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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A tiidorak a legnagyobb mortalitasu rakos megbetegedés, melyben évente tobb millidan halnak
meg vilagszerte. Az 6téves talélési arany 10-20% kdzott mozog. A statisztikék szerint, eurdpai
viszonylatban Magyarorszagon volt a legmagasabb a tiidérakban elhunytak ardanya 2019-ben.
A betegek tulélését befolyasolja a betegség lehetd legkorabbi stadiumu diagnosztizalasa. Tobb,
nagy nemzetkozi sziiréprogram eredményeire alapozva, jelenleg a korai stddiumok kisziirésére
az alacsony doézisi CT (LDCT) képalkotas az ajanlott mddszer. Bar tobb korai stddiumu
tiidorakos beteget szilirtek ki a programokban, az alpozitiv eredmények szdma minden
vizsgalatban magas volt. Szamos maddszerrel probaljak csokkenteni ezt a magas aranyt, példaul
mas képalkoté modszerekkel (magneses magrezonancia képalkotas), rizikofaktorokra €pitett
algoritmusokkal, mesterséges intelligenciaval, vagy biomarkerekkel. A biotechnologia
fejlodésével egyre szofisztikaltabb moddszerek allnak rendelkezésiinkre a biomarkerek
fejlesztésére és validalasara.

Munkacsoportunk altal elinditott 0j irdny, az epitomika; a fehérjék epitopokon keresztiil térténd
megkozelitése, ennek egyik stratégidja az epitop profilirozas, azaz a fehérjék szubprotein
szinten vizsgalhatd epitdpjainak, €s az epitopokon keresztiil elkiilonithetd proteoformak
feltarasa. Mindez nagysagrendekkel megemelheti az ismert egy génrdl keletkezd és vizsgalhatd
proteoformdk szdmat, mert a genomszekvencia alapjan feltételezett fehérjeszam nem 20 000
szerkezetre, ezaltal az epitopok struktirajara és hozzaférhetdségére is.

Munkacsoportunk altal kordbban Iétrehozott epitomikai eszkoztdr, a PlasmaScan ¢és
QantiPlasma monoklonalis konyvtarakat hasznalva lehetéség nyilik egy-egy fehérje tobb
epitopjan  keresztiili vizsgalatara, ezéltal proteoformak detektalasara. A kiilonbozo
proteoformdk asszocialhatnak kiilonbozd patologias allapotokkal, igy biomarker funkcidt adva
tobbek kozott a proteoforma(ka)t detektalo epitop(ok)nak.

kialakulasanak lehetséges okait, az eddig elvégzett sziirdvizsgalatok eredményeit. A
nemzetkdzi LDCT szlirdvizsgélatok eredményei azt mutattak, hogy sziikséges lenne a CT alapu
szlirést mas modszerekkel is kiegésziteni a jobb eredmények érdekében. Ilyen kiegészitd
modszer lehet a biomarker vizsgalat, melynek 0j irdnyvonala az epitomikai megkdzelités, a
fehérje epitop profilirozas.

Munkdm sordn a komplement C9 fehérje harom epitdpjat vizsgaltam monoklonalis

antitestekkel kontroll és tiidérakos mintakban. Eredményeinkkel szeretnénk hozzajarulni olyan



uj, epitop alapu plazmafehérje biomarkerekhez (példaul C9 biomarkerek), melyek sikeres

kiegészitéi lehetnek a jelenlegi tiidérak sziirési programoknak.

1.1. A tiidorak epidemiologiaja vilagviszonylatban

Isaac Adler 1912-ben irta meg az elsé angol nyelvii, teljes egészében a tiidorakrol szolod
monografiajat, melyben 374 esttanulmanyt gyijtott 0ssze. Habar ez a betegszam magas, de
mégis alacsonynak tekinthetd annak tiikrében, hogy Adler 1912-ig dsszesen ennyit talalt az
addig megjelent szakirodalomban, mely a tiidérakot igen ritka betegségnek tekintette. Adler
volt az elsd, aki tanulmanyéaban Osszefiiggést fedezett fel a dohdnyzas és a tiidérak kozott.
Manapsag a betegségek kozott a rakos megbetegedések jelentik vilagszerte a legnagyobb
klinikai, tarsadalmi és gazdasagi terhet. A tiidorak a vildgon, a masodik leggyakrabban
diagnosztizalt és a legnagyobb mortalitdshoz vezetd raktipus mind a két nemet figyelembe
véve. A varhato atlagos otéves talélés kortilbeliil 10-20% kozotti, azok kozott, akiket 2010-
2014 kozott diagnosztizaltak tiidérakkal. Ez a mutatd az atlagnal magasabb Japanban (33%),
Izraelben (27%) és Koreaban (25%).

2019-ben a haldlozasok 55%-at 10 {6 okra tudtak visszavezetni. Ez a 10 {6 ok vilagszerte 55,4
millio6 ember haldldhoz vezetett. A 10 f6 ok koziil 7 kronikus betegség volt, melyek az 6sszes
halaleset 74%-aért volt felelés. Ezen okok kozé tartozik hatodik vezetd okként - egyetlen
raktipusként - a horgo €s tiido rosszindulati daganatos elvaltozasai (ICD-10:C34). Ez a rakos

megbetegedés 2000-ben 1,2 millio, 2019-ben mar 1,8 milli6 emberéletet kovetelt.

1.2. A tiidérak epidemiologiaja Magyarorszagon

Eurdpai viszonylatban, Magyarorszagon volt a legmagasabb a rédkos megbetegedésekben
elhunytak aranya (320,87 / 100 000 lakos) 2020-ban. Az Eurdpai Unios atlag arany 242,24 /
100 000 lakos volt ugyanebben az évben. A tiidérdkban elhunytak ardnya a legmagasabb volt
2019-ben Magyarorszagon az eurdpai orszagok kozott (84,4 / 100 000 lakos). Egy 2018-ben
megjelent Gsszefoglald kozleményben, melyben 40 eurdpai orszagban a 25 leggyakoribb
réktipust vizsgaltak, Magyarorszagon volt a legmagasabb a tiidoéradk incidencidja (férfiaknal
111,6; néknél 58,7 100 000 lakosra vonatkoztatva), és tiidorak elhaldlozasi arany (férfiaknal
97,1; ndéknél 44,3 100000 lakosra vonatkoztatva). Egy 2019-ben megjelent magyar
tanulmanyban a Nemzeti Egészségbiztositasi Alapkezelé (NEAK) adatait hasznalva a 2011-es



¢s 2016-os idészakra szamolva a tiidorakban elhunytak aranya ennél joval kevesebb volt. A
tanulmanyba olyan betegek keriiltek be, akiknél 1) 2011. januar 1. és 2016. december 31. kdzott
ujonnan diagnosztizaltak tiidérakot; ii) kétszer megjelentek vizsgélatra 30 napon tal, de egy
éven beliil ii1) a diagnoézis felallitasakor elmultak 20 évesek; iv) ha a beteg elhunyt a diagnozis
felallitasa utdn 60 nappal. A tanulmanybdl kizard ok volt 1) ha a diagnozis felallitdsa utana 6
honapon beliil vagy 12 honap utdn a tiidokaron kiviil mas rdkos megbetegedést is
diagnosztizaltak; ii) ha a beteg 6 honapon beliil vagy 12 honap utan a tiidérak kezelésen kiviil
mas rakterdpiat is kapott. Ezeket a kritériumokat figyelembe véve 2011-ben 7158, mig 2016-
ban 6996 1) beteget regisztraltak az Orszagos Korhazbiztositasi Alap (NHIF) adatbazisba. A
magyar tanulmany kovetkeztetései a kovetkezOk voltak: 1) ugyan a kor szerint standardizalt
eléfordulasi ardny magas az orszagban, de alacsonyabb, mint ahogy azt Ferlay 2018-as
Osszefoglald tanulmanyaban mutattdk; ii) a kor szerint standardizalt el6fordulasi arany a
férfiaknal cs6kkend, mig a n6knél emelkedd tendenciat mutat. A Ferlay tanulmanybol szamolt
eredményekhez statisztikai modellekkel szdmoltak ki a becsiilt el6fordulasi és haldlozasi
aranyokat a nemzeti rakregiszterekben publikalt adatokbol, ha azok elérhetdek voltak; ha pedig
nem akkor megbecsiilték az adatokat. Mivel Magyarorszdg nem jelentett nemzeti eléfordulasi
adatokat a Ferlay tanulméany altal vizsgalt iddszakban, igy azt csak megbecsiilték az
Egészségiigyi vilagszervezet (WHO) adatait felhaszndlva a kdrnyezd orszagok el6fordulasi és
haldlozési ardnyaibdl. Ezen kiviil, csak a haldlozasi adatok voltak elérhetéek a Kozponti
Statisztikai Hivatalon (KSH) keresztiil a magyarorszagi adatokbol, melyek posztmortem
vizsgalatokbdl szarmaztak. Magyarorszagon nagyon magas a korhazi elhaldlozds utani
boncolasok szama. A klinikai eredményekhez képest magasabb rakos eldfordulasi aranyt lehet
kimutatni a boncolds soran. A két tanulméany kozotti kiilonbség magyarazhatdé az adatok
gyljtési kiillonbségeibdl és magas korhazban tortént elhalalozas utani boncolasok aranyaval.
Magyarorszadgon, a vizsgalt 2011-2016 kozott iddszakban, magas a tiidorakban elhunytak
aranya (férfiaknal: 72,8; n6knél: 28,2 / 100 000 lakos), de feltehetéen nem olyan magas, mint
ahogy a nemzetkozi statisztikdk mutattak (férfiaknal: 96,4; néknél: 37,7 / 100 000 lakos).

1.3. A tiidorak szovettani osztalyozasa
A tiidérak a WHO irdnyelvei alapjan két f6 szovettani csoportra oszthat6: nem-kissejtes tiidérak

(NSCLC), amely az esetek 85%-aban fordul eld, és kissejtes tiidorak (SCLC), amely az esetek



15%-4at teszi ki. Az NSCLC tovabbi alcsoportokra bonthatd, mint az adenokarcindma,
laphamkarcindma, nagysejtes karcindma és mas tipusok. A betegség lefolyasa egyénenként
valtoz6, az NSCLC novekedési liteme nagyon gyors és nagyon lassu kozott valtozhat, s6t
visszafejlodés is eléfordulhat. Az adenokarcinoma lassabban novekszik, mint a laphamsejtes
karcinoma. A rosszul differencialt daganatok gyorsabban ndnek, mint a jol differencialtak. A
tumorok novekedési iliteme stddiumonként véltozik: a korai stadiumban gyorsabb, a II. és III.
stddiumban lassul vagy stagnal, majd a IV. stddiumban ismét felgyorsul. A tumor besorolasdhoz
¢s kezeléséhez a TNM atlasz altal javasolt stadiumbesorolast alkalmazzak. A tiidorak komplex

betegség, amelynek kialakulasdban genetikai és kornyezeti tényezok is szerepet jatszanak. A

crer

1.4. A tiidorak okai
1.4.1. genetikai okok
A tiidoérak kialakuldsdban szerepet jatszo tényezOket harom csoportra lehet osztani; (i)
tiidorakot hajlamosité egygénes mendeli 6roklodést mutaté defektusok (ii) a tiidordkra
hajlamositd tobbgénes polimorfizmusok, (iii)) a daganatban keletkez6 mutaciok, melyek a

daganat novekedéséért kozvetleniil felelosek.

1. Hajlamositd egygénes defektusok: a DNS javitd és mas génekben keletkezett
mutaciok nagyon ritkan, de részt vehetnek a tiidorak kialakulasaban.

il. Hajlamositd tobbgénes polimorfizmusok: tobbek kozott a 15p25-24-es régioban
talalhato nikotinos acetilkolin-receptor polimorfizmusai (CHRNAS, CHRNA3 ¢és
CHRNB4) egyiitt mas génekben 1év0 varidnsok érzékenyitd lokuszai lehetnek a
tiidéraknak. A tiidorakkal asszocialt 6roklédd variansok egyiittes eléfordulasa
felelds a tiidorak csaladi halmozodaséaért.

iii. Daganatban keletkezd mutaciok, melyek a daganat ndvekedéséért kozvetleniil
felelosek: Az onkogének kozé tartoznak a receptor tirozin kindzok, példaul az
EGFR, az ALK, a ROS1 ¢és a RET, valamint a génamplifikacioval érintett gének,
mint a MET és az FGFR1. Tovabbi tirozin kindzok, példaul a KRAS és a BRAF,
szintén gyakoriak. A tumor szupresszor gének kozé tartozik a TP53, amely a
leggyakrabban mutalodd gén a tiidorakban, valamint az STK11, a CDKN2A, a
KEAP1 ¢és a SMARCA4. A vezeté mutaciok szdvettani csoportositdsa szerint az
adenokarcinomakban gyakori az EGFR, a KRAS, az ALK, a c-met, az AKT/PI3K,
a PTEN, a ROS-1 és a BRAF mutacio6. A laphamkarcinomékban gyakori a c-met, a
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VEGEFR ¢és a P53/BCL mutaci6, mig a nagysejtes €s kissejtes tiidorakban szintén a
c-met mutacié domindl. Ezek a mutacidk eltérd jelatviteli utvonalakon keresztiil
befolyasoljak a tumor talélését és novekedését, ami megneheziti az azonos
besorolasu altipusok egységes kezelését. Egy tumoros sejtben egytdl tiz kritikusan

meghatarozo6 ,,vezetd” mutacid lehet jelen, amelyek a sejt tulélését segitik.

1.4.2. Kornyezeti faktorok

A tlidérak kialakulasat szamos kdrnyezeti tényezd befolyasolja, beleértve a fizikai és kémiai
faktorokat, valamint a dohanyzast. A fizikai tényezOk ko6zé tartozik a természetes
hattérsugarzas, kiilondsen a radon, amely a nem dohanyzok korében a tiidorak legfobb oka az
Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal szerint. A légszennyezés, példaul a 10 és 2,5 mikron
méretll részecskék szintén novelik a tlidérak kockazatat, kiilondsen hossza tavi kitettség esetén.
A dizel autdk kipufogogazait is karcinogénnek mindsitették. A kémiai faktorok kozé tartoznak
a peszticidekben talalhatd kléramfenikol, dioxin és fenoxisav szarmazékok, valamint az
azbeszt, amely tiidérdkot és egyéb daganatos megbetegedéseket okozhat. A dohdnyzis a
tiidorak legnagyobb rizikofaktora, mivel a cigarettaban taldlhatdo égéstermékek karcinogén
hatasuak. A dohanyzas visszaszoritasaval jelentdsen csokkenthetd lenne a tiidorak mortalitasi
aranya. Bar a marihudna fogyasztésa ¢és a tiidorak kozotti kapcsolat nem egyértelmi, egyes
kutatasok szerint a THC hatdsara malignus sejtproliferaciéo indulhat meg. A dohanyzas
kiilondsen nagy népegészségiigyi probléma, mivel mas stulyos betegségeket is okoz, példaul a
sziv- és érrendszeri betegségeket és a COPD-t. A passziv dohanyzas és a légszennyezés szintén
jelentds kockazati tényezok. A megel6zésben kulcsfontossagu a tarsadalmi edukécio és a

rendszeres szlir6vizsgalatok.

1.5. Tidorak sziirés

A tiidorak korai diagnosztizalasa jelentdsen novelheti a betegek tlélési esélyeit. Nem-kissejtes
tiidorak esetében az 5 éves tulélési arany a betegség lokalis fazisdban 65%, mig tavoli
metasztazisok kialakuldsa esetén csak 9%. Kissejtes tiidorak esetében ezek az ardnyok 30%,
illetve metasztazisok esetén mar csak 3%. A betegség korai felismerése kiilondsen fontos, mert
ekkor a miitéti és kemo-radio, valamint immunterapias kezelések még hatékonyak lehetnek,
mig késoi stadiumban a kezelés f6 célja a daganat csokkentése és a tiinetek enyhitése.

A sztirés kritikus jelentdségii a tiidorak mortalitasanak csokkentésében, mivel a korai stadiumt
tiidorak kezelési eredményei lényegesen jobbak. A mellkasrontgen nem a leghatékonyabb

modszer a tliidorak sziirésére. Jelenleg a nemzetk6zi ajanlasok szerint az alacsony sugardozisu



CT (LDCT) vizsgalat a legjobb modszer a korai stadiumu tiidérak kimutatisara, bar ez a

modszer is sugarterheléssel jar.

1.5.1. Nemzetkozi sziiroprogramok

A tlidorak korai felismerése érdekében végzett nagy nemzetkdzi szlirdprogramok eredményei
jelentds eldrelépéseket mutatnak. Az amerikai Nemzeti Tidorak Sziir6program (NLST)
keretében (54 454 f6t vontak be, melyek koziil 26 732 {6t rontgennel, 26 722 6t pedig LDCT-
vel vizsgéltak meg) végzett kutatdsok szerint a mellkasrontgen és az alacsony dozisu CT
(LDCT) vizsgalatok 0Osszehasonlitasa soran az LDCT csoportban 20%-kal csokkent a
mortalitds. A holland NELSON programban (7557 résztvevot sziirtek LDCT-vel, 8265 {6
kontroll mellett) a nodulusok térfogatanak kovetésével az éalpozitiv eredmények 64,3%-ra
csokkentek; a férfiaknal 24%-kal, a ndknél 33%-kal csokkent a halalozas. Az olasz DANTE
klinikai vizsgalatban (1276 foén végeztek LDCT sziirést, 1196 {6 kontroll mellett) az LDCT
szlirés soran a résztvevok 4,7%-anal, mig a kontroll csoportban 2,8%-anal talaltak tiidorakot.
Az ITALUNG tanulmanyban (1406 f6 LDCT sziirését végezték el, 1593 {6 kontroll mellett) az
LDCT sziirt csoport 30,3%-a bizonyult LC pozitivnak, és 21 esetben diagnosztizaltak
tiidérakot, melyek kozel fele 1. stadiumt volt. A dan DLCST vizsgalatban (2052 {6 LDCT
sziirését végezték el, 2052 f6 kontroll mellett) 17 tiidorakos esetet talaltak, amelyek t6bb mint
fele I. stadiumu volt. Az angol UKLS vizsgélatban (1994 {6t vizsgaltak LDCT-vel, 2027 6
kontroll mellett) az LDCT csoportban 42 esetben allapitottak meg tiidorakot, melyek
kétharmada I. stadiumu volt. A német LUSI tanulmanyban (2029 {6t vizsgaltak LDCT-vel,
2023 6 kontroll mellett) az LDCT szilirés a ndknél csokkentette a mortalitast, de a férfiaknal
nem mutatott szignifikans kiilonbséget. Altalanosan megallapithaté, hogy az LDCT sziirés
hatékonyabb a mellkasrontgennél a tiidérdk korai felismerésében és a mortalitds

csokkentésében.

1.5.2. HUNCHEST program

Az els6 nagyobb tliidérdk szlirOprogramok utdn Magyarorszagon is elindultak nemzeti
sziiroprogramok. A HUNCHEST 1. programban (2014-2018) 739 jelentkez6t sziirtek az
Orszéagos Koranyi Pulmonolégiai Intézetben, ahol a résztvevok koziil 38 fonél talaltak malignus
elvaltozast, ¢s 26 esetben dalpozitiv eredményt mutatott a CT. A program eredményei
megegyeznek a nemzetkozi vizsgalatok eredményeivel. A HUNCHEST II. program (2019-
2022) volt Magyarorszag legnagyobb LDCT-sziirdprogramja, amelyben 4215 magas kockéazatt

egyént valasztottak ki. A vizsgalat soran 76 tiidérakos beteget diagnosztizaltak, koziiliik 62-t



az elsd sziirési korben. A sziiréssel felfedezett rosszindulati daganatok tobbsége I. stadiumu

volt, és csak 16,4%-uk volt IV. stadiumu.

1.6. Torekvések a magas alpozitiv eredmények csokkentésére

Az LDCT szlrések soran fontos csokkenteni a magas alpozitiv eredmények szamat, hogy
mérsékeljék a résztvevok félelmét és noveljék a koltséghatékonysagot. A rizikdesoportok
meghatarozasa kiilonbozé rizikofaktorok figyelembevételével segithet szlikiteni a sziirésre
iranyitottak korét. Az egyre modernebb CT berendezések €s a mesterséges intelligencia is
hozzajarulhat a leletek pontosabb elemzéséhez. Bar vannak probalkozasok mas képalkotd
eljarasok, példdul az MR, haszndlatara is mert ez nem jelent sugarterhelést, vizsgalatok
kimutattak, hogy MR vizsgalatok érzékenysége megkozeliti az LDCT-ét a 8-10 mme-es
nodulusok esetében. Emellett folyadékbiopszids tesztek is kiegészithetik az LDCT
vizsgalatokat, melyek minimalisan invazivak, nem jarnak extra sugarterheléssel, €s a vérvétel
haziorvosi rendelében is elvégezhetd. Ezek a tesztek biomarkerek segitségével nyujtanak

informaciot a vizsgalt személy fizikai allapotarol.

1.7. Biomarkerek

A biomarkerek azon anyagok, melyek jelzik a normalis vagy abnormalis biologiai
folyamatokat, terapias valaszokat, illetve betegségek jelenlétét. Osztilyozhatoak fehérjék,
nukleinsavak, metabolitok ¢és egyéb molekuldk alapjan, és kiilonb6z6 testfolyadékokbol vagy
mas mintakbol mérhetéek, mint példaul vér, vizelet, nyal, kilégzett levegd ¢és széklet.
Felhasznalasuk széles spektrumot 6lel fel, beleértve a sziirést, diagndzist, prognoézist, terapia
személyre szabasat ¢s hatékonysaganak monitorozasat. A biomarkerek fejlesztése 6t fazisban
zajlik: felfedezés, kvalifikacio, verifikacid, validacid és klinikai hasznalat. Az idealis rak
biomarker magas szenzitivitassal, specificitassal, pozitiv és negativ prediktiv értékkel
rendelkezik, szlirési alkalmazas esetén képes a tumor korai stddiumban torténd detektalasara,
¢s egy¢eb alkalmazasok soran prognosztikai €s terapias értékeket is biztosit. A biomarkereknek
a modern molekularis bioldgiai és immunoldgiai modszerek fejlodésével egyre nagyobb
szerepiik van a klinikai diagnosztikaban ¢€s terapias dontéshozatalban. Manapsag a legtobb
biomarker egy vagy multiplatform alapu sokvaltozos betegség-rizikdo meghatarozo érték.

A tiidérak biomarkerek szamos kiilonbdzd bioldgiai mintabol szdrmazhatnak, mint példaul vér,
bronchoalveolaris mosas, nyal, pleura folyadék és kilélegzett levegd. A leggyakrabban hasznalt
biomarkerek kozé tartoznak a fehérje és a nukleinsav alapt biomarkerek. A fehérje alapu

biomarkerek példaul a CYFRA21-1, CEA, SCC, NSE, ProGRP ¢és EGFR. Ezek koziil néhany
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specifikus a tiidorak tipusaira, mig masok mas daganatokban is megtalalhatoak. Példaul a
CYFRAZ21-1 ¢és CEA nem kissejtes tiidérakban hasznalt biomarkerek, mig az NSE és ProGRP
kissejtes tiidorak esetén alkalmazhatoak. Emellett hasznaljdk a genomikai markereket is
(cfDNA, miRNS, epigenetikai markerek). A legnagyobb remények a GRAIL/Illumina Galleri
teszthez flizodtek, ami egy multi-rak liquid biopszia, amely az ismert daganat mutaciokra
fokuszal, a keringd szabad DNS vizsgalataval. Metabolit biomarkerek (pl. palmitinsav,
heptadekén sav) is potencialis biomarkerek lehetnek, amelyek segithetnek a tiidérak korai

diagnozisaban és kezelésében.

1.8. A proteom

A fehérjék haromdimenzios struktirajukban latjak el funkcidjukat a sejtekben, amelyet négy
szinten lehet leirni: elsddleges, masodlagos, harmadlagos ¢és negyedleges struktura. Az
elsdleges struktira a fehérje linedris aminosav sorrendje. A masodlagos struktira hélixeket,
lemezeket ¢és hurkokat tartalmaz. A harmadlagos strukturdk a peptidlancok haromdimenzios
elrendezddését mutatjak, mig a negyedleges struktirdk tobb fehérjelanc 6sszekapcsolddasat
irjak le. A proteom fogalma a genetikai informaciok mellett a proteoformak valtozatossagara is
kiterjed, amelyek szdma sokkal nagyobb lehet, mint a human fehérjéket kodold gének szama.
A proteom valtozatossagat génrdl génre valtozd poszttranszlacios modosulasok, alternativ

transzlacios kezdések, terminécios helyek, splicing €s egyéb faktorok befolyasoljak.

1.9. Epitopok

A fehérje epitopok haromdimenzios szerkezetli aminosav rendezddések a fehérjek feliiletén.
Ezeket az immunrendszer komponensei (antitestek, T-sejt receptorok) felismerik az antigén
kotéhelyeken keresztiil. Az epitdpok altalaban 6-12 aminosavat foglalnak magukban, és gyenge
kolesonhatasokkal kapcsolodnak az antitestekhez. Az epitdpok szerkezete és hozzaférhetdsége
valtozhat a fehérje harmadlagos és negyedleges szerkezetének valtozasa, valamint a fehérje
komplexek Osszetételének valtozdsa miatt. Ezek a valtozasok befolyasolhatjdk az epitdpok
funkciondlis kapcsolatait €s a fehérjék bioldgiai szerepét. A proteomikai technologidk jelenleg
nem képesek globalisan kovetni a fehérjek valtozékonysagat és proteoformadit, de fontos
eszkozok a fehérjék valtozatossaganak tanulméanyozéasdban. A fehérje epitopok dinamikus
valtozasai kapcsolatba hozhatok bizonyos fizioldgids vagy patoldgias koriilményekkel, €s

potencialisan biomarkerek vagy funkcionalis valtozasok indikatorai lehetnek.



1.10. A komplement kaszkad

A komplement rendszer egy Osszetett, a velesziiletett, természetes immunitas része, tobb mint
40 szolubilis fehérjébdl all. A komplement rendszer szamos funkciot lat el, mint példaul egyes
patogén Dbaktériumok, virussal fertdzott ¢€s apoptotikus sejtek eltakaritasa, a szoveti
homeosztazis fenntartdsa és a természetes immunvalasz szabalyozasa. A rendszer harom
utvonalon aktivalodhat: a klasszikus, lektin és alternativ utvonalon keresztiil. Az aktivacio
soran képzddik a C3 konvertaz, amelyek a C3-at C3a-ra és C3b-re hasitja. A C3b szerepet
jatszik a C5 konvertaz kialakitdsaban, ami C5 hasitasahoz vezet C5a és C5b fragmentekre. A
C5b komplexet képez a C6, C7 és C8 fehérjékkel, amely a membranba ékelddve a C9 fehérjéket
vonzza, képezve a membran tdmado komplexet (MAC). A C9-es fehérjék gytirti alaku lyukat
iitnek a patogén baktérium vagy pl. a virussal fertdzott sejt membranjaba, ami igy szerepet
jatszik a patogén elpusztitasaban.

A C9-es fehérjek 22 szimmetrikus monomerbdl all6 komplexet alkotnak, a C5b678
komplexhez kétddnek és egy 120 A atmérdjti, gytiri alak(l lyukat képesek iitni a patogén
membranjan. A C9-nek négy f6 doménje van: az N-terminalis thrombospondin-1 (TSP1)
domén, alacsony denzitast lipoprotein receptor asszocialt domén (LDLRA), membran tamado
komplex/perforin (MACPF) domén és az epidermalis ndvekedési faktor (EGF) domén. A C9
nem tartalmaz kiilon membrank6té domént, ezért a plazmaban keringve asszocialodik a tobbi
MAC résszel. A C9 monomerek a MACPF doménen keresztiil kapcsolddnak dssze. A szignél
nélkiili MAC kialakulasat védi az extracellularis charperonok (vitronectin, clusterin) szolubilis
MAC komplexekhez kotdédése. A C9 termelddhet majban monocitdkban €és dendritikus

sejtekben is.

1.11. A fehérje epitop profilirozas

A mindennapi klinikai gyakorlatban mar hasznalnak genom és traszkriptom szekvenalasi
teszteket. Ugyanakkor globalis fehérjeprofilirozas technologia nem érhetd el, annak ellenére,
hogy a fehérje funkcié megértése globalis profilirozason keresztiil fontos trt téltene be. A
fehérjéket, mint a leggyakoribb biomarker tipust, széleskoriien hasznaljak a fiziologiastol eltérd
allapotok vizsgalatara. Habdr, a fehérjék vizsgalata is adhat informaciot elvaltozasok
detektaladsara, a fehérje-egység alatti epitdp vizsgalatok erre érzékenyebb megoldast
¢s negyedleges szerkezetére, valamint az epitopok hozzaférhetdségére is. A fehérje epitop

profilirozéas (PEP) soran az epitdpok dinamikaja monoklondlis antitest konyvtar (QuantiPlasma
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Library) felhasznaldsaval és az egy mAb-ot felhasznalo kotdédés-gatlasi ELISA rendszerben
(sbCIA) lettek mérve. Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy egy-egy fehérje epitopjai
tiidoérak asszociacid szempontjabdl biomarker értekkel rendelkeznek, és ezek nem
sziikségszerlien egyforma iranyuak, azaz tapasztaltunk pozitiv, negativ és neutralis asszociaciot
is. A PEP-hez hasznalt QuantiPlasma mAb kdényvtéarat (koncentraciora és immunogenicitasra
is) normalizalt human plazmaval, mint immunogénnel allitottak eld, ezzel biztositva tobbek
kozott azt is, hogy a mAb-ok természetes antigén determinansokat ismerjenek fel. A 1étrejott
hibridomak valogatasa azzal a céllal tortént, hogy az sbCIA rendszerben miik6dé mAb-okat
kivalasszak, azaz a kotédés mérteke linearis Osszefliggést mutasson a plazma higitassal. A
szelekcion atesett hibridomak klonozasa utan termeltethetéek a monoklonalis antitestek in vitro
és in vivo. A monoklonalis antitestek egy-egy epitdppal reagalnak, igy egy-egy fehérjéhez tobb
epitop is tarsithatd. Becsléseink szerint a PlasmaScan ¢és QuantiPlasma konyvtarakban
koriilbeliil 3 epitop/fehérje talalthato, koriilbeliil 100 plazmafehérjére vonatkozéan. A PEP
technikdval a fehérjéknek nemcsak a mennyisége, hanem a mindségi valtozasai is
monitorozhatd kiilonbozd allapotokban. A PEP a fehérje epitopok sokasdgat vizsgalja a
globalitasra torekedve, a ma hasznalatos globalis proteomikai eljarasokkal ellentétben,
szubprotein szinten, az epitopok szintjén. Egy korabbi kézleményben a szendvics ELISA
mutattak ki, majd kimutatasra keriilt, hogy az LRG1 immunkomplexek egyes elérhetd epitdpjai
nem egy forman asszocialnak tiidorakkal. Ez a megtigyelés hivta fel a figyelmet a szubprotein,
epitop alapu vizsgalatok széleskori kiterjesztésének lehetdségére. Szélesebb korben az
epitopokat és rakbetegség kapcsoltsagukat, a PlasmaScan konyvtar sbCIA esszében is miikodo
frakcidjanak (~ 380 mAb), a QuantiPlasma konyvtarnak PEP sordn torténd alkalmazaséaval
vizsgaltuk. Eredményeink szerint, a C9 molekulara vonatkozbdan, egyes anti-C9 specifikus
mADb-ok, illetdleg az altaluk felismert epitopok kiilonb6z6 mddokon asszocialtak a tiidérakkal
(neutrélis [BS10449], pozitiv [BSI0639], illetve negativ [BSI0581]). Ennek a jelenségnek a
molekularis proteomikai vizsgalatat tliztem ki célul.

Munkdm sordn az egy fehérjére vonatkozd €és megfigyelt epitdp heterogenitds jelenség

molekuléris hatterére kerestem valaszt a C9 fehérje epitopjain keresztiil.
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2. Célkitizések

Kezdeti hipotézismentes kutatdsaim soran a C9 epitopok segitségével, szubprotein szinten
tiidérak asszocialt epitop-biomarkereket kerestiink, és vizsgéaltunk annak érdekében, hogy a

PEP technolodgia hatékonysagat a C9 példajan keresztiil bizonyithassuk.
Céljaim jelen kutatadsban az alabbiak voltak:

1. Kordbbi kutatdsi eredményeink adatainak statisztikai elemzése. Anti-C9 antitestek
kivalasztasa.

2. A kivéalasztott anti-C9 mAb-ok tisztitdsa és validalasa. A kivélasztott mAb-ok
kereskedelmi forgalomban kaphato C9 fehérjével valo validalasa, antigén-felismerés ¢és

technikai validacido Western blott kisérletekben.

3. A C9-en 1év0 epitopok atfedésének vizsgalata, azaz valasz keresése arra vonatkozoan, hogy

vizsgalt epitopok egymastol fliggetlenek-e?
4. A C9 epitop fiiggd heterogenitasdnak fehérjekémiai analizise:

a. SDS PAGE modszerrel tiidérakos €s kontroll egyének vérplazma keverékeinek
felhasznalasaval,
b. a fenti mintdk LC-MS/MS vizsgalata az egyes epitopokon keresztiili

immunoprecipitacio segitségével.

A kezdeti hipotézis mentes kutatas eredményei vezettek a tovabbi célkitiizésekhez:

5. Az LC-MS/MS eredmények adatanalizise, els6sorban a C9 szerkezetére, a 415-6s pozicidban

1év6 N-glikozilaciora, és a C9 asszocialt mas plazmafehérjékre vonatkozoan.

6. Az adatanalizis alapjan kapott eredmények felhasznalasaval torténé C9 proteoformékra, C9
interaktomra, és a PEP technoldgia szubprotein szintl vizsgélati hatékonysagara vonatkozo

hipotézis épités.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Vizsgalt betegcsoportok és feldolgozott mintak

A poolozott kontroll mintdk 167 egészséges donortdl szarmaztak. A mintavétel soran mindenki
kitoltotte a beleegyezd nyilatkozatot. A mintavételt a DE Regionalis és Intézményi
Kutatésetikai Bizottsaga jovahagyta (DE OEC RKEB/IKEB), 3049-2009, 3140-2010 szamu
engedélyekkel.

A poolozott betegmintdk 207 késdi stadiumua (IV. stddium) tiidérdkos betegbdl szarmaztak,
azonban szdvettani szempontbol nem voltak homogén csoportba sorolhatdéak. A mintavételre a
Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB) engedélyével
tortént, 11739/2014/EKU, 107/2014 and 417/2014 szamu engedélyekkel.

A vizsgéalatban Magyarorszag kiilonb6z6é centrumai vettek részt, beleértve a Semmelweis
Egyetem Pulmonoldgiai Klinikdjat, a Szegedi Orvostudomanyi Egyetem Pulmonolégiai
Klinikgjat, a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Pulmonologiai Klinikéjat, valamint a
Borsod-Abauj-Zemplén Varmegyei Kozponti Korhaz Pulmonolédgiai Osztalyat.

A vizsgélat sordn meghataroztuk a tiidorakos betegek bevalasztasi és kizarasi kritériumait. A
bevalasztasi kritériumok kozé tartozott a szdvettanilag diagnosztizalt tiidorak, amelyet
stadiumbeosztassal is alatdmasztottak; a vizsgalatban résztvevok életkora 45 és 75 év kozott
volt; tovabba a dohdnyzasi elézmények kozott legalabb 15 csomagév szerepelt. A kizarasi
kritériumok koz¢é tartozott maés rdkos megbetegedés az elmult 5 évben (kivéve a nem
metasztatikus borrak); az aktiv kronikus betegség; a steroid kezelés; valamint az aktiv
tuberkul6zis €s néhany egyéb aktiv fert6zo betegség.

A kontrollcsoport Osszeéllitdsahoz egészséges egyének, szlirOvizsgalatra érkezd paciensek,
valamint kérhazi dolgozok és azok hozzatartozoi keriiltek bevonasra. Annak érdekében, hogy
a valasztott kontrollcsoport valoban megfeleld legyen, klinikai vizsgalatokkal, LDCT-vel,
mellkasi rontgenvizsgalattal, biomarkerek elemzésével és laboratériumi vizsgalatokkal
igazoltak azok alkalmassagat.

A levett EDTA-s mintdkat 4 °C-on centrifugaltuk, majd a plazmat -70 °C-on taroltuk

felhasznalasig.

3.2. Immunoprecipitacio

Az immunoprecipitaciohoz DynabeadsTM Protein G (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
magneses gyongyoket hasznaltunk. Minden monoklonalis antitestehez (mAb) 50 pl Protein G-
t hasznaltunk, melyet 200 ul W&B (Wash and Bindig) pufferrel (0,1 M Na2HPO4x12H20
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[VWR, Lutherworth, Leicestershire, Egyesiilt kiralysag], 0,05% Tween [Sigma, St. Louis, MO,
USA], pH 8,2) eldmostunk. A magneses gyongyok eldkészitése utan, 75 pg mAb-ot, 200 ul
W&B pufferban higitva, hozzdadtunk a mar eldmosott gyongyokhoz. Szobahdmérsékleten
inkubaltuk keverdn 5 RPM sebességli forgatas kozben. Ezutan a gyongydket 200 ul PBS
pufferrel (123 mM NaCl [Spektrum 3D, Debrecen, Magyarorszag], 3,16 mM KH2PO4 [Riedel-
de Haén, Seelze, Németorszag], 10,45 mM Na2HPO4x2H20O [Riedel-de Haén, Seelze,
Németorszag]), majd 200 pl desztillalt vizben higitott 0,2M-os trietanol-aminnal is lemostuk.
Az utols6 mosasi fazis utan 200 pl frissen készitett 20 mM-os 0,2 M-os trietnolaminban higitott
DMP-t (Dimethyl Pimelimidate [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) adtunk a magneses
gyongyokhoz, majd 30 percig inkubdltuk szobahdmérsékleten keverén 5 RPM forgasi
sebességgel. A feliiluszok eltavolitasa utdan 200 ul 0,2 M-os desztillalt vizben higitott
monoteanolamint (Sigma, St. Louis, MO, USA) adtunk a gyongy6khoz és 15 percig inkubaltuk
keverdn 5 RPM forgasi sebességgel. Majd a feliiltiszo eltavolitdsa utan a gyongyoket haromszor
mostuk 200 pl PBS pufferrel. Az antitest kotédése utan, gyongyokhoz rogzitett mAb-okhoz
hozziadtuk a 200 pl plazma mintat, 200 ul PBS pufferben higitva, 100 pl 20x-os proteaz
inhibitorral (1 tabletta proteaz inhibitor [SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablet, Sigma, St.
Louis, MO, USA] 20 ml desztillalt vizben feloldva) keverve. Az igy elékszitett mixet egy
¢éjszakan at, keverén, 4 °C-on inkubdltuk. Az antigén-antitest kotodését kovetden, masnap
centrifugalds és a feliiliszo eltavolitdsa utan, a gyongyoket haromszor mostuk 200 pl PBS
pufferral. A feliilaszo6 eltavolitasa utan, 100 ul PBS pufferban a gyongydket atpipettatzuk tiszta
Eppendorf csovekbe. A feliilusz6 eltdvolitdsa utan, a gyongyokhoz 50 mM-os (desztillalt
vizben higitott, pH 2,5) 50 pul glicin (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot adtunk €s inkubaltuk
szobahdmérsékleten 10 percig. Az eluadtumot atpipettaztuk tiszta Eppendorf csébe, melybe mar

elére 10 ul 1 M-os Tris oldatot ([Sigma, St. Louis, MO, USA] pH 9,0) tettiink.

3.3. SDS-PAGE
Az SDS-PAGE-hez redukald géleket hasznaltunk. A 12%-o0s szeparald gél elkészitéséhez 4,9

ml desztillalt vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svajc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-ju
Tris oldatot, 100 pl 10%-0s SDS (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot, 100 pul ammoénium-
peroxo-diszulfatot (APS [Sigma, St. Louis, MO, USA]), és 5 ul tetrametil-etilén-diamint
(TEMED [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) hasznaltunk. Az inkubalasi id6 45 perc

volt.
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Az 5%-os féstis gél elkészitéséhez 3,75 ml desztillalt vizet, 500 ul Proseive (Lonza, Basel,
Sviéjc) oldatot, 650 ul 1M-os 6,8 pH-ju Tris oldatot, 50 ul 10%-os SDS oldatot, 50 pul APS-t, és
5 ul TEMED-et hasznéltunk.

A mintékat 6x (pH 6,8) bromfenol-kék (Sigma, St. Louis, MO, USA) festbanyagot tartalmazo
futtatd pufferban vittiik fel a gélre, 10 perces 95 °C-os denaturalas utan.

A 10x7 cm-es gélek elkészitése utan 8,4 pH-ju futtatdo pufferban (SDS, glicin és Tris-t
tartalmaz) 1-1,5 6ran 4t 130 V-on futtattuk a géleket.

3.4. Festés

3.4.1. Coomassie festés
Futtatds utan a géleket festokadban 1 6ran at Coomassie Brillant Blue G-250 (Sigma, St. Louis,

MO, USA) festékoldatban aztattuk. A festés utan szintelenitd oldattal (50%-os etanol-metanol

[Scharlab, Debrecen, Hungary] 1:1 aranyt keveréke) szintelenitettiink.

3.4.2. Eziist festés
A géleket a Coomassie festés utan eziistfestéssel is megfestettiik. A ,,destainnel” szintelenitett

géleket 20 percig fixaltuk 50% metanolt és 5% ecetsavat tartalmaz6 oldatban. Majd 20 percig
50% metanolt tartalmazo oldatban tovabb aztattuk. 10 perc aztatas kovetkezett ultrasziirt
vizben. Az 1 perces 1,27 mM-os NaxS,03 (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban torténd
érzékenyités utan 2x1 percig ultrasziirt vizben Oblitettiik le a gélt. A festés 0,1%-0s AgNO3
(Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban 20 percig tartott, majd Gjra 2x1 perces ultrasziirt vizes
oblités kovetkezett. Az eldhivas intenziv razatas kozben 2%-o0s NaxCOs-ot (Sigma, St. Louis,
MO, USA) és 0.04% formaldehidet (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartalmaz6 oldatban végeztiik
a megfelelden diszkriminald szin denzitas eléréséig. A reakcid ledllitasa 5%-os ecetsavban 3-5
perc alatt zajlott. Az eziistfestett géleket 1%-os evetsav (Scharlab, Debrecen, Magyarorszag)
oldatban 4 °C-on taroltuk.

A festett gélekrdl a képeket GelLogic 2200Pro (Carestream, Rochester, NY, USA) késziilékkel

rogzitettiik digitalisan.

3.5. Western blott
Az Western blotthoz redukalé géleket hasznaltunk. A 12%-os szeparalo gél elkészitéséhez 4,9

ml desztillalt vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svajc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-ju
Tris oldatot, 100 pul 10%-o0s SDS oldatot, 100 ul ammoénium-peroxo-diszulfatot (APS), és 5 pl
tetrametil-etilén-diamint (TEMED) hasznaltunk. Az inkubalasi 1d6 45 perc volt.
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Az 5%-os féslis gél elkészitéséhez 3,75 ml desztillalt vizet, 500 pl Proseive oldatot, 650 pl 1M-
os 6,8 pH-ju Tris oldatot, 50 pl 10%-0s SDS oldatot, 50 pul APS-t, és 5 ul TEMED-et
hasznaltunk.

Az elkésziilt 10x7 cm-es gélekre 6x, merkapto-etanolt és bromfenol-kéket tartalmazd, loading
pufferrel vittiik fel a mintdkat 10 perces 95 °C-os inkubalés utan. Koriilbeliil 1-1,5 6ra 130 V-
on valo futtatds utan, a géleket blottolo kazettaba tettiikk. A blottold kazettan beliil a rétegek a
kovez6 sorrendben szerepeltek: 1. szivacs, 2. szlirdpapir, 3. membran, 4. gél, 5. sziir6papir, 6.
szivacs. A fehérjék membran blottolasa 1 6ran at 150 V-on jeges hiités mellett tortént.

A blottolas utdn a membrant blokkolo6 pufferban (6,25 mM polivinil-pirrolidon, 18,8 mM NaCl,
50 ml PBS-Tween) 4 °C-on, egy ¢éjszakan at, horizontalis keverén blokkoltuk. A kovetkezd
napon blokkold pufferban higitott primer antitesttel inkubaltuk a membrant 4 °C-on egy
¢jszakdn at, majd 5x10 percig mostuk PBS-Tween-t tartalmazo oldatban. A masodlagos
antitestettel 1 oran at inkubaltuk a membrant szobahdmérsékleten. A membrant 5x10 percig
mostuk PBS-Tween-t tartalmazo oldatban.

Az el6hivashoz Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) kétkomponensii oldatot hasznaltunk 1:1 aranyban.

A képeket GelLogic 2200Pro (Carestream, Rochester, NY, USA) késziilékkel rogzitettiik

lumineszcens és UV megvilagitast hasznalva.

3.6. Tomegspektrometria

3.6.1. Mintael6készités
A teljes plazma mintdkat C9 specifikus (BSI0449, BSI0581, BSI0639) antitesteken

immunoprecipitaltuk protein G magneses gyongyokhoz kotve, melyek atlagos mérettartomanya
50 nm (MACS® Technology, Miltenyi, Németorszag), majd elvalasztd oszlopban tripszinnel

leemésztettiik a fehérjéket a gyongyokrol.

3.6.2. Tomegspektrometrias mérés

A tripszinnel emésztett alikvotokat LC-MS/MS rendszerbe vezettiik. RP-HPLC (Waters,
Milford, MA, USA) késziiléket kapcsoltunk Orbitrap-Fusion Lumos (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) tomegspektrométerhez. Az adatok gytlijtéséhez az MS1 alapjan a 20
legintenzivebb, tobbszordsen toltdtt prekurzorion keriilt fragmentalasra MS2-ben, magas
energiaju litkdzésindukalt disszociacids [Higher-energy C-trap Dissociation (HCD)] technikat

alkalmazva.
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3.7. Adatok elemzése
A nyers adatokat csucslista tipust adatokké konvertaltuk Proteome Discoverer (v 1.4) program

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, majd ezt a listait Osszevetettiik a
SwissProt adatbazissal (555426 proteint tartalmazé, 2017.09.19.-es verzio). Az 6sszevetéshez
Protein Prospector (v.5.15.1) szoftvert (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk a
kovetkez6 paraméterekkel: enzim: tripszin maximum két kihagyott hasitohely;
tomegpontossadg: 5 ppm a prekurzoionra ¢s 10 ppm a fragmensionokra; fix mddositasok:
cisztein karbamidometilezddés; valtoz6 modositdsok: N-termindlis acetilacidja, metionin
oxidacio, N-termindlis glutamin ciklizacidja, szerin/teronin/tirozin foszforillacid, maximum két
variabilis modositas volt megengedett peptidenként. Az elfogadasi kritérium E-értéke 0,01 volt
proteinek €s 0,05 volt peptidek azonositasara.

Az adatokban N-glikozilaciora kerestiink NXT|S, X#P motivumokon.

A 415 pozicidban 1évé N-glikozilaciot egy erds, nem modositott, teljesen emésztett, €s minden
mintadban  jelenlevd peptidre (LSPIYNLVPVK) normalizaltuk. (Megjegyzés: a

tomegspektrometiras kisérletek a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban késziiltek.)

3.8. Antitest biotinilalas

3.8.1. Biotinilalt antitest eloallitasa
1 mg antitesthez 26,6 ul 10 mM-os EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin-t (Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA) adtunk. 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten keverés kozben.

A biotinilalt antitestet ZebaTM Spin Desalting Columns (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) segitségével tisztitottuk meg. Az oszlop hegyét letortiik, 15 ml-es centrifugacsébe
helyeztiik és 2 percig, 20 °C-on, 1000 g fordulatszamon centrifugaltuk. Az oszlopot athelyeztiik
tiszta 15 ml-es csObe felmértiik ra a biotinildlando ellenanyag mintat €s 100 pl ultrasziirt vizet.
A mintat tartalmazd oszlopot Gjracentrifugaltuk 2 percig, 20 °C-on, 1000 g fordulatszamon. Az

igy kapott atfolyo tartalmazta a biotinilalt antitesteket.

3.8.2. Biotinilalt antitest validalasa
A biotinilaltsagi fokot HABA - Pierce Biotin Quantitation Kittel (Thermo Scientific, Waltham,

MA, USA) végeztik. A 4 °C-on tarolt HABA premixet szobahdmérsékletre hagytuk
melegedni, majd 100 pl ultrasziirt vizben feloldottuk. A feloldott HABA-t 96 nyilastt ELISA
lemezre vittik (160 pul PBS + 20 ul HABA / nyilds). FLUOstar OPTIMA (BMG LabTech,
Durham, NC, USA) ELISA lemez olvason beolvastuk a nyilasok abszorbancia (OD) értékét.
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Majd 20-20 pl Dbiotinildlt mintat rémértink a HABA-t tartalmazd nyilasokra.
Osszeszuszpendaltuk és Gjramértiik az OD értékét az olvason. A kiértékeléshez a Thermo
Scientific oldalan 1évo HABA Calculator programot hasznaltuk.
(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/protein-biology/protein-labeling-
crosslinking/protein-labeling/biotinylation/biotin-quantitation-kits/haba-calculator.html)

A biotinilalt antitestek koncentracigjat BCA Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) segitségével mértiilk meg. BCA mérésnél egy eldre elkészitett kalibracios sor mellé, 96
nyilasu lemezen 5-5 pl mintat visziink fel nyilasonként, 5 ul 1 mg/ml IgG standardot is
hasznalva. A mintakat ¢és a standardot is 5x-re higitjuk PBS oldattal. A kitben 1év6 A és B
komponenseket 50:1 aranyban kevertiik és 200-200 pl-t ramértiink a lemezre, majd 15 percig
inkubaltuk 37°C-on.

A lemez abszorbancia értékeit a FLUOstar OPTIMA ELISA (BMG LabTech, Durham, NC,

USA) olvasdban torténd beolvasas utan kaptuk meg.

3.9. C9 epitop teszt
A C9 epitopok atfedését 96 nyilasi ELISA (Costar3690, Corning, NY, USA) lemezen

teszteltiik kompeticios esszében. A 96 nyilast lemezre 2 pg C9 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
fehérjét tartalmazo 30 pl karbonatos burkolo puffert (15 mM Na>COs3 [Riedel-deHaren, Seelze,
Németorszag], 35 mM NaHCOs; [Riedel-deHaren, Seelze, Németorszag], pH 9,6) mértiink fel
lyukanként, majd egy 6ran at 37°C-on inkubaltuk. Ezutan a lemezt kétszer mostuk PBS-Tween
oldattal. A kovetkezd 1épésben 60 ul BSA-PBS-Tween (BSA: Sigma, St. Louis, MO, USA)
oldattal blokkoltuk a lemezt 30 percig 37 °C-on. Majd a lemezt haromszor megmostuk PBS-
Tween oldattal. A lemezre kiilonb6z6, nem biotinilalt, blokkold pufferban, higitott C9
antitesteket (BS10449, BSI0581, BS10639), 1 és 10 pg/ml-s koncentracidban vittiink fel és
inkubéltuk 1 6rdn at 37 °C-on. Ezutan a lemezt kétszer mostuk PBS-Tween oldatban, majd
és 1 oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezutan hdromszor mostuk a lemezt és ramértiink 5000x
blokkol6 pufferban higitott Strepatvidin-HRP-t (Southern-Biotech, Birmingham, AL, USA) a
30 perces inkubalashoz. A lemezt négyszer mostuk. A lemezre 30 pl egykomponensit TMB
(Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot mértiink és 1-2 perc utan a reakcidét 4N HoSO4 (Merck,
Darmstadt, Németorszag) oldattal leallitottuk. A lemezen az abszorbancia értéket 450 nm-en

olvastuk be a FLUOstar OPTIMA (BMG LabTech, Durham, NC, USA) lemez olvaséval.
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3.10. Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket R platformon végeztem. A p-értékeket a kétmintds t-probaval
szamitottam ki (o = 0,05) a normalitasi teszt (Shapiro-Wilk) utan. A pROC R csomag
segitségével késziiltek a ROC gorbék.

3.11. Abrazolas
Az é4brakat R platformon, excelben, IBS illusztratorral (version 1.0), illetve Pymol (1.7.4.4.

Edu) programokkal készitettem.
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4. Eredmények

4.1. Anti C9- antitestek kivalasztasa és korabbi adatainak elemzése
Korabbi méréseink eredményei szerint, egy-egy fehérje epitopjai tiidorak asszocidcio

szempontjabol eltérd biomarker értékkel rendelkeznek, €s ezek nem voltak egyforma iranyuak,
azaz tapasztaltunk pozitiv, negativ €s neutralis asszociaciot is. Az egyik ilyen vizsgalt fehérje a
plazma C9 volt. A BSI QuantiPlasma konyvtarban 12 darab C9-et felismeré mAb talalhato.
Ezek koziil valasztottunk ki harmat tovabbi vizsgalatra, az epitopok mAb-okkal vizsgalt
nem tiidérdkos mintak kozott. Voltak olyan epitdpok is, amelyek kiilonbozdéen viselkedtek
tiidorakos és kontroll egyének vérplazma mintaival vald asszociacid szempontjabol, azaz
pozitivan vagy negativan kapcsolodtak hozzajuk, ezek koziil egyet-egyet valasztottam ki.
Statisztikai elemzés utan a BSI0O581 epitop és BSI0639 epitdp kontroll és tiidérakos mintak

kozott szignifikans volt a kiilonbség, mig a BSI0449 (neutralis) epitop esetében nem.

4.2. Az anti-C9 monoklonalis antitestek validalasa

4.2.1. Validalas kereskedelmi forgalomba kaphaté C9-re
Kisérleteinket a BSI altal termelt mAb-okkal végeztiik, ezért vizsgalatunk elsé célja a

kivalasztott BSI antitestek validaladsa volt Western blottal eldzetes tisztasag vizsgalatok utan.
Az eldzetesen kivalasztott anti-C9 2 mg/ml-s mAb-okat, (BS10449, BSI0581, BSI0639) 200x-
os higitdsban hasznaltuk, PBS pufferben higitva, primer antitestként a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 C9 fehérje (Sigma) felismerésére. Masodlagos antitestként GAM-HRP-t
hasznéltunk 2500x higitasban.

Mind a harom anti-C9 fehérje felismerte a C9 fehérjét ~55 kDa tartomédnyban, mig egy masik,
negativ kontroll antitest, ami albumin specifikus (BSI0097), nem ismerte fel a C9-et. A
preparatum nem tartalmaz teljes C9 molekulat; a felismert C9 valdszintileg egy degradalt forma

lehet, mivel a teljes hosszsagih C9 molekulatomege 63,173 kDa.

4.2.2. (C9 vizsgalata plazmaban
Miutén validaltuk a BSI anti-C9 mAb-okat, ezek segitségével immunoprecipitaltunk kontroll

¢s tiildérakos poolozott teljes plazmat. A poolok 167 kontroll és 207 tiidérakos beteg mintait
tartalmaztdk. Az immunoprecipititumokban vizsgaltuk, a C9 fehérje jelenlétét. Az
immunoprecipitalt kontroll ¢és tlidérakos mintdkat SDS-PAGE utan Western blottal
ellendriztiik. A Western blotthoz BS10449:BS10639 1:1 aranyu elegyét hasznaltuk. A BSI0581

korabbi Western blott kiséretek soran nem miikodott teljes plazmat hasznalva. Mésodlagos
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antitestként GAM-HRP-t hasznaltunk 2500x higitdsban. Az eredmények alapjan a kivalasztott
mAb-ok a vérplazmédban is felismerték a C9-et, koriilbeliil 52 kDa és 68 kDa koriili
tartomanyban. Ezek a forméak valoszinlileg a korabban detektalt degradalt C9, valamint a

poszttranszlacids modosulasokkal rendelkez6 teljes hosszusagl plazma C9-et mutatjak.

4.3. A (C9-en lévo epitopok atfedésének vizsgalata
Kotédés kompeticios ELISA tesztet végeztem, hogy megvizsgaljam, a harom anti-C9

specifikus mAb kiilonb6zd epitopokat ismer-e fel. Ebben a kisérletben a 96 nyilast lemezt
tisztitott, kereskedelmi forgalomban kaphato C9-cel burkoltam. Erre kovetkezo rétegként a nem
biotinilalt BSI anti-C9 (BS10449, BSI0581, BSI0639) ellenanyagok kovetkeztek kiilonb6zé
koncentraciokban (1 pg/ml és 10 pg/ml). A masodik antitest a biotinilalt antitest (BS10449,
BSI0581, BS10639) volt, 1 pg/ml koncentracioban. (Az antitestek biotinilalasat is a laborban
végeztem. A biotinilaltsagi fokot HABA teszttel, az antitest koncentraciot BCA teszttel
ellendriztem.) Az els6 kisérlet soran az elsédleges, nem biotinilalt antitest a BS10449 volt,
kiilonbozé koncentraciokban. Negativ kontrollként C9 helyett marha szérumalbumin rétegzést
hasznaltam. Pozitiv kontrollként a C9 fehérjét kozvetleniil a biotinilalt anti-C9 mAb-bal
detektaltam. Technikai kontrollként a C9-re nem biotinilalt antitestet tettem, majd erre kotottem
rd a GAM-HRP-t. Ezt a kisérletet elvégeztiikk a BSI0581-es ¢s a BSI0639-es mAb-ok esetében
is.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt epitdpok fiiggetlenek egymastol,
de a BSI0449 mAb a BSI0581-es és a BS10639-es epitdp elérhetdséget is kismértékben ugyan,

de befolyasolja. Feltételezésiink szerint molekularis atrendez6dés indukcidja utjan.

4.4. A C9 epitop fiiggé heterogenitasanak fehérjekémiai analizise

4.4.1. Epitop heterogenitas fehérjekémiai analizise SDS-PAGE analizissel
Megvizsgaltam, hogy van-e Osszefiiggés az epitdpokkal dsszefiiggésbe hozhaté molekularis

heterogenitas ¢és a biomarker érték kozott. Ehhez el6szor a harom anti-C9 mAb-bal (BS10449,
BSI0581, BSI0639) precipitaltam kontroll és tiidorakos plazmakat. Az immuno-
precipitatumokat, redukalé SDS-PAGE gélen, kiilonb6zo térfogatban vittem fel (10 pl és 15
ul), majd a géleket Coomassie G-250 ¢és eziistfestéssel is megfestettem. A BSI0449 ¢s BSI0581
mAb-bal immunoprecipitalt mintak kozott latszolag nem volt jelentds kiillonbség. A BSI0639
mADb-bal immunoprecipitalt mintakon ~70 kDa tartomanyban 1év6 sav halvanyabb, a tiidérakos

mintakon két egymastol elkiiloniilo sav is lathato.
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4.4.2. Epitop heterogenitas fehérjekémiai analizise tomegspektrometrias analizissel

Mivel az SDS-PAGE felbontasa nem volt elegendd a koprecipitalt fehérjék kozotti kiillonbségek
kimutatasdhoz (kivéve a C9 molekulastlyu fehérjéket), a mintadkat tovabb vizsgaltuk LC-
MS/MS technolégiaval. A gyongyokre anti-C9 mAb-okkal (BS10449, BSI0581, BSI0639)
kihorgonyzott C9-et és asszocialt fehérjéit tripszinnel leemésztettek le a gyongyokrdl. A
tripszinnel emésztett alikvotokat tomegspektrometrias analizissel elemezték a Szegedi Bioldgia
Kutatokdzpont Proteomikai Laborjdban. A vizsgalat igazolta, hogy az anti-C9 mAb-ok
reagalnak C9-cel, mivel az emésztett peptidek alikvotjainak 3-13%-a C9 volt és a C9-re

vonatkozdan ez 30-45%-o0s C9 lefedettséget eredményezett.

4.5. Az LC-MS/MS eredmények adatanalizise

Az epitopok kiilonbozd viselkedése olyan genetikai mddosulasoknak is koszonhetd lehetne,
mint az alternativ splicing, illetve az alternativ transzlacios kezdd vagy stop hely.
Megvizsgaltam, hogy az észlelt epitdp kiilonbségek ezen C9 kodoldé kapacitasra
visszavezethetd strukturalis genetikai valtozdsoknak koszonhetdek-e, visszatérképeztem a
kiilonb6zé mAb-okkal kapott MS peptideket az Enslembl adatbazisban talalhaté C9 strukttrara
(ENST00000263408.5). A C9 poszttranszlaciés modosulasait publikaciokbodl és az UniProt
adatbazisbol kerestem ki. A keresés soran 7 kiillonb6z6 pozicidban (48, 51,215, 256, 277, 394,
415) volt N-glikozilacio, 2 pozicioban C-mannozilacio (27, 30), és 4 pozicidban O-glikozilacio
(24, 26, 32, 258). A mintaikb6l minden esetben hidnyoztak a szignal peptidek, mivel a C9
plazmaban keringd, vagyis szekretalt C9 volt. Az MS peptidek eloszlasa hasonl6 volt. A kapott
pepidek szamat is dsszevetettiik a kiillonb6z6 kontroll és tiidérakos mintdkban. A PeptideAtlas-
ban talalhat6 6sszes C9 peptidet kigyljtottem (478 darab) [Human 2022-01 verzid], majd
ezeket a peptidek kezdd pozicioi szerint sorba allitottam. Az igy rendezett pepidek mindegyike
kapott egy sorszamot (index). A PeptideAtlas-bol kigytijtott fehérjék index szamahoz
igazitottam a C9 MS peptidjeinket. Az indexelés utan a C9 MS peptidek sszevetésébdl nem
latszik jelentds kiilonbség a kiilonbozé6 mintak kozott. Az epitépok variabilitasa
poszttranszlaciés modosulasnak is koszonhetd, ezért a C9 MS peptideken kiilonb6zo
glikozilaciés mintakat kerestiink. Vizsgalatunk soran csak a 415-0s pozicioban 1év0 N-
glikozilaciot talaltuk meg, viszont ezt minden mintaban. A talalt glikozilacios helyet egy nem
modositott ,,erds” peptidere normalizalva kiillonbségeket talaltunk a glikozilaltsag aranydban a
kontroll és a tiidérakos mintakban. A kapott peptideket kiilonb6z0 haromdimenzidos C9

szerkezetekre is visszatérképeztiik. A szerkezeti képekre valo visszatérképezés utan, jol lathato,
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hogy felszinen 1€év6, mas fehérjéhez kapcsolodasi pontot jelenthetd fehérjéket nem talaltunk

meg.

4.6. (9 asszocialt plazmafehérjék

A fehérje komplexek dinamikusan véltozhatnak kiilonbozd fizioldgias allapotokban. Ezek a
kiilonbozo fehérje-fehérje kolcsonhatas valtozasok epitopokat takarhatnak el vagy tehetnek
elérhetévé. Ennek vizsgalatara, elemeztiik a C9-cel asszocialt fehérjéket. A C9-hez a kisérletek
soran Osszesen 78 kiilonbozd fehérje koprecipitalodott, kiilonbozd dsszetételben. Ezek koziil
kivalasztottuk azt a négyet, melyekben a kontroll és tiidérdkos mintaban legalabb két peptidnyi
kiilonbség volt a kiilonbozé anti-C9 mAb-okkal vizsgalva. A plazma C9-hez a vizsgalt
kopecipitalt fehérjék kiilonb6z6 mértékben asszocialédnak. A BS10449 kontroll €s LC minta is
erdsen C4A asszocialt, mig a BSI0639 LC mintaban nem talaltunk C4A peptidet. A hornerint
nem talaltuk meg a BSI0581 és BSI0639 LC mintakban. HSP9OABI1 peptideket nem talaltunk
a BSI10449-es mintakban, mig erdsebben asszocialt a BS10639-es mintakkal. HSPAS peptideket
csak a BSI0639-es mintakban talaltunk.
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5. Megbeszélés

Az epitomika a munkacsoportunk altal elsdként leirt omaikai tudomany teriilet, amely proteinek
dinamikus epitdp valtozasait vizsgalja egészséges ¢és kiilonbozd patologids allapotokban.
Extenziv és globalis PEP technologiaval a vizsgéalhatod epitopok szama, biomarker értéke és
funkci6 relevanciaja szélesebb korben is kiterjeszthetd lesz. Munkam az elsé 1€pés ebben az
iranyban. Az eddigi felfedezett vérplazma epitomikai biomarkerek diagnosztikai célra vagy
betegkovetésre is alkalmasak lehetnek. Nem jelentenek majd extra sugarterhelést a betegek
szamara, ¢és kivitelezésiik sem igényel nagyobb gépparkot és anyagi befektetést. Az eddigi
LDCT-vel végzett klinikai szlrdvizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy a nagyszamu
alpozitiv eredmények csokkentése sziikséges. Erre kiillonbozd rizikofaktorokat alkalmazva
algoritmusokat lehet kidolgozni, bevethetd a mesterséges intelligencia €s mindez kiterjeszthetd
a biomarkerekre, illetve az ezeket is magaba foglaldo multivarians index megkozelitésekre.

Az éltalunk vizsgalt C9 fehérje, a velesziiletett immunrendszer komplement kaszkad részének
az utolso eleme, a termindlis komplex része. A termindlis komplexben polimerizalodik és
csatlakozik az eldzetes kialakult C5b-C6-C7-C8 komplexhez. A C9 a plazmaban monomer
formajaban kering. A polimerizaciotol a keringésben a clusterin €s a vitronectin védi meg.

A C9 fehérjét korabban mar azonositottdk gyomor-, tidd-, és végbélrak biomarkereként.
Ezekben a publikacidkban, csak az ,,0sszes” C9 fehérje jelenlétét vizsgaltak.
Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai alapjdan a QuantiPlasma mAb koényvtarbol
kivalasztottunk harom olyan anti-C9 antitestet, melyek sbCIA vizsgalat alapjan, kiilonb6zo
modon asszocialnak tiidérakos plazma mintakkal. A profilirozott epitdpok kozott, volt, amelyik
neutralisan, volt, amelyik pozitivan vagy negativan asszocialt a kisérletek soran tiidérakos
plazma mintakkal.

Munkénk soran a C9 eddig nem publikalt epitdp fliggd molekularis heterogenitasat vizsgaltuk
kontroll és tiidorakos plazmamintadkon. Megprobaltuk megérteni a korabban felfedezett, eltérd
asszociaciot mutato, jelenség okait. Eldszor validaltuk az anti-C9 mAb-okat kereskedelmi
forgalomban kaphatd C9 fehérjével. Ennek soran Western blottal bebizonyosodott, hogy mind
a harom kivalasztott anti-C9 mAb felismeri a C9 fehérjét. Ugyan a kapott molekulastly alatta
volt az irodalmi értéknek, ezért feltételezziik, hogy degradacio érte a tiszta C9-et vagy gyartas,
vagy tarolas soran. Miutdn validaltuk antitestjeinket, megvizsgaltuk az epitopok fiiggetlenségét
kompetitiv ELISA modszerrel. A hdrom vizsgalt epitop kozel fiiggetlen egymastol, de a BS1449
epitop ellenanyag kotése kismértékben befolyasolja a masik két epitop elérhetdségét vagy/és

struktargjat. A C9 fehérje vizsgéalatahoz elészor immunoprecipitaltuk a plazma C9-et a
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kiilonbozo antitesteken keresztiil. A kapott immunoprecipitatumot SDS-PAGE-en futtattuk és
megfestettik Commassie Blue, majd eziist festéssel. A kapott eredmény alapjan
megallapitottuk, hogy a kapott mintazat kozel azonos volt. Talan a BSI0639 esetében volt tobb
sav. Ez annak is koszonhetd, hogy a BSI0639 kevesebb C9-et precipitalt, igy a savok jobban el
tudtak kiiloniilni. Ezt az is alatdmasztja, hogy a C9-et Western blottal vizsgalva az
immunoprecipitalt mintdkban is halvanyabb volt a kapott sav a BSI0639 esetében. A C9
heterogenitasat vizsgaltuk tomegspektrometridas modszerrel is. A kapott peptideket
visszatérképeztiikk a C9-es fehérjére. Eredményilink kozel azonos peptideloszlast mutatott
minden esetben. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a vizsgalt mintdkban a C9 strukturaja azonos
lehet. Mivel a C9 szerkezete nagy valdszinliséggel azonos a mintdkban, ezzel nem lehet
megmagyarazni a kutatast elindité megfigyelést, vagyis az eltérd epitdp asszociaciot a kontroll
¢s tlidérakos mintakban.

Két iranyba folytattuk tovabb a kisérleteket. Tomegspektrometrias vizsgalattal megvizsgaltuk
a precipitalt peptidek segitségével épitett C9 molekula modelleket, a 415-0s pozicid6 N
glikozilacidjat, 4s a koprecipitalt fehérjéket minden epitopra és mindkét mintatipusra
vonatkozoan. A C9-nek szamos poszttranszlaciés modosulasat talaltuk publikéciokban €s az
Uniprot adatbazisban. Ezekbdl a moddosulasokbol mi csak a 415-6s helyen taldlhaté N-
glikozilaciot talaltuk meg, ezt viszont minden mintaban. Ezt a poziciot tartalmazo peptidet egy
nem modositott, minden mintaban jelenlévd C9 peptidhez normalizélva azt kaptuk, hogy ugyan
ez a 415-0s pozicidban N-glikozilalt peptid minden mintdban jelen van, viszont més aranyban.
A BSI10449-es mintakban a kontroll és tiidérakos mintdkban kozel azonos volt az arany, mig a
BSI0581 és BSI0639 esetében kozel 5x nagyobb volt az N-glikozildltsagi arany a kontroll
javara. A koprecipitalt fehérjéket vizsgalva megallapitottuk, hogy ezek ardnya mas és mas
antitestenként, és kontroll — tiidérak viszonylatban is. Ezek alapjan arra kovetkeztetlink, hogy
a C9 kiilonb6zé proteoformait taldltuk meg a kivalasztott anti-C9 antitestekkel. Bar az
asszociacid6 mas fehérjékkel nem tartozik a proteoformdakat egymdstdol megkiilonboztetd
faktorok kozé, az egyszerliség kedvéért mégis az aldbbi tablazatban egyiitt targyaljuk Oket.
Feltételezziik, hogy a 2a és 2b formak olyan varidnsokat képviselnek, melyek stressz vagy
malignus elvaltozas hatasara keletkeznek a sejtben. A C9 fehérje, kiillonboz6 helyeken is
termelddhet, akar ez is forrasa lehet a kiillonb6z6 proteoformainak.

Eredményeink alatdmasztjak azt az elméletet, mely szerint kiilonbdzd proteoformak léteznek.
Ezeknek a proteoformaknak és az epitdp elérhetéséget befolydsold komplex képzddésnek

biomarker értékiik is lehet.
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6. Osszefoglalas

Napjaink technologidi lehetdvé teszik a fehérjék egyre szofisztikaltabb megismerését. A
fehérjék proteoformdinak leirdsa ¢és kiilonbozé 4llapotokhoz vald tarsitdsa, a fehérjék
funkcidinak mélyebb megértéséhez vezet. Tobbek kozott, a tudas felhasznalhatd az egyes
proteinek biomarker funkcioinak bovitésére.

Korabban kutatasaink sordn, protein epitdp profilirozassal végzett vizsgalatokban felfedeztiik,
hogy a fehérjék epitopjai eltérd modon asszocialhatnak tiidorakos plazédban az antitestekkel.
Munkacsoportunk korabbi kutatasait folytatva, a C9 fehérje epitopjait vizsgaltam.
Kivalasztottunk a QuantiPlasma konyvtarabol harom olyan anti-C9 antitestet (BSI0449,
BSI0581, BSI0639), melyekkel eltéré modon asszocialtak az epitdpok tiidéradkos mintdkban
(semlegesen, negativan és pozitivan). A jelenség a biokémiai okat vizsgaltam munkam soran.

Az anti-C9 antitesteket eldszor validaltuk Western blottal. Késobb vizsgaltuk a harom C9
epitop egymastdl vald fiiggetlenségét. Az epitopok nagymértékben fiiggetlenek voltak
egymastol.  Tomegspektrometridas moddszerrel kontroll és  tiidérdkos  mintdkbol
immunoprecipitalt mintdk C9 fehérjéit vizsgalva megallapitottuk, hogy a C9 peptid eloszlas
kozel azonos volt, ezért nem valdszinii, hogy a kiilonbségek oka a C9 szerkezetében lehet.
Ezutan a C9 koprecipitalt fehérjéit elemeztiik. A kivalasztott antitestjeinkkel immunoprecipitalt
mintdkat SDS-PAGE-n vizsgaltuk. A kapott mintdzat minden mintdban kozel azonos volt.
Tomegspektrometridas modszerrel elemeztiik a koprecipitalt fehérjéket is. Olyan fehérjéket
valasztottunk ki, amelyeknél a kontroll €s tiidérakos mintdk kozott legalabb két peptidre
vonatkozoan volt eltérés. Harom olyan fehérjét talaltunk, amelyek nem csak az antitestek
kozott, hanem kontroll és tiidorakos mintak k6zott is eltérést mutattak. A C4A er6sen asszocialt
a BSI0449 mintdkkal, a BSI0639-es tiidérakos mintdban nem volt jelen. A HSP90ABI a
BSI0639-es mintakkal asszocialt erdsen €s a BS10449-es mintakban nem volt jelen. A HSPAS
glikozilacios heterogenitast talaltuk. Annak ellenére, hogy jelen volt minden mintdban, a 415-
N-glikozilaci6 ardnyaiban mutatott eltérés kontroll és tiidérdkos mintadkban a BSI0OS81 és
BSI0639 epitopok pozitiv feltételezett proteoformék esetében. Ezekben 5x t6bb volt a
glikozilalt peptid a kontroll mintakban. A BSI0449 esetében a két allapot k6zott nem volt
eltérés.

Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a C9 fehérjének tobb proteoforméja is van.
Ezek a proteoformdk kiilonb6z6 epitopokon keresztil vizsgalhatéak. A kiillonbozo

proteoforméknak ¢és a veliik koprecipitalt fehérjéknek tobbek kozott, jelentds biomarker értékiik
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lehet tiidorakban. Munkam elsdként nytjt biokémiai magyardzatot az epitép megkozelités

biologiai jelentdségére.
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. Uj megallapitasok

. Kiilonb6z6 epitopokon keresztiil precipitalt C9 fehérjék kiilonbséget mutatnak LC és

kontroll plazmaban.

. A visszatérképezett C9 peptidjeinek eloszlasa azonos molekularis szerkezetet sugall a

kiilonbozo epitdpokon keresztiil precipitalt C9 formak kozott LC és kontroll plazmaban.

. A koprecipitalt fehérjék mindségi és mennyiségi kiilonbségeket mutatnak a kontroll és LC

plazma kozott. (eltérés a térbeli kapcsoltsagban)

. A C9 N-glikozilaciés aranya a 415. pozicioban jelentds eltérést mutat a kontroll és LC

plazma kozott.
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