folyaman
tiidObetegektdl szarmazo human vérszérum mintak N-glikanjainak analizisét végeztem el 1ézer
indukalt fluoreszcens detektorral kapcsolt kapillaris elektroforézis modszerrel. Vizsgalataim soran
meghatdroztam 61 N-glikdn strukturdt a human vérszérumban. Ezek a szerkezetek adtdk meg
azokat a glikan alcsoportokat, amelyekben potencialis glikobiomarkereket kerestem a tiidérak, a
COPD ¢és a két betegség egyiittes diagnosztizalasara. Az volt a célom, hogy olyan specifikus
modosulasokat talaljak, amelyek az adott betegségre jellemzdek. A kutatdmunka eredményeként
Osszeallitottam egy 13 N-kotott glikan struktirabol all6 panelt, amely potencialis
glikobiomarkereket tartalmaz a tiidérak, a COPD, valamint a két betegség egyiittes jelenlétére a
szervezetben. A legtobb nagy mértékli valtozas a tiidérak esetén volt megfigyelhet6 az
FA4BGA4[3,3,3,3]54,FA3G3[6]S3, A2BG2S2, M3, FA2G2S2, FA2BG2S2, A2BG2S1, FA2G2S1,
FA2BG2S1, A2B, és az FA2G2 glikan strukturak esetén. Azonban a FA4BGA4[3,3,3,3]54,
FA3G3[6]S3, A2BG2S2, M3, FA2BG2S2, FA2G2 glikan struktardk mennyisége jelentésen
valtozott a COPD kialakulasakor is. Amikor mind a két betegség egyiittesen volt jelen a
szervezetben csak a FA3G3[6]S3, FA2G2S1, FA2G2 glikan szerkezetekben 1épett fel jelentds
eltérés. Az adott glikan szerkezetek kiilonallo vizsgalata mellett megvizsgaltam azt is, hogy milyen
hatassal vannak a szervezetben kialakult koros allapotok az egyes glikan csoportok
megvaltozasara. A tiidérak kialakulasa jelentdsen befolyasolja a mono- tri- és tetraszialsavas és a
mono- tri- és tetraantennaris N-glikan strukturak mennyiségét. A COPD esetén kisebb mértéki
valtozasok figyelhetOk meg a tiidorakhoz képest, azonban a tetraszialsavas, a mono- és a

tetraantennaris csoportok esetén nagymértékii a novekedés.

A tidorak diagnosztikai modszereinek fejlesztése mellett napjainkban kiemelkedd a kezelés
hatékonysdganak €s nyomon kovethetdségének fejlodése is. Masik fo célkitiizésem volt, hogy a
mar diagnosztizalt és kezelt betegek humén szérum mintajanak vizsgalata altal informaciot kapjak
az egyes betegek klinikai paraméterei és a vérszérumban 1évé N-glikdn szerkezetek kezelés
hatasara torténé megvaltozasarol. Tiidérakos betegek vérszérum mintdit analizaltam CE —LIF

modszerrel, annak érdekében, hogy 0sszefiiggéseseket talaljak az egyes betegekhez tartozo klinikai
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paraméterek és a kezelés hatasara bekovetkezo specifikus glikomikai valtozasok kozott. Az adatok
feldolgozasdhoz egyediill 4ll6 modon dontési fa elemzést alkalmaztam. Az eredményeim
bebizonyitottak, hogy a moddszer alkalmas a korrelaciok feltérképezésére a tiidorakos betegek
esetén. Két tipusu kezelést vizsgaltam, a reszekcios miitétet és a kemoterapiat. Mind a két esetben
specifikus valtozasokat talaltam a kezelés hatasara szamos klinikai paraméter esetén. Ezek az
Osszefliggések validalast kovetden jelentésen hozzajarulhatnak olyan modszerek fejlesztéséhez,
amellyel egyszeriibbé valik mind a mutétek, mind a kemoterapias kezelések hatékonysaganak
nyomon kovetése ¢és esetlegesen a kezelések kimenetelének javitasa az iddben torténd
beavatkozasok altal. A megfeleld kezelés kivalasztidsa nagy szerepet jatszhat a terapia
hatékonysagaban, ezaltal minden informacid hasznos lehet, amely eldsegitheti a személyre szabott

terapia kivalasztasat is.
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8. Summary

The main goal of my thesis work was to promote the research of N-glycan structures in blood
serum and their applicability in diagnostic developments. Numerous studies have already proven
that specific glycosylation processes take place as a result of malignant transformation and
inflammations. | analyzed the N-glycan profile of human blood serum samples from lung cancer
patients using CE-LIF and determined 61 N-glycan structures in human blood serum. These
structures provided a glycan panel, in which | searched for potential glycobiomarkers for the
diagnosis of lung cancer, COPD and their comorbidity. My goal was to find specific changes that
were characteristic of the given disease or disease group. As a result, a panel of 13 N-linked glycan
structures were determined containing potential glycobiomarkers for lung cancer, COPD and their
comorbidity. The most significant changes were observed in the case of lung cancer affecting the
following oligosaccharides; FA4BGA4[3,3,3,3]S4, FA3G3[6]S3, A2BG2S2, M3, FA2G2S2,
FA2BG2S2, A2BG2S1, FA2G2S1, FA2BG2S1, A2B, and FA2G2. However, the amount of
FA4BGA4[3,3,3,3]S4, FA3G3[6]S3, A2BG2S2, M3, FA2BG2S2 and FA2G2 glycan structures also
significantly changed in case of COPD. In case of lung cancer comorbidity with COPD the relative
peak area of FA3G3[6]S3, FA2G2S1 and FA2G2 structures considerably changed. In addition to
the individual examination of the specific glycan structures, | also investigated how lung cancer,
COPD and their comorbidity affected the glycan subclasses. The development of lung cancer
significantly altered the level of mono-, tri- and tetrasialylated as well as the mono-, tri- and
tetraantennary N-glycan structures. In case of COPD, smaller changes could be observed compared
to lung cancer, however, the tetrasialylated, mono- and tetraantennary classes had a great extent

increment.

My second main goal was to reveal any correlation between changes in the N-glycan profile as
a result of treatment and clinical parameters by examining the human serum samples of already
diagnosed and treated patients. | analyzed the blood serum samples of lung cancer patients utilizing
CE-LIF and applied a classification tree analysis in a novel way to process the data. My results
proved that the method was suitable for mapping correlations between the changes of N-glycans
and the clinical parameters in lung cancer patients. | analyzed two types of treatments, resection
surgery and chemotherapy. In both, | found specific changes in the amount of the examined N-
linked glycan structures as a result of the treatment in case of several clinical parameters. The

specified correlations, after validation, could promote the development of a monitoring method
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measuring the effectiveness of surgeries and chemotherapy treatments and possibly improving the
outcome of the treatments through timely interventions. Applying the proper treatment plays an
important role in effectiveness, and for selecting the right one, accurate diagnostic information is

key.
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