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Rövidítések jegyzéke 
 

ALK  Anaplasztikus limfóma kináz Anaplastic Lymphoma Kinase 
APS Ammónium-peroxo-diszulfát Ammonium Peroxodisulfate 
AUC ROC görbe alatti terület Area Under ROC Curve  
BSI Biosystems Immunolab Zrt. Biosystems Immunolab Ltd. 
C4A Komplement faktor C4A Complement Component 4A 
C9 Komplement faktor C9 Complement Component 9 

CCDC6 Tekercselt hélix domént tartalmazó 
6 Coiled-coil domain containing 6 

CDKN2A Ciklin dependens kináz inhibitor 2A Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 
2A 

CDR Komplementaritást meghatározó 
régió 

Complementarity-Determining 
Region 

CEA Carcinoebrionalis antigén Carcinoembryonic Antigen 

COPD Krónikus obstruktív tüdőbetegség Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease 

CT Komputertomográfia Computed Tomography 
Ctrl Kontroll Control 
DAG Diacil-glicerol Diacylglycerol 
DLCST Dán tüdőrákszűrő program  Danish Lung Cancer Screening Trial 
EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav Ethylenediaminetetraacetic Acid 
EGF Epidermális növekedési faktor  Epidermal Growth Factor 

EGFR Epidermális növekedési faktor 
receptor Epidermal Growth Factor Receptor 

EGR Kibocsátott kipufogógáz 
újrakeringető Exhaust Gas Recirculation 

ELISA Enzimhez kapcsolt immunoszorbens 
vizsgálat 

Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay 

EML4 Echinoderm mikrotubulus-asszociált 
protein-like 4 

Echinoderm Microtubule-
Associated Protein-Like 4 

EPA Amerikai Környezetvédelmi Hivatal  Environmental Protection Agency 
(United States) 

FGFR1 Fibroblaszt növekedési faktor 
receptor 1 

Fibroblast Growth Factor Receptor 
1 

FIG Glioblasztómában fúziót mutató Fused in Glioblastoma 
GAM Kecske anti-egér  Goat anti-mouse 
GDP Bruttó hazai termék Gross Domestic Product 

GLOBOCAN A rákos megbetegedések globális 
statisztikáját tartalmazó adatbázis Global Cancer Observatory 

HABA Hidroxi-azofenilbenzoesav 4-Hydroxyazobenzene-2-Carboxylic 
Acid 

HAS Nemzeti Egészségügyi Hatóság 
(francia) 

French National Authority for 
Health 

HCD Magas energiájú kollíziós szétesés Higher-energy Collisional 
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Dissociation 
HRNR Hornerin Hornerin 
HRP Tormaperoxidáz Horseradish Peroxidase 

HSP90AB1 Hősokkfehérje 90 alfa család B 
osztály 1 

Heat Shock Protein 90 Alpha 
Family Class B Member 1 

HSPA8 Hősökkfehérje 70 család A osztály 1 Heat Shock Protein Family A 
(Hsp70) Member 8 

IARC Nemzetközi Rákkutató Ügynökség  International Agency for Research 
on Cancer 

ICD Betegségek nemzetközi osztályozása International Classification of 
Diseases 

IP Immunoprecipitáció Immunoprecipitation 

KEAP1 Kelch-szerű ECH-társított fehérje 1 Kelch Like ECH Associated Protein 
1 

KIF5B Kinezin család 5B tagja Kinesin Family Member 5B 
KSH Központi Statisztikai Hivatalon Hungarian Central Statistical Office  
LC Tüdőrák Lung Cancer 

LC-MS Folyadékkromatográfia - 
tömegspektrométer 

Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry 

LDCT Alacsony sugárdózisú CT  Low-Dose Computed Tomography 

LDLRA Alacsony denzitású lipoprotein 
receptor A 

Low-Density Lipoprotein Receptor 
A 

LLP Liverpool tüdőrák project Liverpool Lung Cancer Project 

LRG1 Leucingazdag alfa-2-glikoprotein 1  Leucine-Rich Alpha-2-Glycoprotein 
1 

LUSI Német tüdárákszűrő program Lung Cancer Screening Intervention 
mAb Monoklonális antitest Monoclonal Antibody 

MAC Terminális komplex (Membrán 
támadó komplex) Membrane Attack Complex 

MACPF Membrán támadó komplex/perforin Membrane Attack Complex/Perforin 

MASP Mannóz kötő lektin asszociált szerin 
proteáz 

Mannan-Binding Lectin Serine 
Protease 

MS Tömegspektrometria Mass Spectrometry 

NEAK Nemzeti Egészségbiztosítási 
Alapkezelő  

National Health Insurance Fund of 
Hungary 

NHIF Országos Kórházbiztosítási Alap  National Health Insurance Fund 

NLST Nemzeti Tüdőrák Szűrőprogram 
(amerikai) National Lung Screening Trial 

NSCLC Nem-kissejtes tüdőrák  Non-Small Cell Lung Cancer 
NSE Neuronspecifikus enoláz Neuron-Specific Enolase 
OD Optikai denzitás Optical Density 
PBS Foszfáttal pufferolt sóoldat Phosphate-Buffered Saline 
PEP Fehérje epitóp profilírozás  Protein Epitope Profiling 
PIK3 Foszfatidilinozitol-3-kináz Phosphoinositide 3-Kinase 
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PKC Protein kináz C Protein Kinase C 
PLCg Foszfolipáz C gamma Phospholipase C Gamma 
ProGRP Progasztrin-felszabadító peptid Progastrin-releasing peptide 
RLU Relatív fényegység Relative light unit 
RLUmax Maximális relatív fényegység Maximum relative light units 

ROC Vevő működési karakterisztika 
görbe 

Receiver Operating Characteristic 
curve 

ROS1 ROS Protooncogén 1 ROS Proto-Oncogene 1 

RP-HPLC  Reverz fázisú folydékkromatográfia Reverse-Phase High-Performance 
Liquid Chromatography 

RPM Percenkénti fordulatszám Revolutions Per Minute 

sbCIA Kötődés-gátlási esszé Single-binder capture inhibition 
assay 

SCC Laphámsejtrák antigén Squamous Cell Carcinoma 
SCLC Kissejtes tüdőrák  Small Cell Lung Cancer 
SDC4 Szindekán 4 Syndecan 4 

SLC34A2 Oldottanyag-hordozó család 34 2-es 
tagja Solute Carrier Family 34 Member 2 

SMARCA4 

SWI/SNF-hez kapcsolódó, 
mátrixhoz kötődő, aktinfüggő 
kromatin szabályozó, A alcsalád, 4-
es tag 

SWI/SNF related, matrix associated, 
actin dependent regulator of 
chromatin, subfamily a, member 4 

SNP Egypontos nukleotid polimorfizmus Single Nucleotide Polymorphism 

SOLACE A tüdőrákszűrés megerősítése 
Európában 

Strengthening the Screening of 
Lung Cancer in Europe 

SRC Szelektív katalitikus redukciós 
rendszer 

Selective Catalytic Reduction 
system 

STK11 Szerin/Treonin kináz 11 Serine/Threonine Kinase 11 
TEMED Tetrametil-etilén-diamin Tetramethylethylenediamine 
THC  Tetrahidrokannabinol Tetrahydrocannabinol 
TMB Tetrametil-benzidin Tetramethylbenzidine 

TNM Tumor, nyirokcsomó, metasztázis 
(daganatok stádium beosztása) 

Tumor Node Metastasis (Cancer 
Staging System) 

TP53 Tumor protein p53 Tumor Protein P53 

TRIM33 Háromrészes motívumot tartalmazó 
33 Tripartite Motif Containing 33 

TSP1 Thrombospondin-1  Thrombospondin 1 
UKLS Angol tüdőrákszürő program UK Lung Cancer Screening 

VEGFR Vaszkuláris endoteliális növekedési 
fakor receptor 

Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 

WHO Egészségügyi Világszervezet  World Health Organization 
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1. Bevezetés 
 

A tüdőrák a legnagyobb mortalitású rákos megbetegedés, melyben évente több millióan 

halnak meg világszerte. Az ötéves túlélési arány 10-20% között mozog. A statisztikák szerint, 

európai viszonylatban Magyarországon volt a legmagasabb a tüdőrákban elhunytak aránya 

2019-ben. 

A betegek túlélését befolyásolja a betegség lehető legkorábbi stádiumú diagnosztizálása. 

Több, nagy nemzetközi szűrőprogram eredményeire alapozva, jelenleg a korai stádiumok 

kiszűrésére az alacsony dózisú CT (LDCT) képalkotás az ajánlott módszer. Bár több korai 

stádiumú tüdőrákos beteget szűrtek ki a programokban, az álpozitív eredmények száma 

minden vizsgálatban magas volt. Számos módszerrel próbálják csökkenteni ezt a magas 

arányt, például más képalkotó módszerekkel (mágneses rezonancia képalkotás), 

rizikófaktorokra épített algoritmusokkal, mesterséges intelligenciával, vagy biomarkerekkel.  

A biotechnológia fejlődésével egyre szofisztikáltabb módszerek állnak rendelkezésünkre a 

biomarkerek fejlesztésére és validálására. Ma már nem csak mennyiségi, hanem minőségi 

jellemzőit is mérhetjük egy-egy biomarkernek.  

Fehérjék szubprotein szinten vizsgálható epitópjai, és az epitópokon keresztül elkülöníthető 

proteoformák nagyságrendekkel növelhetik az egy génről keletkező proteoformák számát. 

Ennek oka, hogy a genomszekvencia alapján feltételezett fehérjeszám nem 20 000 körüli, 

hanem a variabilitás miatt, ennél jóval több. A fehérjék variációja hatással lehet a szerkezetre, 

ezáltal az epitópok struktúrájára és hozzáférhetőségére is.  

Munkacsoportunk által létrehozott PlasmaScan és QuantiPlasma monoklonális könyvtárak 

használatával lehetőség nyílik egy fehérje több epitópjának a vizsgálatra, így a lehetséges 

proteoformák detektálására. A különböző proteoformák asszociálhatnak különböző patológiás 

állapotokkal, így biomarker funkciót adva a proteoformát detektáló epitópnak.  

Dolgozatom irodalmi áttekintő részében megvizsgálom a tüdőrák epidemiológiáját, formáit és 

kialakulásának lehetséges okait, az eddig elvégzett szűrővizsgálatok eredményeit. A 

nemzetközi LDCT szűrővizsgálatok eredményei azt mutatják, hogy a jobb eredmények 

érdekében szükséges lenne a CT alapú szűrést más módszerekkel is kiegészíteni a jobb 

eredmények érdekében. Ilyen kiegészítő módszer lehet a biomarker vizsgálat, melynek új 

irányvonala a fehérje epitóp profilírozás.   
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Munkám során a komplement C9 fehérje három epitópját vizsgáltam monoklonális 

antitestekkel kontroll és tüdőrákos mintákban. Eredményeinkkel szeretnénk hozzájárulni új, 

epitóp alapú C9 biomarkerekhez, melyek sikeres kiegészítői lehetnek a jelenlegi tüdőrák 

szűrési programoknak.          
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2. Irodalmi áttekintés 
 

2.1. A tüdőrák epidemiológiája világviszonylatban 
 

Isaac Adler 1912-ben írta meg az első angol nyelvű, teljes egészében a tüdőrákról szóló 

monográfiáját, melyben 374 esttanulmányt gyűjtött össze [1]. Habár ez a betegszám 

magasnak tűnik, valójában alacsonynak számít, figyelembe véve, hogy Adler 1912-ig 

összesen ennyit talált az addig megjelent szakirodalomban, amely a tüdőrákot igen ritka 

betegségnek tekintette. Adler volt az első, aki tanulmányában összefüggést fedezett fel a 

dohányzás és a tüdőrák között.      

Manapság a betegségek között a rákos megbetegedések jelentik világszerte a legnagyobb 

klinikai, társadalmi és gazdasági terhet. A tüdőrák a világon, a második leggyakrabban 

diagnosztizált és a legnagyobb mortalitáshoz vezető ráktípus mind a két nemet figyelembe 

véve (1. ábra). A várható átlagos ötéves túlélés körülbelül 10-20% közötti, azok között, akiket 

2010-2014 között diagnosztizáltak tüdőrákkal. Ez a mutató Japánban (33%), Izraelben (27%) 

és Koreában (25%) magasabb az átlagnál [2]. 

  

 
   

1. ábra: Az új diagnosztizált esetek és elhalálozások aránya a rákos megbetegedések között 

világviszonylatban [2] (Saját szerkesztés). 
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2019-ben a halálozások 55%-át 10 fő okra tudták visszavezetni. Ez a 10 fő ok világszerte 55,4 

millió ember halálát okozta. A 10 fő ok közül 7 krónikus betegség volt, melyek az összes 

haláleset 74%-áért volt felelős. Ezen okok közé tartozik hatodik vezető okként - egyetlen 

ráktípusként - a hörgő és tüdő rosszindulatú daganatos elváltozásai (ICD-10:C34). Ez a rákos 

megbetegedés 2000-ben 1,2 millió, 2019-ben már 1,8 millió emberéletet követelt [3].  

A bruttó hazai termék (GDP) alapján négy osztályba sorolják az országokat: alacsony, 

közepes, közepesen magas és magas jövedelmű országok.  Az alacsony és közepes alacsony 

jövedelmű országokban nem szerepel az első tízben, viszont a közepesen magas (pl.: 

Magyarország) és magas jövedelmű országokban negyedik helyen áll a vezető halálok között 

a tüdőrák a WHO 2020-as adatai szerint [3].  

 

2.2. A tüdőrák epidemiológiája Magyarországon 
 

Európai viszonylatban, Magyarországon volt a legmagasabb a rákos megbetegedésekben 

elhunytak aránya (320,87 / 100 000 lakos) 2020-ban. Az Európai Uniós átlag arány 242,24 / 

100 000 lakos volt ugyanebben az évben [4]. A tüdőrákban elhunytak aránya a legmagasabb 

volt 2019-ben Magyarországon az európai országok között (84,4 / 100 000 lakos) [5].  

Egy 2018-ben megjelent összefoglaló közleményben, melyben 40 európai országban a 25 

leggyakoribb ráktípust vizsgálták, Magyarországon volt a legmagasabb a tüdőrák incidenciája 

(férfiaknál 111,6, nőknél 58,7 100 000 lakosra vonatkoztatva), és tüdőrák elhalálozási arány 

(férfiaknál 97,1, nőknél 44,3 100 000 lakosra vonatkoztatva) [6]. 

Egy 2019-ben megjelent magyar tanulmányban a Nemzeti Egészségbiztosítási Alapkezelő 

(NEAK) adatait használva a 2011-es és 2016-os időszakra számolva a tüdőrákban elhunytak 

aránya ennél jóval kevesebb volt [7]. A tanulmányba azok a betegek kerültek be, akiknél 

2011. január 1. és 2016. december 31. között újonnan diagnosztizáltak tüdőrákot; kétszer 

megjelentek vizsgálatra 30 napon túl, de egy éven belül; a diagnózis felállításakor elmúltak 20 

évesek; ha a beteg elhunyt a diagnózis felállítása után 60 nappal. A tanulmányból kizáró ok 

volt, ha a diagnózis felállítása utána 6 hónapon belül vagy 12 hónap után a tüdőrákon kívül 

más rákos megbetegedést is diagnosztizáltak; ha a beteg 6 hónapon belül vagy 12 hónap után 

a tüdőrák kezelésen kívül más rákterápiát is kapott. Ezeket a kritériumokat figyelembe véve 

2011-ben 7158, míg 2016-ban 6996 új beteget regisztráltak az Országos Kórházbiztosítási 

Alap (NHIF) adatbázisba. A magyar tanulmány következtetései a következők voltak: ugyan a 
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kor szerint standardizált előfordulási arány magas az országban, de alacsonyabb, mint ahogy 

azt a Ferlay [6] tanulmányban mutatták mind a két nemnél; a kor szerint standardizált 

előfordulási arány a férfiaknál csökkenő, míg a nőknél emelkedő tendenciát mutat. A Ferlay 

tanulmányból számolt eredményekhez statisztikai modellekkel számolták ki a becsült 

előfordulási és halálozási arányokat a nemzeti rákregiszterekben publikált adatokból, ha azok 

elérhetőek voltak; ha pedig nem akkor megbecsülték az adatokat [6]. Mivel Magyarország 

nem jelentett nemzeti előfordulási adatokat a Ferlay tanulmány által vizsgált időszakban, így 

azt csak megbecsülték az Egészségügyi világszervezet (WHO) adatait felhasználva a 

környező országok előfordulási és halálozási arányaiból. Ezen kívül, csak a halálozási adatok 

voltak elérhetőek a Központi Statisztikai Hivatalon (KSH) keresztül a magyarországi 

adatokból, melyek posztmortem vizsgálatokból származtak. Magyarországon nagyon magas a 

kórházi elhalálozás utáni boncolások száma [8]. A klinikai eredményekhez képest magasabb 

rákos előfordulási arányt lehet kimutatni a boncolás során [9]. A két tanulmány közötti 

különbség magyarázható az adatok gyűjtési módjának eltéréseivel és a kórházban történt 

elhalálozás utáni boncolások magas arányával.  

Magyarországon, a vizsgált 2011-2016 között időszakban, magas a tüdőrákban elhunytak 

aránya (férfiaknál: 72,8; nőknél: 28,2 / 100 000 lakos) [7], de feltehetően nem olyan magas, 

mint ahogy a nemzetközi statisztikák mutatták (férfiaknál: 96,4, nőknél: 37,7 / 100 000 lakos) 

[6]. 

 

2.3.  A tüdőrák szövettani osztályozása 
 

Az Egészségügyi Világszervezet (WHO) jelenleg érvényben lévő irányelvei alapján tüdőrák 

két nagy szövettani csoportba sorolható: a nem-kissejtes tüdőrák (NSCLC) 85%-ban, a 

kissejtes tüdőrák (SCLC) 15%-ban fordul elő [10]. AZ NSCLC morfológiai jegyei alapján 

tovább osztható nagyobb alcsoportokra: az adenokarcinómára, a laphámkarcinómára, 

nagysejtes karcinómára és egyéb típusú karcinómákra [11].  

A betegség lefolyása és időtartama is egyénenként eltérhet, de jellemzően hosszú a kialakulás 

folyamata. Az NSCLC növekedése a nagyon gyors és a nagyon lassú növekedést is mutathat, 

sőt, akár a visszafejlődés is tapasztalható. Az adenokarcinóma növekedése lényegesen 

lassabb, mint a laphámsejtes karcinómáé. Egyes adenokarcinómák akár olyan térfogat-

duplázódási időt is mutathatnak, amelyek kívül esnek a jelenleg elfogadott tartományon. A 
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rosszul differenciált daganatok általában gyorsabban növekedtek, mint a jól differenciált 

daganatok [12]. A korai stádiumban gyors tumor növekedése, a II. és III. stádiumban 

növekedése lassul vagy stagnál, majd a IV. stádiumban ismét felgyorsul. Mire a fizikai 

tünetek kialakulnak, addigra már számos mutáció következik be magában a tumoros sejtekben 

és a tumor mikrokörnyezete is jelentősen megváltozik [13].  

Jelenleg a TNM atlasz [14] által javasolt stádium besorolás alapján döntenek a tumorok 

besorolásáról, és a javasolt nemzetközi irányelvek helyi protokollokba való beépítése alapján, 

azok kezeléséről. 

A tumorok komplex betegségek, kialakulásához egyaránt hozzájárulhatnak genetikai és 

környezeti tényezők is. A megfelelő kezelés kiválasztásához, de már a stádium besoroláshoz 

és szűréshez is fontos megértenünk a tüdőrák kialakulásának biológiáját.  

 

2.4.  A tüdőrák okai 
 

2.4.1. Genetikai okok 
 

Tumoros elváltozáshoz vezet a szomatikus sejtek DNS-ében bekövetkezett mutációk 

felhalmozódása. Nem minden elváltozás jelenik meg az összes tumoros sejtben. Jellemzően 

egy vagy annál több vezető mutáció, melyek a tumoros sejt túlélését segítik elő, található egy 

tumoros sejtben, de számuk típusonként 1 és 10 között változhat [15]. Az örökletes mutációk 

mellett (TP53, EGFR), szerzett mutációk (TP53, KRAS) is rizikó faktornak számít [16].  

 

2.4.1.1. Örökletes genetikai tényezők 
 

Örökletes genetikai tényezők befolyásolhatják egy-egy ráktípus előfordulását, ha az elsőfokú 

rokonok között már kettő vagy több eset is előfordult.  

Több tanulmány is foglalkozik a tüdőrák családi halmozódásával. Az 125 000 egyént magába 

foglaló tanulmányban, akiket az 1952 és 1992 között utahi rákregiszter adatai alapján szűrtek 

ki, arra a megállapításra jutottak, hogy szignifikánsan magasabb volt a tüdőrák családi 

kockázata. A tanulmányban szignifikáns családi halmozódást állapítottak meg nem csak 

tüdőrákra, de más, dohányzással összefüggő ráktípusokra is, mint például a gége-, száj- és 



14 
 

méhnyak rák [17]. Egy 2756 egyént magába foglaló izlandi tanulmányban, arra a 

megállapításra jutottak, hogy az elsőfokú rokonok között nagyobb volt a tüdőrák 

kialakulásának kockázata, mint másod- és harmadfokú rokonok között [18].  

Egy másik genetikai tanulmányban kimutatták, hogy a tüdőrák előfordulásához családon belül 

egy ritka autoszómális gén is szerepet játszhat, mely Mendeli kodomináns öröklődését mutat 

[19].   

Ezek a tanulmányok megerősítik, hogy a tüdőráknak genetikai öröklődése is valószínű.  

 

 

2.4.1.2. De novo mutációk 

A feltételezett családi halmozódáson túl az újonnan keletkező mutáció száma is jelentős lehet 

a tüdőrák szempontjából. A mutációk kialakulásában jelentős szerepet játszanak olyan 

környezeti tényezők, mint a légszennyezettség [20], vagy a dohányzás [21]. 

A medeli öröklésmenetet mutató „egy” génben történt mutációk a tüdőrák okai között nagyon 

ritkán fordulnak elő. Ugyanakkor, több vizsgálat utal arra, hogy komplex, multigénes 

tényezők szerepet játszanak a betegség kialakulásában. Fontos megemlíteni a nikotinos 

acetilkolin-receptort, mivel két jelentős vizsgálat is kimutatta, hogy a 15p25-24-es régióban, a 

nikotinos acetilkolin-receptor alegységeket kódoló (CHRNA5, CHRNA3 és CHRNB4) gének 

közelében, egy tüdőrák érzékenyítő lókusz található [22, 23]. 

 

A leggyakoribb szomatikus mutációk közé tartoznak a tüdőrákban:  

Onkogének: 

- a receptor tirozin kinázok: fontos szerepük van a sejt-környezet közötti 

kommunikációban, a metabolizmus és a sejtproliferáció szabályozásában.  Az EGFR (más 

néven HER2) homo- és heterodimer formákat hoz létre. A két forma más-más jelátviteli 

útvonalakt befolyásol. Homodimer formában a PLCg-DAG-PKC vagy a Ras-GTP-Raf-Erk 

útvonalon, heterodimer formában (más HER receptorral párt alkotva) PIK3-Akt útvonalon 

fejti ki hatását [24].  

- a génátrendeződés következményei: ALK – az EML4-AKL fúziós gének exonjaik 

átrendeződésével (leggyakoribb EML4 13-as exonja ALK 20 exonjához) [25]. ROS1 – 
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ROS1-SDC4/FIG/SLC34A2/CD74 fúziós gén [26]. RET – TRIM33/ KIF5B/ CCDC6 fúziós 

gén [27].  

- a génamplifikáció: MET, FGFR1. A MET amplifikációja rossz prognózist feltételez 

[28]. A FGFR1 a laphámkarcinómákra jellemző [29]. 

- Egyéb tirozin kinázok a jelátviteli folyamatok közben: KRAS mutációk a betegek 

15-25%-ben mutatható ki [30], BRAF [31] típusú mutációkban gyakori a V600E és a D594G 

aminosav csere. 

Tumor szupresszor gének:  

- TP53: a leggyakrabban mutálódó gén a különböző ráktípusokban, így a tüdőrákban is 

[32]. 

- STK11: az adenokarciómák 10%-ban mutatható ki, gyakoribb a dohányzók között 

[33].  

- CDKN2A: az egyik leggyakoribb funkcióját elvesztő gén a tumoros elváltozásokban, 

ezek közül is a tüdőrákban fordul elő legtöbbször [34].  

- KEAP1: a tüdőrákok 20-30%-ban fordul elő [35].  

- SMARCA4: a nem-kissejtes tüdőrákban 10%-ban fordul elő [36]. 

 

Leggyakoribb vezető mutációk szövettani csoportosítás szerint [37]: 

Adenokarcinóma: EGFR (érzékeny mutáció, rezisztens mutáció), KRAS (mutáció), ALK 

(ALK fúzió), c-met (overexpresszió, mutáció), AKT/PI3K (amplifikáció, mutáció), PTEN 

(deléció/metiláció), ROS-1 (génátrendeződés), BRAF. 

Laphámkarcinóma: c-met (overexpresszió, mutáció), VEGFR (overexpresszió), P53/BCL 

(Bcl-2 overexpresszió). 

Nagysejtes: c-met (mutáció). 

Kissejtes: c-met (overexpresszió, mutáció). 

Egy TNM alapján azonos csoportba sorolt tüdőrákon belül sokféle vezető mutáció lehetséges, 

sokféle kombinációban. Ezek a vezető mutációk eltérő jelátviteli útvonalon keresztül (JAK-

STAT3, RAS/MEK/ERK, PI3K/AKT) befolyásolhatják a tumor túlélését, növekedését és 

migrációját. 
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Ezért nem meglepő, hogy az azonos besorolású altípusok nem feltétlenül reagálnak 

egyformán a kemoterápiákra. Az eddigi csoportosítás alapján történő rendszerezésük ezért 

megkérdőjelezhető.  

A technológia fejlődésével egyre jobban elérhetővé válnak olyan eszközök, melyek elősegítik 

a molekuláris klasszifikációt és így a személyre szabott orvoslást is.  

A kezelések szempontjából a tumor genetikai meghatározásán kívül fontos, hogy mindez a 

kezelés kezdetéhez képest a lehető leghamarabb történjen meg, mivel a tumorok gyors 

genetikai mutációra képesek.  

A molekuláris biotechnológia új korszakot hoz a NSCLC precíziós terápiájában. A jelátviteli 

útvonalak és vezető gének feltérképezésével a gyógyszerek egyre változatosabbá válnak, 

ezzel lehetőséget teremtve a hatékonyabb kezelésre [38]. 

 

2.4.2. Környezeti faktorok 
 

A tüdőrák kialakulását befolyásoló környezeti faktorok lehetnek fizikai faktorok (ionizáló 

sugárzások, légköri szállópor), kémiai faktorok (pl. azbeszt, dioxinok, fémek), és egyéb ipari 

vagy háztartási szennyező anyagok, valamint az aktív és passzív dohányzás [39]. 

 

2.4.2.1. Fizikai faktorok 
 

A természetes háttérsugárzás számos forrásból származhat. Eredhet a talajból, a vízből, a 

levegőből. A levegőben természetesen előforduló radon az egyik fő forrása a természetes 

háttérsugárzásnak. A természetes háttérsugárzás önmagában alacsony rizikót jelent a 

tüdőrákra, viszont a különböző foglalkozási körökben (pl. bányászok) emelkedett radon 

kitettség és a tüdőrák között összefüggést találtak [40].   

A radon a legfőbb oka a nem dohányzók körében a tüdőrák kialakulásának az Amerikai 

Környezetvédelmi Hivatal (EPA) becslése szerint [41].  

A szállóport kémiai összetételtől függetlenül nagyság szerint csoportosítják, és a 

koncentrációjuktól függően minősítik egészségügyi szempontból. Az egészségre veszélyes 

nagyságúak a 10 (por, pollen, penész) és 2,5 mikron (égéstermékek, szerves anyagok, fémek) 
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méretű részecskék. Ha a 10 mikron méretű részecskék koncentrációja két egymást követő 

napon meghaladja a határértéket (100µg/m3), az önkormányzatok kötelesek szmogriadót 

elrendelni. A 10 mikronnál kisebb részecskék a felső légutakat irritálják. A 2,5 mikron méretű 

részecskék méretükből adódóan akár a tüdőig is eljuthatnak, irritálják a szemet, köhögést 

okozhatnak [42].  

Összefüggést találtak a sokáig emelkedett 2,5 mikron nagyságú részecske tartalmú levegőben 

élők és a tüdőrákos megbetegedések mortalitása között (valamint a szívkoszorúér-betegség, a 

sztrók, a COPD között is) [43].  

A dízelautók kipufogógázát Nemzetközi Rákkutató Ügynökség (IARC) 1992-ben 

karcinogénnek minősítette [44]. A dízeles autók kipufogógázában korom és különböző gázok 

elegye található. Szigorú szabályozások vannak napjainkban a dízeles autókban keletkező 

kipufogógázok utókezelésére. Ilyen szabályozó rendszerek: a nyomásszabályozó rendszer, a 

folyamatszenzorok, a részecskeszűrővel ellátott katalizátor, SCR-rendszer, és az EGR szelep 

is. Mindezen szabályozók ellenére több európai nagyvárosban a közeljövőben ki fogják tiltani 

az ilyen motorral rendelkező autókat.   

 

2.4.2.2.  Kémiai faktorok 
 

Számos publikáció alátámasztotta már a peszticidekben megtalálható klóramfenikol, dioxin és 

a fenoxisav származékok tüdőre gyakorolt karcinogén hatását [45]. 

A természetben megtalálható azbeszt (magnézium-szilikát) jó hőszigetelő, ellenálló és olcsó. 

A belőlük készült termékeket főleg hőszigetelésre használták. Az aszbesztből készült 

termékek elöregedésével viszont a belőlük porladó azbeszt a levegőbe, majd onnan a tüdőbe 

kerülhet. Karcinogén hatású anyag nem csak tüdőrákot, de hashártya-daganatot [46] és 

mezotelómát is okozhat [47].  

A 2018-as GLOBOCAN felmérés szerint az összes rákos megbetegedés 11,6%-át a tüdőrák 

tette ki. Ennek 80%-át a dohányzás következményének tulajdonították [48]. 

A marihuána a leggyakrabban fogyasztott tudatmódosító szerek közé tartozik. Néhány európai 

országban és amerikai államban legálisan fogyasztható. Fogyasztása közben hasonló anyagok 

is felszabadulnak, mint dohányzás közben. Éppen emiatt vizsgálták a marihuána fogyasztása 

és a tüdőrák kialakulásának rizikóját. A vizsgálat során összefüggést találtak, amelyben a 
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THC hatására malignus sejtproliferáció indult meg sejttenyészetben [49], egér modellben 

pedig tumor növekedését okozta [50]. Átfogó tanulmányban vizsgálták emberekre gyakorolt 

hatását, melyben megállapították, hogy az eddigi eredmények alapján, nincs egyértelmű 

összefüggés a tüdőrák kialakulása és a marihuána fogyasztása között [51]. 

 

2.4.3. Dohányzás 
 

A dohányárukban lévő nikotin önmagában nem karcinogén, de a cigaretta szívása közben 

keletkező körülbelül 55 egyéb vegyületet az Egészségügyi Világszervezet Nemzetközi 

Rákkutató Ügynöksége viszont annak nyilvánította [52]. 

A dohányzás a tüdőrák legnagyobb rizikófaktora. A rizikó növekszik az elszívott szálakkal és 

a dohányzással töltött évekkel [53]. Bár ez az összefüggés régóta ismert [54], a dohányzás 

mértéke mégis csak kismértékben csökkent. Szimulációs modellekkel felmérték, hogy 2015 

és 2065 között az Egyesült Államokban a tüdőrák mortalitási arányát 79%-kal lehetne 

csökkente a dohányzás visszaszorításával [55]. A WHO adatai alapján 2020-ban a világ 

lakosságának 22,3%-a dohányzott: a férfiak 36,7%-a, a nők 7,8%-a. Megközelítőleg 38 millió 

kiskorú 13-15 év) dohányzik jelenleg. Európában jelenleg a nők 30%-a dohányzik, ez a 

felmérésben résztvevő régiók között a legmagasabb [56]. A dohányzás következtében olyan 

egyéb súlyos megbetegedések is kialakulhatnak, mint a szív- és érrendszeri megbetegedések 

vagy a COPD. 

A COPD 238 millió embert érintett [57], és 2010-ben a harmadik leggyakoribb halálok volt 

világszerte [58]. A betegségre jellemző a légutak funkciócsökkenése és a tüdő gyulladásos 

állapota. Mivel ezt a betegséget is a dohányzás okozhatja, sokan a tüdőrák előszobájának 

tartják, bár tudományosan csak az bizonyítható, hogy a tüdőrák ötször gyakrabban fordul elő 

olyanok esetében, akiknek egyéb légúti problémáik vannak [59].  

A tüdőrák azoknál az egyéneknél is jelentős számban fordul elő, akik soha nem dohányoztak. 

Olyan emberek sorolhatók ebbe a kategóriába, akik életük során nem szívtak el 100 szál 

cigarettát. Olyan faktorok játszanak főbb szerepet, mint a légszennyezés, passzív dohányzás, 

munkahelyi kitettség vagy genetikai elváltozások. Egy francia tanulmányban tüdőrákos 

megbetegedések, az otthoni és munkahelyi passzív dohányzás miatt, a férfiaknál 17,15%-ánál, 

míg a nőknél 68,75%-ánál alakult ki [60]. A légszennyezésnek köszönhető halálozások miatt 

már több pert is indítottak világszerte [61]. 
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A dohányzás súlyos népegészségügyi probléma. A következtében kialakuló betegségek 

megelőzésében a társadalmi szintű edukáció lenne a legfontosabb.  

A rendszeres szűrővizsgálatokkal kiemelhetőek a még korai stádiumú, vagy tünetmentes 

betegek.  

 

2.5. Szűrés 

A rákos megbetegedések korai stádiumban való diagnosztizálása évekkel hosszabbíthatja meg 

egy-egy beteg életét. Az 5 éves túlélési arány nem-kissejtes tüdőrák esetében lokális fázisban 

65%, míg távoli metasztázist képző fázisban 9%. Az 5 éves túlélési arány kissejtes tüdőrák 

esetében lokáis fázisban 30%, míg távoli metasztázist képző fázisban 3% [62].  

A tüdőrák kezelése szempontjából nagyon fontos a betegség felfedezésének időpontja. A 

betegség korai stádiumában (I., II., IIIA) a betegség még műtéti és kemo-radio, illetve 

immunterápiával kezelhető. A késői (IIIB, IV) szakaszban leginkább a daganatot kisebbítő, és 

a metasztázisokat akadályozó kezeléseket végeznek. Ilyenkor már a tünetenyhítés áll a 

középpontban.  

Mivel panaszok csak későn jelentkeznek, de a korai stádiumú tüdőrák kezelési eredményei 

lényegesen jobbak, mint a későié, ezért a tünetmentes egyénekben a tüdőrák korai felismerése 

érdekében végzett tevékenység, szűrés kritikus jelentőségű a betegség mortalitásának 

csökkentésében. 

 

2.5.1. Szűrésre alkalmazható módszerek 

A mellkasröntgennel végzett szűrés, bár alacsony extra sugárterhelést jelent a szűrésen 

résztvevők számára, nem a leghatékonyabb módja a nem kalcifikálódott szöveti részek 

vizsgálatára, használatával nem sikerült a tüdőrák-specifikus mortalitás lényeges csökkenését 

elérni [63].  

A nemzetközi evidenciák szerint, jelenleg a tüdőrák korai stádiumban való kiszűrésére 

ajánlott módszer az alacsony sugárdózisú CT (LDCT) vizsgálat [64], bár az LDCT 1,5 (0,2 – 

2,36) mSv sugárterhelést jelent a vizsgáltak számára (készülék beállítástól és típustól 

függően) [65], és a 3-4 mm-től nagyobb nodulosokat képes detektálni.  
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2.5.2. Nemzetközi LDCT szűrőprogramok 

Az amerikai Nemzeti Tüdőrák Szűrőprogram (NLST) keretében, 2002 és 2004 között, 

vizsgálták a mellkasröntgennel és az LDCT-vel történő szűrés hatékonyságát. A programban 

54 454 főt vontak be, akik közül 26 732 főt röntgennel, 26 722 főt pedig LDCT-vel vizsgáltak 

meg. A programban a pozitív eredmények közül az LDCT esetében 96,4%-ban, míg a 

mellkasröntgen esetében 94,5%-ban bizonyultak álpozitívnak [66]. Az LDCT csoportban 649 

főnél, akik pozitív LDCT szűrési eredményt kaptak, más módszerekkel is (hörgőtükrözéssel, 

tűbiopsziával, egyéb módszerekkel) is igazolták a pozitív diagnózist. Az LDCT csoportban, a 

CT negatív eredményt kapott résztvevők között, 44 esetben diagnosztizáltak tüdőrák (LC) 

pozitív esetet. A mellkasröntgennel szűrt csoportban, akik pozitív eredményt kaptak, 279 

főnél igazolták a tüdőrák. A negatív eredményt kapott mellkasröntgennel szűrt csoportban 

137 főnél lett tüdőrák pozitív az eredmény. Az LDCT csoportban a valódi pozitív eredmények 

között többségében voltak a korai IA és IB stádiumban (61,6%) diagnosztizált tüdőrákos 

esetek. A vizsgálat eredményeként (2 év alatt) 20%-kal csökkent a mortalitás az LDCT-vel 

szűrtek körében a mellkasröntgennel szűrtekhez képest [66]. 

Ezzel szinte párhuzamosan Európában 2003-ban indult a holland NELSON program, melyben 

7557 résztvevőt szűrtek LDCT-vel (8265 fő kontroll mellett). A vizsgálat során a felfedezett 

nodulusokat térfogatuk alapján kategorizálták, majd a vizsgálat során a nodulusok 

térfogatnövekedését figyelték a következő szűrési körökben. A programban résztvevőket az 

első szűréstől számított első és második évben vizsgálták, majd később kiterjesztették a 

vizsgálatot a negyedik és hatodik évre is.  A NLST vizsgálat során kapott a magas álpozitív 

eredményeket szerették volna csökkenteni, így a kérdéses eseteket, ebben a vizsgálatban 3 

hónapos újabb CT szűrés követte. Ezzel a módszerrel sikerült 64,3%-ra csökkenteni az 

álpozitív eredményeket. A vizsgálat eredményeként a férfiaknál 24%-kal, a nőknél 33%-kal 

csökkent a mortalitás [67].  

Az olasz DANTE klinikai vizsgálat 2001 és 2006 közötti eredményeit 2009-ben publikálták. 

1276 főn végeztek LDCT szűrést (1196 fő kontroll mellett) négy éven keresztül minden 

évben. A további során 60 főnél (4,7%) találtak tüdőrákot az LDCT-vel szűrt csoportban, 34 

főnél (2,8%) a kontroll csoportban (akiknél csak éves általános orvosi szűrővizsgálatot 

végeztek). Az LDCT csoportban 33 (2,6%) főnél mutatták ki a korai (I.) stádiumú elváltozást, 

míg a kontroll csoportban 12 (1,0%) főnél. A késői (IV.) stádiumban a két vizsgálati módszer 

eredménye közel azonos volt. Az LDCT és a kontroll csoportban is 17 (1,3%) – 17 (1,4%) 
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beteget azonosítottak. A DANTE vizsgálatba csak 60 év fölötti dohányzó, vagy korábban erős 

dohányos férfiakat vontak be [68]. 

A szintén olasz ITALUNG tanulmányba, 2004 és 2006 között, 1406 fő LDCT szűrését 

végezték el (1593 fő kontroll mellett). Az előző tanulmánytól eltérően ebben a tanulmányban 

mindkét nemet vizsgálták 55 és 69 év között. A vizsgálat időtartalma szintén 4 év volt, 

évenkénti CT vizsgálattal. A kontroll csoport, a NELSON tanulmányhoz hasonlóan, nem 

kapott mellkasröntgen szűrést, csak általános vizsgálatban részesültek. A vizsgálati protokoll 

alapján a 1406 fős LDCT csoport 30,3%-a (426 fő) bizonyult LC pozitívnak, 21 esetben 

valóban diagnosztizáltak tüdőrákot, melyek 47,6%-a volt I. stádiumú [69]. 

A dán DLCST vizsgálat során, 2004 és 2006 között, 2052 fő LDCT szűrését végezték el 

(2052 fő kontroll mellett), melyben a nem, kor és dohányzási szokások egyformán oszlottak el 

a két csoportban. A vizsgálat felépítése a NELSON tanulmánnyal egyezett meg. Az első 

szűrés során 179 főnél feltételeztek LDCT-vel pozitivitást, melyből 162 esetben az eredmény 

álpozitív volt. Összesen 17 tüdőrákos esetet találtak, melynek 53% I. stádiumú volt [70]. 

Az angol UKLS vizsgálatba, 55 és 75 év közötti, a Liverpool Lung Cancer program (LLP) 

alapján, magas rizikócsoportba tartozó (5 éven belül 5% esély arra, hogy tüdőrák alakuljon ki) 

személyek közül válogatták ki, az LDCT és a kontroll csoportot. AZ LLP rizikó modellben 

figyelembe vették a nemet, a dohányzási szokásokat, a foglalkozási azbeszt kitettséget, az 

egyéb tumorok meglétét, a tüdőgyulladás meglétét és a tüdőrák előzetes előfordulást a 

vizsgált személy családjában. Az adatokból olyan multivariáns logisztikus regressziós modellt 

alkottak, mellyel személyre szabottan prediktálták a tüdőrák kialakulásának kockázatát [71]. 

Az UKLS tanulmány során, 2011 és 2013 között, 1994 főt vizsgáltak LDCT-vel (2027 fő 

kontroll mellett). A NELSON tanulmányhoz hasonlóan, felfedezett nodulosok térfogat 

növekedését követték. Három hónap után újabb LDCT vizsgálat következett, ha nodulus 

átmérője 5-9,9 mm közé esett. A többi olyan esetben, ahol ez a méret kisebb volt 1 éves 

LDCT szűrés következett. A vizsgálat során vizsgálták a különböző szövettani kategóriába 

sorolható tüdőrák típusok (NSCLC és SCLC) térfogat növekedésének idejét is. Főleg a 15-49 

mm3 nagyságú nodulusoknál, mert ezek a NESLON tanulmányban még negatív eredményű 

besorolást kaptak. Megállapították, hogy a kissejtes tüdőrák (SCLC) térfogat duplázódási 

ideje 3x gyorsabb volt, ezért az 1 éves LDCT követéssel már a nem gyógyítható fázisban 

detektálták a tumort. Az LLP modell és az LDCT kombinációjával próbálták így a többéves 

LDCT vizsgálatok számát lecsökkenteni egy évre [72]. A tanulmányban résztvevők közül az 
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LDCT csoportban, 42 esetben (2,1%) állapítottak meg tüdőrákot, melyből 28 esetben I. 

stádiumú volt [73]. 

A német LUSI tanulmányban is, a NELSON tanulmány mintájára, két csoportot alakítottak ki 

(LDCT csoport, 2029 fő, és kontroll csoport, 2023 fő). A csoportokban a nemek, a kor és a 

dohányzási szokások közel azonosak voltak. Az LDCT csoportot 5 éven át (2007-2012), 

évente szűrték LDCT-vel (ha nem kaptak kérdéses vagy pozitív eredményt vizsgálat során). 

Eredményeikben arról számoltak be, hogy ugyan csökkent a mortalitás az LDCT csoportban a 

nőknél, férfiaknál azonban nem. Összesen 13 esetben diagnosztizáltak a férfiaknál kissejtes 

tüdőrákot (8 esetben a kontroll csoportból, 5 esetben az LDCT csoportból), míg a nőknél 1 

esetben (a kontroll csoportból). Ez talán a férfiak körében gyakrabban előforduló kissejtes 

tüdőrák diagnózisával magyarázható, bár az esetszám ennek megítélésre ebben a 

tanulmányban kevés [74]. 

Számos további klinikai vizsgálat indult, melyek hosszú távú vizsgálati eredményei már 

elérhetőek és összehasonlíthatóak. Kilenc klinikai vizsgálat eredménye bizonyította, hogy az 

LDCT-vel való tüdőrák szűrés hosszútávon csökkentette a tüdőrák okozta halálozást (2. ábra). 

Mára számos országban indítottak nemzeti LDCT szűrőprogramokat világszerte. A pozitív 

eredmények ellenére továbbra is vannak olyan országok, ahol ezt a programot nem indították 

el. Franciaországban a Nemzeti Egészségügyi Hatóság (HAS) szerint a tüdőrák olyan gyorsan 

fejlődik, hogy nehéz korai stádiumban diagnosztizálni. További problémaként vetették fel a 

vizsgálat során leadott extra sugárterhelést és a sok álpozitív eredményt. Svájcban csak helyi 

programokat indítottak eddig, hogy felmérjék egy esetleges nemzeti szűrőprogram 

megvalósíthatóóságát [75].  
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2. ábra: Nemzetközi LDCT klinikai vizsgálatok tüdőrák mortalitás eredményeinek 

összehasonlítása [76]. A metaanalízisbe felhasznált vizsgálatok eredményeinek 

összátlaga az LDCT-vel való szűrések mortalitásra való pozitív hatását mutatja. 

 

Európai LDCT tüdőrák szűrőprogram indult 10 ország, köztük Magyarország, részvételével 

2023 áprilisában SOLACE néven. Céljuk a magas rizikócsoportba tartozó lakosok szűrése. 

Fókuszba helyezték azoknak a csoportoknak az elérését is, akiknek problémát jelente eljutni 

egy-egy szűrővizsgálatra [77].  

 

2.5.3. HUNCHEST program 

Az első nagyobb tüdőrák szűrőprogramok után elindultak a kisebb nemzeti szűrőprogramok 

is. Magyarországon a 2014-ben elindított HUNCHEST program keretében a lakossági szűrés 

kivitelezhetőségét mérik ingyenes CT vizsgálat során. A HUNCHEST I. (2014-2018) 

program keretében 739, 50 és 79 év közötti jelentkező szűrését végezték el az Országos 

Korányi Pulmonológiai Intézetben. 392 fő nem COPD-s, nem dohányzó került a 

kontrollcsoportba, 179 fő nem COPD-s, de dohányzó, 30 fő COPD-s, de nem dohányzó és 

138 fő dohányos és COPD-s vizsgálatát végezték el. A vizsgálatban résztvevők között 38 

főnél találtak malignus elváltozást. A pozitív eredményű betegek közül 26 esetben álpozitív 

eredményt mutatott a CT vizsgálat. 701 főnek pedig negatív volt az eredménye [78]. A 

HUNCHEST I. program eredményei a nemzetközi vizsgálatok eredményeit tükrözik.  
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A HUNCHEST-II az eddigi legnagyobb LDCT-szűrőprogram Magyarországon (2019. 

szeptember 9. és 2022. január 1. között). Az Országos Korányi Pulmonológiai Intézet 

koordinálásával, az országban 18 helyszínen végeztek szűrést (10 klinikai központban és 8 

megyei központban). Összesen 4215 fős, 50 és 75 év közötti, legalább 25 csomagévnyi 

dohányzási előzményekkel rendelkező magas kockázatú egyént választottak ki szűrésre. Az 

eredményeket a térfogat növekedése és térfogat-duplázódási ideje alapján értékelték. A 

vizsgálatba bevontak a kiindulási LDCT vizsgálat után még két évig egy-egy szűrésen vettek 

részt. A negatív és a nem egyértelmű tesztek aránya az alapvizsgálatnál 74,2%, illetve 21,7% 

volt, míg a pozitív LDCT-eredmények előfordulása 4,1% volt. Összességében 76 tüdőrákos 

beteget diagnosztizáltak a szűrési körök során (a résztvevők 1,8%-a), közülük 62 beteget 

(1,5%) már az első szűrési körben azonosítottak. A pozitív tesztek általános pozitív prediktív 

értéke 58% volt. A szűréssel felfedezett rosszindulatú daganatok többsége I. stádiumú tüdőrák 

volt (60,7%), és az összes eset közül csak 16,4%-ot lehetett IV. stádiumú betegségként 

besorolni [79]. 

 

2.5.4. Törekvések a magas álpozitív eredmények csökkentésére 

Az LDCT szűrések során magas álpozitív eredmények számát csökkenteni kell. Egyrészt a 

vizsgálatban résztvevők a pozitív eredmény miatti félelmének csökkentésére, másrészt a CT 

vizsgálatok költséghatékonyabbá tétele miatt. A rizikócsoportok meghatározhatók a 

különböző rizikófaktorok figyelembevételével [80]. Ezzel szűkítve a szűrésre irányítandók 

számát. Az egyre modernebb CT berendezések mellett, már a mesterséges intelligencia is 

segítségünkre lehet egy-egy lelet elemzésében [81]. 

Próbálkozások vannak más képalkotó eljárások (például az MR) tüdőrák szűrésre való 

használhatóságára. Egy metaanalízis 10 olyan vizsgálatot dolgozott fel, melyekben MR-rel 

vizsgálták a nodulosokat (LDCT referencia mellett). Az analízis során azt találták, hogy az 

MR vizsgálat érzékenysége – a 8-10 mm-es nodulosok tartományában – megközelítette az 

LDCT érzékenységét [82].   

A képalkotó módszerek mellett, rendelkezésünkre állnak olyan folyadékbiopsziás tesztek, 

melyek kiegészítői lehetnek az LDCT vizsgálatoknak. Ez a minimálisan invazív mintavételi 

eljárás lehetővé teszi a rendszeres követést, nem jelent extra sugárterhelést, és a mintavétel 
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akár egy háziorvosi rendelőben is elvégezhető. A különböző mintákból származó biomarkerek 

segítségével információt nyerhetünk a vizsgált személy fizikai állapotáról.    

 

2.6.  Biomarkerek 
 
2.6.1. A biomarkerek általános jellemzése 

 

Definíció szerint minden olyan anyag, struktúra vagy folyamat lehet biomarker értékű a 

testben (vagy annak származékában), melynek jelzés értéke van normálisan vagy 

abnormálisan zajló folyamatokról, illetve terápiás válaszokról [83].  

 

2.6.2. A biomarkerek osztályozása 

A biomarkerek osztályozása többféle módon történhet. Az analit alapján lehet fehérje, 

nukleinsav (DNS, mRNS, miRNS, lncRNS), metabolit, szénhidrát, lipid, de keringő tumorsejt 

is. Biomarker mérés különböző testfolyadékok vagy más mintákból történhet, így vérből 

(plazma vagy szérum), vizeletből, nyálból, kilégzett levegőből és székletből is.  Ezek közül 

leggyakrabban a vérminták biomarker vizsgálata történik, de jelentős irodalma van a vizelet, 

széklet biomarkernek, és a kilgézett levegő illékony szerves anyag koncentrációjának is. A 

biomarkerek különböző felhasználási területei közé tartozik a szűrés, a betegség osztályozása, 

a diagnózis elősegítése, a betegség lefolyásának követése, a prognózis megjóslása, valamint a 

személyre szabott terápia megállapítása. Emellett a biomarkerek segíthetnek a terápiás hatás 

és mellékhatások előrejelzésében, a kezelés hatására kialakult változások követésében, a 

terápia hatásosságának valós idejű értékelésében és a klinikai végpontok meghatározásában 

[84].  

 

2.6.3. A biomarkerek fejlesztésének fázisai  

A biomarker fejlesztésnek öt fázisát különböztetjük meg. A felfedező fázist, a kvalifikációs 

fázist, a verifikációs fázist, a validációs fázist és a klinikai használati fázisokat különíthetjük 

el. Az első fázisban, a kontroll és a beteg mintákat hasonlítják össze. Az előkísérletek során 

kiválogatnak olyan markereket, melyek potenciális biomarkerek lehetnek. A második, 

kvalifikációs fázisban a kiválogatott biomarkerek szintjét mérik meg a kontroll és a beteg 
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mintákban nagy kohorszokon, több centrumból. Ezt a vizsgálatot a felfedezési fázis adatai 

alapján végzett esetszám becslés, és statisztikai erő előrejelzés előzi meg [85]. Mindezek 

alapján már meg lehet határozni az adott biomarker hatékonyságát, szenzitivitását és 

specificitását, és ezen adatok alapján felvett ROC (Receiver Operating Characteristic) görbét, 

melyek a valódi pozitív, valódi negatív, álpozitív és álnegatív értékekből számolhatóak ki (3. 

ábra). Ezek a mérőszámok a biomarkerek egyik legfontosabb jellemzői.  

 

3.ábra: Biomarkerek jellemző számadatai [86] (saját szerkesztésben). 

 

Prevalencia: (a+c) / (a+b+c+d) 

Szenzitivitás: a / (a+c) 

Specificitás: d / (b+d) 

Pozitív predikcis érték: a / (a+b) 

Negatív predikciós érték: d / (c+d) 

Pontosság: (a+d) / (a+b+c+d) 

Pozitív valószínűségi arány: szenzitivitás / (1-specificitás) 

Negatív valószínűségi arány: (1-szenzitivitás) / specificitás 

Diagnosztikai esethányados: pozitív valószínűségi arány/negatív valószínűségi arány 

 

A ROC görbe a negatív és pozitív eredmények (bináris határozó) diagnosztikai képességét 

mutatja a klasszifikációt meghatározó határértékek függvényében [86]. A ROC görbe alatti 
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területet az AUC (Area under the Receiver Operating Curve) értékkel határozzák meg, az 

AUC értékét gyakran használják a pontosság (accuracy) jellemzésére.  

A harmadik, verifikációs fázisban az előző fázisban vizsgált biomarkerek specificitásának 

igazolása történik nagyobb számú beteg és illesztett kontroll mintán, gyakran követéses 

vizsgalatban is. A negyedik fázis során már meghatározhatóak a detektálási határértékek. Az 

ötödik, utolsó fázisban már felmérhetőek a költségek, és ebben a fázisban történik a 

különböző protokollokkal való összehasonlítás is [85]. 

 

2.6.4. A rák biomarkerek története  

Az első rákhoz köthető biomarkert Henry Bence Jones fedezte fel 1847-ben. Vizsgálatai során 

vizeletből hődenaturálással mutatta ki azt a fehérjét (22-24 kDa), amely nagy mennyiségben 

volt jelen mielóma multiplexben szenvedő betegeknél [87]. Az FDA 1988-ban egy olyan 

immundiagnosztikai tesztet engedélyezett (mielóma, limfóma és Waldenstrom 

makroglobulinémia diagnosztika céljára), melynek alapja a Bence-Jones fehérje 

kimutathatósága volt. Sir Michael Foster 1867-ben emelkedett szérum amiláz szintet mért 

hasnyálmirigy tumoros betegek vizeletében [88]. Az 1971-ben kifejlesztett szendvics-ELISA 

módszer [89] segítségével a biomarkerek használata a klinikai gyakorlatban is beépíthető lett. 

1975-ben George Köhler és César Milstein kidolgozták a hibridóma technikát, mellyel 

immunizált egerekből először nyertek monoklonális antitesteket (mAb). 1984-ben ezért a 

felfedezésükért Nobel-díjat kaptak [90]. A molekuláris biológiai módszerek fejlődésével 

egyre többféle analitot és gyorsabb módszereket tudunk alkalmazni már rutinlaborokban is. 

 

2.6.5. Az ideális rak biomarker 

Az ideális (tumor) biomarkerrel szemben számos kritériumot állítottak fel. Legyen magas a 

szenzitivitása és a specificitása. Legyen magas a pozitív és negatív prediktív értéke. 

Különböztesse meg 100%-os pontossággal az egészséges és a tumoros betegeket. 

Különböztesse meg a tumoros és nem tumoros állapotot és mutasson pozitív korrelációt a 

tumor térfogata és mérete között. Jelezze előre a kiújulást és legyen prognosztikus értéke. 

Tudja a tumort korai stádiumában jelezni. Legyen tumorra specifikus vagy legyen univerzális 

marker. Legyen könnyen kimutatható és jelezzen minden változást, ami a betegben kezelés 
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után végbemegy. Legyen standardizálható. Ezen összes feltételnek eddig egyetlen egy 

tumormarker sem tudott 100%-ban megfelelni. 

Kiváló diagnosztikai értékű biomarkernek számít, ha [86]:  

- pontossága > 0,90 

- pozitív valószínűségi aránya > 10 

- negatív valószínűségi aránya < 0,1 

- AUC > 0,90 

Jó diagnosztikai értékű biomarkernek számít, ha [86]: 

- pontossága 0,75-0,90 

- pozitív valószínűségi aránya 5-10 

- negatív valószínűségi aránya 0,1-0,2 

- AUC 0,75-0,90 

Rossz diagnosztikai értékű biomarkernek számít, ha [86]: 

- pontossága 0,50-0,75 

- pozitív valószínűségi aránya 1-5 

- negatív valószínűségi aránya 0,2-1 

- AUC 0,50-0,75 

Nincs diagnosztikai értéke a biomarkernek, ha [86]: 

- pontossága 0,50 

- pozitív valószínűségi aránya 1 

- negatív valószínűségi aránya 1 

- AUC 0,50 

 

2.6.6. Tüdőrák biomarkerek 

Tüdőrák specifikus biomarkerek származhatnak vérből, bronchoalveoláris mosásból, nyálból, 

pleura folyadékból és a kilélegzett levegő szerves anyag tartalmából.  

A leggyakrabban klinikumban használt tüdőrák biomarkerek a protein biomarkerek. Jóllehet 

ezek nem kifejezetten tüdőrák specifikusak, de információ értékük van a betegséggel 

kapcsolatban. A CYFRA21-1, egy citokeratin 19 fragmens, nem kissejtes tüdőrák 
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biomarkereként használják. Szenzitivitása 43%, specificitása 89% [91]. A CEA, carcino-

embionális antigén, nem kissejtes tüdőrák biomarkerként is használják, a gyomor, 

hasnyálmirigy, emlő és végbél tumorok mellett. Szenzitivitása 90,2%, specificitása 89,9% 

[92]. Az SCC, laphámsejtrák antigén, használható laphámsejtrák és nem kissejtes tüdőrák 

biomarkerként is. Szenzitivitása 15-55% közötti [93]. Az NSE, neuronspecifikus enoláz, 

kissejtes tüdőrák biomarkereként használják. Szenzitivitása 23,3 %, specificitása 97,8% [94]. 

ProGRP, progastrin-releasing peptide, szintén kissejtes tüdőrákban használt biomarker. 

Szenzitivitása 86%, specificitása 78% [95]. EGFR, epidermális növekedési faktor, szérum 

mRNS szintje használható adenokarcinóma, laphámkarcinóma és kissejtes tüdőrák 

biomarkereként. Szenzitivitása 71,3%, specificitása 80% [96].  

A legtöbbet használt fehérje biomarkerek kívül, a genomika fejlődésével egyéb markerek is 

rendelkezésre állnak. A miRNS (mir-34, mir-660, mir-140-5p, mir-28-3p, mir-30c, mir-92a, 

mir-21, mir-126, mir-210, mir-386-5p) [97], az epigenetikai markerek bizonyos géneken (p16, 

MGMT, RASSF1A, DAPK, PAX5a, SHOX2, BRMS1, Septin 9, TMEFF2), és a keringő 

tumor sejtek [98]. 

Különböző anyagcsere-útvonalak metabolitjai is lehetnek biomarkerek. Qi és munkatársai 

vérplazából nyert metabolitok (palmitinsav, heptadekánsav, 4-oxoprolin, ornitin, tridekánsav) 

segítségével tudták elkülöníteni mulitvariáns modellezéssel a kontroll és tüdőrákos mintákat, 

valamint a tüdőrákos minták különböző stádiumait [99]. 

 

2.7. A fehérjék szerveződése 

A fehérjék háromdimenziós formájukban látják el funkciójukat a sejtekben. A teljes fehérje 

szerkezet négy szinttel jellemezhető: elsődleges, másodlagos, harmadlagos és negyedleges 

struktúrákkal. Az elsődleges struktúra a fehérje lineáris aminosav szekvenciája. A másodlagos 

struktúra a szekvenciák hélixbe, lemezbe és hurokba rendezett formáival jellemezhetőek. A 

harmadlagos szerkezet egy peptidláncra vonatkozó háromdimenziós struktúra. A negyedleges 

szerkezet a több fehérje láncot magába foglaló háromdimenziós szerkezet [100].  
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2.8. Proteom 

A genetikai információ, az epigenetikai változásokat és a de novo mutációkat kivéve, egy 

életen át érintetlen marad. Ezzel ellentétben a proteom folyamatosan változik és reagál a belső 

és külső környezeti változásokra [101, 102]. 

A proteomot korábban szoros értelemben a genom protein ekvivalenseként definiálták [103], 

de ezt a definíciót napjainkra specifikálták a vizsgált biológiai anyag, adott időben 

expresszálódó fehérjéinek összességére [104]. 

A proteom a protein variánsok, proteoformák összessége.  

A humán proteinek számát nehéz meghatározni, mivel a kódoló gének számában (~19 000 -

20 000) sincs jelenleg egyetértés. Annyi bizonyos, hogy a proteoformák összessége több 

nagyságrenddel nagyobb, mint a humán fehérjét kódoló gének száma [105]. Az alternatív 

transzlációs kezdés [106], az alternatív terminációs helyek [107], az alternatív splicing [108], 

a SNP-ek [109], a poszttranszlációs módosítások [110], és a degradáció [111] tovább 

módosíthatják az átírható fehérjék számát. Mindezeket figyelembe véve egy génről akár 100 

féle fehérje is keletkezhet [104], így a lehetséges proteoformák száma milliós nagyságrendű 

lehet.  

 

2.9. Proteoformák 
 

A Human Proteoform Project program keretében a proteoformák analízisét integrálják. Olyan 

új technológiákat dolgoznak ki, melyek képeset detektálni a különböző proteoformákat. A 

fehérjéknek nem csak a szekvenciáját lehet detektálni (buttom-up), hanem intakt formában 

megőrizve több információt nyerhetünk (top-down), és így el lehet különíteni a különböző 

proteoformákat is (4. ábra). A buttom-up megközelítést használva poszttranszlációs 

módosulásokat is detektálhatunk (5. ábra), melyek akár biológiai funkcióváltozást is 

okozhatnak. 
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4.ábra: top-down és buttom-up proteomikai megközelítés tömegspektrometriás méréssel 
[112]. 

 

 

 
5.ábra: egy génről keletkező potenciális proteoformák [113]. 

 

2.10. Epitópok 

A fehérje epitópok az antigének, illetve fehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezetében 

rejlő olyan, leggyakrabban (nem lineárisan kapcsolódó aminosav láncot képviselő) 

háromdimenziós fehérje-felületi aminosav rendeződések, amit az antitestek és a T-sejt 

receptor komplementer struktúrái, az antigén kötőhelyük révén felismernek [114]. Az 

epitópok 6-12 aminosavat foglalhatnak magukban. Fontos, hogy az epitópok egyes aminosav 

komponensei gyenge kölcsönhatásokkal, leggyakrabban gyenge hidrogén kötéssel 
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kapcsolódnak az ellenanyag molekula antigén kötőhelyéhez a komplementaritást meghatározó 

régióhoz (CDR régió).   

A fehérje epitópok hozzáférhetősége (például az antitest számára) változhat a fehérje 

szekvencia harmadlagos és negyedleges szerkezetének módosulása, vagy a komplexekben a 

partner fehérjék összetételének változása miatt [110]. A harmadlagos és negyedleges 

szerkezet, valamint a komplexek összetételének módosulása az adott fehérje funkciójának 

módosulásával járhat. Feltételezzük, hogy globális szinten is az epitópok dinamikájának 

követésével a proteoformák és kapcsolt funkcióik is, legalább részben feltárhatóak.   

A jelenleg használt proteomikai technológiák, a legelterjedtebb tömegspektrometriás 

módszerek és az affinitás proteomikai módszerek, sem tudják a proteom változásait globális 

szinten követni, azaz nem alkalmasak egyszerre nyomon követni a fehérjék variabilitását és a 

variánsok mennyiségét is. A fehérjék különböző változatai különböző epitópokat 

mutathatnak. Az epitópok variabilitását okozhatja többek között: alternatív splicing, alternatív 

transzkripciós start, alternatív láncterminació, degradáció, poszttranszlációs módosulások, és 

a fehérje komplexek kompozíciós változásai. A változások módosíthatják az epitópok 

hozzáférhetőségét, és feltételezhető, hogy a fehérje epitópjainak dinamikus változásai a 

fehérje funkció változásait is jelezhetik. Az egyes epitópok jelenléte vagy hiánya 

összefüggésbe hozható adott fiziológiás vagy patológiás körülmények között fennálló 

funkcionális kapcsolatokkal. Feltételezhetően az epitóp dinamika profilírozásával a 

biomarkerek és a változásokhoz kötött funkciók is megközelíthetőek.   

 Munkám során a plazma C9 fehérje három, tüdőrák biomarker tulajdonság szempontjából 

eltérően viselkedő epitópjait vizsgáltam fehérje-biokémiai módszerekkel. 

 

2.11. A komplement kaszkád 
 

A komplement rendszer nemcsak a veleszületett és a természetes immunitás felügyeleti 

rendszere, hanem számos egyéb funkcióval is rendelkezik is, mint például az apoptotikus 

sejtek eltakarítása [115], a homeosztázis fenntartása a szöveti regeneráció elősegítésével 

[116], lokális epitél sejt védelem [117], együttműködés a Toll-like receptorokkal a citokin 

termelésben [118], összeköti veleszületett és szerzett immunválaszokat [119], és T sejt 

szabályozást [120].  
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A komplement rendszer több mint 40 szolubilis fehérjéből áll, melyek a vérben és egyéb 

testfolyadékokban keringenek. Ezek a fehérjék inaktív zimogén formában vannak jelen, majd 

belépnek a különböző aktivációs szignálokra (direkt patogén vagy indirekt antitest) 

komplement kaszkád rendszerbe. A komplement rendszert három útvonalon keresztül lehet 

aktiválni: a klasszikus, a lektin, és az alternatív útvonalon [121]. A klasszikus útvonal IgG, 

IgM vagy mintázatfelismerő molekulák, például a pentraxinok, indítják el a komplement C1q 

fehérjén keresztül. A C1s, amely a komplement C1 komplex része, hasítja a komplement C4-

et (C4) C4a-ra és C4b-re. A C4b hasítja a komplement C2-t (C2) C2a és C2b fragmentekre. 

Ezek a hasított elemek alkotják komplement C3 (C3) konvertázt (C4bC2b) [122]. A lektin 

útvonalon a mannózt kötő lektin és a fikolin szénhidrát mintázatokat ismer fel és a mannóz 

kötő lektin asszociált szerin proteázzal (MASP) összeállva elindítják a kaszkádot. A MASP-2 

hasítani tudja a C2-t és C4-et is, míg a MASP-1 csak a C2-t [123]. Az alternatív útvonal 

spontán aktiválódik komplement C3 (C3) hatására, melyet a komplement faktor B és D 

szabályoz, és C3bBb C3 konvetrázt hoz létre. Mind a két típusú C3 konvertáz hasítja a C3-at 

C3a-ra és C3b-re. A C3b segítségével a C3 konvertáz (C4b2b3b, C3bBb3b) új funkcióhoz jut, 

és képes lesz hasítani a komplement C5-öt (C5). Komplement aktiválódás közben C3a, C5a 

es C4a anafilatoxinok szabadulnak fel. A C3a és C5a szerkezetükben (α és β láncok, inter és 

intra diszulfid híddal) és funkcióikban (kemotaxis, platelet aktiváció, regeneráció, mieloid sejt 

aktiváció) is nagyon hasonlóak. Míg a C4a szerkezetében (α, β és γ láncokból áll, inter és 

intra diszulfid hidakkal) és funkciójában (antimikrobiális funkció) is különbözik [124].  

A komplement faktor H az alternatív útvonalat szabályozza az újonnan keletkezett C5 

konvertáz lebontásával. A komplement faktor I mind a három útvonalat képes szabályozni 

(olyan kofaktorok segítségével, mint a faktor H, CD46, C4b kötő fehérje) [125] a hasított C3b 

és C4b degradációjával. A C5 hasítható C5a és C5b fragmentekre. A C5b komplexet alkothat 

a C6, C7 és C8 komplement fehérjékkel, és a membránba ékelődve a komplement C9 (C9) 

pórusformáló fehérjékkel, része a terminális komplexnek (MAC, membrane attack complex) 

[122].    

A C9 fehérjék 22 szimmetrikus monomerből álló komplexet alkotnak, amely a C5b678 

komplexhez kötődik és egy 120 Å átmérőjű, gyűrű alakú lyukat képes ütni a patogén 

membránján. A C9-nek négy fő doménje van: az N-terminális thrombospondin-1 (TSP1) 

domén, alacsony denzitású lipoprotein receptor asszociált domén (LDLRA), membrán támadó 

komplex/perforin (MACPF) domén és az epidermális növekedési faktor (EGF) domén. A C9 

nem tartalmaz külön membránkötő domént, ezért a plazmában keringve asszociálódik a többi 
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MAC résszel [126]. A C9 monomerek a MACPF doménen keresztül kapcsolódnak össze. A 

szignál nélküli MAC kialakulását védi az extracelluláris chaperonok (vitronectin, clusterin) 

szolubilis MAC komplexekhez kötődése [127]. 

A C9 termelődhet májban [128] monocitákban és dendritikus sejtekben [129] is.  

  

2.12. A fehérje epitóp profilírozás 
 

A mindennapi klinikai gyakorlatban már használnak genom és transzkriptom szekvenálási 

teszteket. Ugyanakkor globális fehérjeprofilírozási technológia nem érhető el, annak ellenére, 

hogy a fehérje funkció megértése globális profilírozáson keresztül fontos űrt töltene be [130]. 

A fehérjéket, mint a leggyakoribb biomarker típust, széleskörűen használják a fiziológiástól 

eltérő állapotok vizsgálatára. Habár a fehérjék vizsgálata is adhat információt elváltozások 

detektálására, a fehérje-egység alatti epitóp vizsgálatok erre érzékenyebb megoldást is 

kínálhatnak. 

A fehérjék minden variánsa, illetve variációja hatással lehet a fehérje harmadlagos és 

negyedleges szerkezetére, valamint az epitópok hozzáférhetőségére is. A fehérje epitóp 

profilírozás (PEP) során az epitópok dinamikája monoklonális antitest könyvtár 

(QuantiPlasma Library) és az egy mAb-ot felhasználó kötődés-gátlási ELISA rendszer 

(sbCIA) segítségével mértük [131, 132]. Korábbi eredményeink azt mutatták, hogy egy-egy 

fehérje epitópjai tüdőrák asszociáció szempontjából biomarker értékkel rendelkeznek, és ezek 

nem egyforma irányúak, azaz tapasztaltunk pozitív, negatív és neutrális asszociációt is [132].  

A PEP-hez használt QuantiPlasma mAb könyvtárat (koncentrációra és immunogenicitásra is) 

normalizált humán plazmával, mint immunogénnel állították elő, ezzel biztosítva azt, hogy a 

mAb-ok természetes antigén determinánsokat ismerjenek fel [133]. A létrejött hibridómák 

válogatása azzal a céllal történt, hogy az sbCIA rendszerben működő mAb-okat kiválasszák, 

azaz a kötődés mérteke lineáris összefüggést mutasson a plazmahígítással [132]. A szelekción 

átesett hibridómák klónozása után termeltethetőek a monoklonális antitestek in vitro és in 

vivo. A monoklonális antitestek egy-egy epitóppal reagálnak, így egy-egy fehérjéhez több 

epitóp is társítható. Becsléseink szerint a PlasmaScan könyvtárban körülbelül 3 epitóp/fehérje 

találtható, körülbelül 100 plazmafehérjére vonatkozóan. A PEP technikával a fehérjéknek 

nemcsak a mennyisége, hanem a minőségi változásai is nyomon követhetők különböző 

állapotokban [132]. A PEP a fehérje epitópok sokaságát vizsgálja a globalitásra törekedve, a 
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ma használatos globális proteomikai eljárásokkal ellentétben, szubprotein szinten, az epitópok 

szintjén.    

Egy korábbi közleményben a szendvics ELISA módszerrel detektált leucingazdag alfa-2-

glikoprotein 1 (LRG1) fehérje tüdőrák asszociációját mutatták ki [133], majd kimutatásra 

került, hogy az LRG1 immunkomplexek egyes elérhető epitópjai nem egy formán 

asszociálnak tüdőrákkal [131]. Ez a megfigyelés hívta fel a figyelmet a szubprotein, epitóp 

alapú vizsgálatok széleskörű kiterjesztésének lehetőségére. 

Szélesebb körben az epitópokat és rákbetegség kapcsoltságukat, a PlasmaScan könyvtár 

sbCIA esszében is működő frakciójának (~ 380 mAb), a QuantiPlasma könyvtár PEP során 

történő alkalmazásával vizsgáltuk. Eredményeink szerint, a C9 molekulára vonatkozóan, 

egyes anti-C9 specifikus mAb-ok, illetőleg az általuk felismert epitópok különböző módokon 

asszociáltak a tüdőrákkal (neutrális [BSI0449], pozitív [BSI0639], illetve negatív [BSI0581]) 

[132]. Ennek a jelenségnek a molekuláris proteomikai vizsgálatát tűztem ki célul.  

Munkám során az egy fehérjére vonatkozó és megfigyelt epitóp heterogenitás jelenség 

molekuláris hátterére kerestem választ a C9 fehérje epitópjain keresztül.   
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3. Célkitűzések 

 

Kezdeti hipotézismentes kutatásaim során a C9 epitópok segítségével, szubprotein szinten 

tüdőrák asszociált epitóp-biomarkereket kerestünk, és vizsgáltunk annak érdekében, hogy a 

PEP technológia hatékonyságát a C9 példáján keresztül bizonyíthassuk. 

Céljaim jelen kutatásban az alábbiak voltak: 

1. Korábbi kutatási eredményeink adatainak statisztikai elemzése. Anti-C9 antitestek 

kiválasztása. 

2. A kiválasztott anti-C9 mAb-ok tisztítása és validálása. A kiválasztott mAb-ok 

kereskedelmi forgalomban kapható C9 fehérjével való validálása, antigén-felismerés és 

technikai validáció Western blott kísérletekben. 

3. A C9-en lévő epitópok átfedésének vizsgálata, azaz válasz keresése arra vonatkozóan, hogy 

vizsgált epitópok egymástól függetlenek-e?  

4. A C9 epitóp függő heterogenitásának fehérjekémiai analízise:  

a. SDS PAGE módszerrel tüdőrákos és kontroll egyének vérplazma keverékeinek 

felhasználásával, 

b. a fenti minták LC-MS/MS vizsgálata az egyes epitópokon keresztüli 

immunoprecipitáció segítségével. 

 

A kezdeti hipotézismentes kutatás eredményei vezettek a további célkitűzésekhez:  

5. Az LC-MS/MS eredmények adatanalízise, elsősorban a C9 szerkezetére, a 415-ös 

pozícióban lévő N-glikozilációra, és a C9 asszociált más plazmafehérjékre vonatkozóan. 

6. Az adatanalízis alapján kapott eredmények felhasználásával történő C9 proteoformákra, C9 

interaktomra, és a PEP technológia szubprotein szintű vizsgálati hatékonyságára 

vonatkozó hipotézis építés. 
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4. Anyagok és módszerek 
 

4.1. Vizsgált betegcsoportok és feldolgozott minták 
 
A poolozott kontroll minták 167 egészséges donortól származtak. A mintavétel során 

mindenki kitöltötte a beleegyező nyilatkozatot. A mintavételt a DE Regionális és Intézményi 

Kutatásetikai Bizottsága jóváhagyta (DE OEC RKEB/IKEB), 3049-2009, 3140-2010 számú 

engedélyekkel.  

A poolozott betegminták 207 késői stádiumú (IV. stádium) tüdőrákos betegből származtak, 

azonban szövettani szempontból nem voltak homogén csoportba sorolhatóak. A mintavételre 

a Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottság (ETT TUKEB) engedélyével 

történt, 11739/2014/EKU, 107/2014 and 417/2014 számú engedélyekkel.   

A vizsgálatban Magyarország különböző centrumai vettek részt, beleértve a Semmelweis 

Egyetem Pulmonológiai Klinikáját, a Szegedi Orvostudományi Egyetem Pulmonológiai 

Klinikáját, a Debreceni Orvostudományi Egyetem Pulmonológiai Klinikáját, valamint a 

Borsod-Abaúj-Zemplén Vármegyei Központi Kórház Pulmonológiai Osztályát. 

A vizsgálat során meghatároztuk a tüdőrákos betegek beválasztási és kizárási kritériumait. A 

beválasztási kritériumok közé tartozott a szövettanilag diagnosztizált tüdőrák, amelyet 

stádiumbeosztással is alátámasztottak; a vizsgálatban résztvevők életkora 45 és 75 év között 

volt; továbbá a dohányzási előzmények között legalább 15 csomagév szerepelt. A kizárási 

kritériumok közé tartozott más rákos megbetegedés az elmúlt 5 évben (kivéve a nem 

metasztatikus bőrrák); az aktív krónikus betegség; a steroid kezelés; valamint az aktív 

tuberkulózis és néhány egyéb aktív fertőző betegség. 

A kontrollcsoport összeállításához egészséges egyének, szűrővizsgálatra érkező páciensek, 

valamint kórházi dolgozók és azok hozzátartozói kerültek bevonásra. Annak érdekében, hogy 

a választott kontrollcsoport valóban megfelelő legyen, klinikai vizsgálatokkal, LDCT-vel, 

mellkasi röntgenvizsgálattal, biomarkerek elemzésével és laboratóriumi vizsgálatokkal 

igazolták azok alkalmasságát. 

A levett EDTA-s mintákat 4 °C-on centrifugáltuk, majd a plazmát -70 °C-on tároltuk 

felhasználásig. 
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4.2. Immunoprecipitáció 
 

Az immunoprecipitációhoz DynabeadsTM Protein G (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

mágneses gyöngyöket használtunk. Minden monoklonális antitestehez (mAb) 50 µl Protein 

G-t használtunk, melyet 200 µl W&B (Wash and Bindig) pufferrel (0,1 M Na2HPO4x12H2O 

[VWR, Lutherworth, Leicestershire, Egyesült királyság], 0,05% Tween [Sigma, St. Louis, 

MO, USA], pH 8,2) előmostunk.  

A mágneses gyöngyök előkészítése után, 75 µg mAb-ot, 200 µl W&B pufferban hígítva, 

hozzáadtunk a már előmosott gyöngyökhöz. Szobahőmérsékleten inkubáltuk keverőn 5 RPM 

sebességű forgatás közben. Ezután a gyöngyöket 200 µl PBS pufferrel (123 mM NaCl 

[Spektrum 3D, Debrecen, Magyarország], 3,16 mM KH2PO4 [Riedel-de Haën, Seelze, 

Németország], 10,45 mM Na2HPO4x2H2O [Riedel-de Haën, Seelze, Németország]), majd 200 

µl desztillált vízben hígított 0,2M-os trietanol-aminnal is lemostuk. Az utolsó mosási fázis 

után 200 µl frissen készített 20 mM-os 0,2 M-os trietnolaminban hígított DMP-t (Dimethyl 

Pimelimidate [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) adtunk a mágneses gyöngyökhöz, 

majd 30 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten keverőn 5 RPM forgási sebességgel. A 

felülúszók eltávolítása után 200 µl 0,2 M-os desztillált vízben hígított monoteanolamint 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) adtunk a gyöngyökhöz és 15 percig inkubáltuk keverőn 5 RPM 

forgási sebességgel. Majd a felülúszó eltávolítása után a gyöngyöket háromszor mostuk 200 

µl PBS pufferrel.  

Az antitest kötődése után, gyöngyökhöz rögzített mAb-okhoz hozzáadtuk a 200 µl plazma 

mintát, 200 µl PBS pufferben hígítva, 100 µl 20x-os proteáz inhibítorral (1 tabletta proteáz 

inhibítor [SIGMAFASTTM Protease Inhibitor Tablet, Sigma, St. Louis, MO, USA] 20 ml 

desztillált vízben feloldva) keverve. Az így elékszített mixet egy éjszakán át, keverőn, 4 °C-

on inkubáltuk. 

Az antigén-antitest kötődését követően, másnap centrifugálás és a felülúszó eltávolítása után, 

a gyöngyöket háromszor mostuk 200 µl PBS pufferral. A felülúszó eltávolítása után, 100 µl 

PBS pufferban a gyöngyöket átpipettátzuk tiszta Eppendorf csövekbe. A felülúszó eltávolítása 

után, a gyöngyökhöz 50 mM-os (desztillált vízben hígított, pH 2,5) 50 µl glicin (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) oldatot adtunk és inkubáltuk szobahőmérsékleten 10 percig. Az eluátumot 

átpipettáztuk tiszta Eppendorf csőbe, melybe már előre 10 µl 1 M-os Tris oldatot ([Sigma, St. 

Louis, MO, USA] pH 9,0) tettünk.  
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4.3. SDS-PAGE 
 

Az SDS-PAGE-hez redukáló géleket használtunk. A 12%-os szeparáló gél elkészítéséhez 4,9 

ml desztillált vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svájc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-jú 

Tris oldatot, 100 µl 10%-os SDS (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot, 100 µl ammónium-

peroxo-diszulfátot (APS [Sigma, St. Louis, MO, USA]), és 5 µl tetrametil-etilén-diamint 

(TEMED [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) használtunk. Az inkubálási idő 45 perc 

volt. 

Az 5%-os fésűs gél elkészítéséhez 3,75 ml desztillált vizet, 500 µl Proseive (Lonza, Basel, 

Svájc) oldatot, 650 µl 1M-os 6,8 pH-jú Tris oldatot, 50 µl 10%-os SDS oldatot, 50 µl APS-t, 

és 5 µl TEMED-et használtunk.  

A mintákat 6x (pH 6,8) brómfenol-kék (Sigma, St. Louis, MO, USA) festőanyagot tartalmazó 

futtató pufferban vittük fel a gélre, 10 perces 95 °C-os denaturálás után. 

A 10x7 cm-es gélek elkészítése után 8,4 pH-jú futtató pufferban (SDS, glicin és Tris-t 

tartalmaz) 1-1,5 órán át 130 V-on futtattuk a géleket.  

 

4.4. Festés 
 

4.4.1. Coomassie festés 
 

Futtatás után a géleket festőkádban 1 órán át Coomassie Brillant Blue G-250 (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) festékoldatban áztattuk. A festés után színtelenítő oldattal (50%-os etanol-

metanol [Scharlab, Debrecen, Hungary] 1:1 arányú keveréke) színtelenítettünk. 

 

4.4.2. Ezüstfestés 
 

A géleket a Coomassie festés után ezüstfestéssel is megfestettük. A „destainnel” színtelenített 

géleket 20 percig fixáltuk 50% metanolt és 5% ecetsavat tartalmazó oldatban. Majd 20 percig 

50% metanolt tartalmazó oldatban tovább áztattuk. 10 perc áztatás következett ultraszűrt 

vízben. Az 1 perces 1,27 mM-os Na2S2O3 (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban történő 

érzékenyítés után 2x1 percig ultraszűrt vízben öblítettük le a gélt. A festés 0,1%-os AgNO3 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban 20 percig tartott, majd újra 2x1 perces ultraszűrt vizes 

öblítés következett. Az előhívás intenzív rázatás közben 2%-os Na2CO3-ot (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) és 0.04% formaldehidet (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartalmazó oldatban 
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végeztük a megfelelően diszkrimináló szín denzitás eléréséig. A reakció leállítása 5%-os 

ecetsavban 3-5 perc alatt zajlott. Az ezüstfestett géleket 1%-os evetsav (Scharlab, Debrecen, 

Hungary) oldatban 4 °C-on tároltuk.  

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

készülékkel rögzítettük digitálisan. 

 

 
4.5. Western blott 

 
Az Western blotthoz redukáló géleket használtunk. A 12%-os szeparáló gél elkészítéséhez 4,9 

ml desztillált vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svájc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-jú 

Tris oldatot, 100 µl 10%-os SDS oldatot, 100 µl ammónium-peroxo-diszulfátot (APS), és 5 µl 

tetrametil-etilén-diamint (TEMED) használtunk. Az inkubálási idő 45 perc volt. 

Az 5%-os fésűs gél elkészítéséhez 3,75 ml desztillált vizet, 500 µl Proseive oldatot, 650 µl 

1M-os 6,8 pH-jú Tris oldatot, 50 µl 10%-os SDS oldatot, 50 µl APS-t, és 5 µl TEMED-et 

használtunk.  

Az elkészült 10x7 cm-es gélekre 6x, merkapto-etanolt és brómfenol-kéket tartalmazó, loading 

pufferrel vittük fel a mintákat 10 perces 95 °C-os inkubálás után. Körülbelül 1-1,5 óra 130 V-

on való futtatás után, a géleket blottoló kazettába tettük. A blottoló kazettán belül a rétegek a 

kövező sorrendben szerepeltek: 1. szivacs, 2. szűrőpapír, 3. membrán, 4. gél, 5. szűrőpapír, 6. 

szivacs. A fehérjék membrán blottolása 1 órán át 150 V-on jeges hűtés mellett történt.   

A blottolás után a membránt blokkoló pufferban (6,25 mM polivinil-pirrolidon, 18,8 mM 

NaCl, 50 ml PBS-Tween) 4 °C-on, egy éjszakán át, horizontális keverőn blokkoltuk. A 

következő napon blokkoló pufferban hígított primer antitesttel inkubáltuk a membránt 4 °C-

on egy éjszakán át, majd 5x10 percig mostuk PBS-Tween-t tartalmazó oldatban. A 

másodlagos antitestettel 1 órán át inkubáltuk a membránt szobahőmérsékleten. A membránt 

5x10 percig mostuk PBS-Tween-t tartalmazó oldatban.  

Az előhíváshoz Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) kétkomponensű oldatot használtunk 1:1 arányban. 

A képeket GelLogic 2200Pro (Carestream, Rochester, NY, USA) készülékkel rögzítettük 

lumineszcens és UV megvilágítást használva.  
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4.6. Tömegspektrometria 
 

4.6.1. Mintaelőkészítés 
 

A teljes plazma mintákat C9 specifikus (BSI0449, BSI0581, BSI0639) protein G borított 

mágneses gyöngyökhöz (átlagos mérettartománya 50 nm, MACS® Technology, Miltenyi 

Biotech, Bergisch-Gladbach, Németország) kovalensen kötött antitestekkel 

immunoprecipitáltuk, majd a gyöngyökön tripszinnel emésztettük. 

 

4.6.2. Tömegspektrometriai mérés  
 

A tripszinnel emésztett alikvotokat LC-MS/MS rendszerbe vezettük. RP-HPLC (Waters, 

Milford, MA, USA) készüléket kapcsoltunk Orbitrap-Fusion Lumos (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) tömegspektrométerhez. 

Az adatok gyűjtéséhez az MS1 alapján a 20 legintenzívebb, többszörösen töltött prekurzorion 

került fragmentálásra MS2-ben, magas energiájú ütközésindukált disszociációs [Higher-

energy C-trap Dissociation (HCD)] technikát alkalmazva. 

 

4.6.3. Adatok elemzése 
 

A nyers adatokat csúcslista típusú adatokká konvertáltuk Proteome Discoverer (v 1.4) 

program (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segítségével, majd ezt a listát 

összevetettük a SwissProt adatbázissal (555426 proteint tartalmazó, 2017.09.19.-es verzió). 

Az összevetéshez Protein Prospector (v.5.15.1) szoftvert (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) használtunk a következő paraméterekkel: enzim: tripszin maximum két kihagyott 

hasítóhely; tömegpontosság: 5 ppm a prekurzoionra és 10 ppm a fragmensionokra; fix 

módosítások: cisztein karbamidometileződés; változó módosítások: N-terminális acetilációja, 

metionin oxidáció, N-terminális glutamin ciklizációja, szerin/teronin/tirozin foszforilláció, 

maximum két variábilis módosítás volt megengedett peptidenként. Az elfogadási kritérium E-

értéke 0,01 volt proteinek és 0,05 volt peptidek azonosítására. 

Az adatokban N-glikozilációra kerestünk NXT|S, X≠P motívumokon.  
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A 415 pozícióban lévő N-glikozilációt egy erős, nem módosított, teljesen emésztett, és 

minden mintában jelenlevő peptidre (LSPIYNLVPVK) normalizáltuk. (Megjegyzés: a 

tömegspektrometirás kísérletek a Szegedi Biológiai Kutatóközpontban készültek.)  

 

4.7. Antitest biotinilálás 
 

4.7.1. Biotinilált antitest előállítása 
 

1 mg antitesthez 26,6 µl 10 mM-os EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin-t (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) adtunk. 30 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten keverés közben.  

A biotinilált antitestet ZebaTM Spin Desalting Columns (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) segítségével tisztítottuk meg. Az oszlop hegyét letörtük, 15 ml-es centrifugacsőbe 

helyeztük és 2 percig, 20 °C-on, 1000 g fordulatszámon centrifugáltuk. Az oszlopot 

áthelyeztük tiszta 15 ml-es csőbe felmértük rá a biotinilálandó ellenanyag mintát és 100 µl 

ultraszűrt vizet. A mintát tartalmazó oszlopot újracentrifugáltuk 2 percig, 20 °C-on, 1000 g 

fordulatszámon. Az így kapott átfolyó tartalmazta a biotinilált antitesteket.  

 

4.7.2. Biotinilált antitest validálása 
 

A biotiniláltsági fokot HABA - Pierce Biotin Quantitation Kittel (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) végeztük. A 4 °C-on tárolt HABA premixet szobahőmérsékletre 

hagytuk melegedni, majd 100 µl ultraszűrt vízben feloldottuk. A feloldott HABA-t 96 nyílású 

ELISA lemezre vittük (160 µl PBS + 20 µl HABA / nyílás). FLUOstar OPTIMA (BMG 

LabTech, Durham, NC, USA) ELISA lemez olvasón beolvastuk a nyílások abszorbancia 

(OD) értékét. Majd 20-20 µl biotinilált mintát rámértünk a HABA-t tartalmazó nyílásokra. 

Összeszuszpendáltuk és újramértük az OD értékét az olvasón. A kiértékeléshez a Thermo 

Scientific oldalán lévő HABA Calculator programot használtuk.  

(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/protein-biology/protein-labeling-

crosslinking/protein-labeling/biotinylation/biotin-quantitation-kits/haba-calculator.html)  

A biotinilált antitestek koncentrációját BCA Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) segítségével mértük meg. BCA mérésnél egy előre elkészített kalibrációs sor mellé, 96 

nyílású lemezen 5-5 µl mintát viszünk fel nyílásonként, 5 µl 1 mg/ml IgG standardot is 

használva. A mintákat és a standardot is 5x-re hígítjuk PBS oldattal. A kitben lévő A és B 

https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/protein-biology/protein-labeling-crosslinking/protein-labeling/biotinylation/biotin-quantitation-kits/haba-calculator.html
https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/protein-biology/protein-labeling-crosslinking/protein-labeling/biotinylation/biotin-quantitation-kits/haba-calculator.html
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komponenseket 50:1 arányban kevertük és 200-200 µl-t ramértünk a lemezre, majd 15 percig 

inkubáltuk 37°C-on. A lemez abszorbancia értékeit a FLUOstar OPTIMA ELISA (BMG 

LabTech, Durham, NC, USA) olvasóban történő beolvasás után kaptuk meg. 

 
4.8. C9 epitóp teszt 

A C9 epitópok átfedését 96 nyílású ELISA (Costar3690, Corning, NY, USA) lemezen 

teszteltük kompetíciós esszében. A 96 nyílású lemezre 2 µg C9 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

fehérjét tartalmazó 30 µl karbonátos burkoló puffert (15 mM Na2CO3 [Riedel-deHaren, 

Seelze, Németország], 35 mM NaHCO3 [Riedel-deHaren, Seelze, Németország], pH 9,6) 

mértünk fel lyukanként, majd egy órán át 37°C-on inkubáltuk. Ezután a lemezt kétszer 

mostuk PBS-Tween oldattal. A következő lépésben 60 µl BSA-PBS-Tween (BSA: Sigma, St. 

Louis, MO, USA) oldattal blokkoltuk a lemezt 30 percig 37 °C-on. Majd a lemezt háromszor 

megmostuk PBS-Tween oldattal. A lemezre különböző, nem biotinilált, blokkoló pufferban, 

hígított C9 antitesteket (BSI0449, BSI0581, BSI0639), 1 és 10 µg/ml-s koncentrációban 

vittünk fel és inkubáltuk 1 órán át 37 °C-on. Ezután a lemezt kétszer mostuk PBS-Tween 

oldatban, majd rámértünk 1 µg/ml koncentrációjú, 30 µl, blokkoló pufferban oldott különböző 

C9 antitesteket és 1 órán át 37 °C-on inkubáltuk. Ezután háromszor mostuk a lemezt és 

rámértünk 5000x blokkoló pufferban hígított Strepatvidin-HRP-t (Southern-Biotech, 

Birmingham, AL, USA) a 30 perces inkubáláshoz. A lemezt négyszer mostuk. A lemezre 30 

µl egykomponensű TMB (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot mértünk és 1-2 perc után a 

reakciót 4N H2SO4 (Merck, Darmstadt, Németország) oldattal leállítottuk. A lemezen az 

abszorbancia értéket 450 nm-en olvastuk be a FLUOstar OPTIMA (BMG LabTech, Durham, 

NC, USA) lemez olvasóval. 

4.9.  Statisztikai analízis  
A statisztikai analíziseket R platformon végeztem. A p-értékeket a kétmintás t-próbával 

számítottam ki (α = 0,05) a normalitási teszt (Shapiro–Wilk) után. A pROC R csomag 

segítségével készültek a ROC görbék.  

 

4.10. Ábrázolás 

Az ábrákat R platformon, excelben, IBS illusztrátorral (version 1.0), illetve Pymol (1.7.4.4. 

Edu) programokkal készítettem.   
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5. Eredmények 
 

5.1. Anti C9- antitestek kiválasztása és korábbi adatainak elemzése 
 
Korábbi méréseink eredményei szerint, egy-egy fehérje epitópjai tüdőrák asszociáció 

szempontjából eltérő biomarker értékkel rendelkeznek, és ezek nem szükségszerűen egyforma 

irányúak, azaz tapasztaltunk pozitív, negatív és neutrális asszociációt is [132]. 

Az egyik ilyen vizsgált fehérje a plazma C9. A BSI QuantiPlasma könyvtárban 12 darab C9-

et felismerő mAb található. 

Ezek közül választottunk ki hármat további vizsgálatra, az epitópok mAb-okkal vizsgált 

asszociációja alapján. Volt neutrális egy C9 epitóp, amely nem tett különbséget tüdőrákos és 

nem tüdőrákos minták között. Voltak olyan epitópok is, amelyek különbözően viselkedtek 

tüdőrákos és kontroll egyének vérplazma mintáival való asszociáció szempontjából, azaz 

pozitívan vagy negatívan kapcsolódtak hozzájuk; ezek közül egyet-egyet választottunk ki.  

Az adatokat újra elemezve ROC görbén (6. ábra) az asszociáció meglétét, illetve hiányát 

láthatóvá tettük. 

 

6.ábra: A kiválasztott három mAb által definiált epitópok tüdőrák asszociációjának 

vizsgálata ROC görbékkel szemléltetve. (Az ábra, a Lazar és munkatársai közleményében 

[132] már szereplő adathalmaz felhasználásával készült). A ROC analízishez felhasznált 

RLU% adatok tüdőrákos és kontroll egyének vérplazma mintáinak sbCIA méréséből 

származnak Randox Evidence Investigator műszeren mérve. A BSI449 epitóp jól láthatóan 

neutrális, a BSI0581 és BSI0639 epitópok asszociációt mutatnak tüdőrákkal. 
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A jobb érthetőség kedvéért, és a statisztikai kiértékelés miatt is az egyes epitópok mert 

RLUmax%-os adatait dobozdiagram ábrázolással is bemutatjuk a statisztikai analízis 

eredményével együtt (Student fele kétmintás-t próba) (7. ábra).   

 

7. ábra: A kiválasztott három mAb tüdőrák asszociációjának vizsgálata dobozdiagram ábrán 

szemléltetve. Az ordináta az sbCIA rendszerben a Randox Evidence Invetigator biocsip array 

műszeren mért RLU%-os értékére vonatkozik. A p-értékeket kétmintás t-próbával határoztuk 

meg [132]. 

 

Statisztikai elemzés után a BSI0581 epitóp és BSI0639 epitóp kontroll és tüdőrákos minták 

között szignifikáns volt a különbség, míg a BSI0449 epitóp esetében nem. 

 
 
5.2. Az anti-C9 monoklonális antitestek validálása 

5.2.1. Validálás kereskedelmi forgalomba kapható C9-re 

 
Kísérleteinket a BSI által termelt mAb-okkal végeztük, ezért vizsgálatunk első célja a 

kiválasztott BSI antitestek validálása volt Western blottal előzetes tisztaság vizsgálatok után. 

Az előzetesen kiválasztott anti-C9 2 mg/ml-s mAb-okat, (BSI0449, BSI0581, BSI0639) 200x-

os hígításban használtuk, PBS pufferben hígítva, primer antitestként a kereskedelmi 

forgalomban kapható C9 fehérje (Sigma) felismerésére. Másodlagos antitestként GAM-HRP-t 

használtunk 2500x hígításban.   
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8. ábra: BSI anti-C9 mAb-ok validálása kereskedelmi forgalomban kapható C9 fehérjével 

[134]. 
 
 
Mind a három anti-C9 fehérje felismerte a C9 fehérjét ~55 kDa tartományban, míg egy másik, 

negatív kontroll antitest, ami albumin specifikus (BSI0097), nem ismerte fel a C9-et (8. ábra). 

A preparátum nem tartalmaz teljes C9 molekulát; a felismert C9 valószínűleg egy degradált 

forma lehet [135], mivel a teljes hosszúságú C9 molekulatömege 63,173 kDa. 

 
 
5.2.2. C9 vizsgálata plazmában 
 
Miután validáltuk a BSI anti-C9 mAb-okat, ezek segítségével immunoprecipitáltunk kontroll 

és tüdőrákos poolozott teljes plazmát. A poolok 167 kontroll és 207 tüdőrákos beteg mintáit 

tartalmazták.   

Az immunoprecipitátumokban vizsgáltuk, a C9 fehérje jelenlétét. Az immunoprecipitált 

kontroll és tüdőrákos mintákat SDS-PAGE után Western blottal ellenőriztük. A Western 

blotthoz BSI0449:BSI0639 1:1 arányú elegyét használtuk. A BSI0581 korábbi Western blott 

kíséretek során nem működött teljes plazmát használva. Másodlagos antitestként GAM-HRP-t 

használtunk 2500x hígításban (9. ábra).  
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9. ábra: Immunoprecipitált (IP) kontroll (Ctrl) és tüdőrákos (LC) minták Western blott képe. 

A: lumineszcens fénnyel történt előhívással, B: UV fénnyel történt előhívással. 1. sáv: 

BSI0449 IP Ctrl plazma minta. 2. sáv: BSI0449 IP LC plazma minta. 3. sáv: BSI0581 IP Ctrl 

plazma minta. 4. sáv: BSI0581 IP LC plazma minta. 5. sáv: BSI0639 IP Ctrl plazma minta. 6. 

sáv: BSI0639 IP LC plazma minta [134]. 

 

Az eredmények alapján a kiválasztott mAb-ok a vérplazmában is felismerték a C9-et, 

körülbelül 52 kDa és 68 kDa körüli tartományban. Ezek a formák valószínűleg a korábban 

detektált degradált C9, valamint a poszttranszlációs módosulásokkal rendelkező teljes 

hosszúságú plazma C9-et mutatják.  

 
 
5.3. A C9-en lévő epitópok átfedésének vizsgálata 
 
Kötődés kompetíciós ELISA tesztet végeztem, hogy megvizsgáljam, a három anti-C9 

specifikus mAb különböző epitópokat ismer-e fel. Ebben a kísérletben a 96 nyílású lemezt 

tisztított, kereskedelmi forgalomban kapható C9-cel burkoltam. Erre következő rétegként a 

nem biotinilált BSI anti-C9 (BSI0449, BSI0581, BSI0639) ellenanyagok következtek 

különböző koncentrációkban (1 µg/ml és 10 µg/ml). A második antitest a biotinilált antitest 

(BSI0449, BSI0581, BSI0639) volt, 1 µg/ml koncentrációban. (Az antitestek biotinilálását is a 

laborban végeztem. A biotiniláltsági fokot HABA teszttel, az antitest koncentrációt BCA 

teszttel ellenőriztem.)  

Az első kísérlet során az elsődleges, nem biotinilált antitest a BSI0449 volt, különböző 

koncentrációkban. Negatív kontrollként C9 helyett marha szérumalbumin rétegzést 
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használtam. Pozitív kontrollként a C9 fehérjét közvetlenül a biotinilált anti-C9 mAb-bal 

detektáltam. Technikai kontrollként a C9-re nem biotinilált antitestet tettem, majd erre 

kötöttem rá a GAM-HRP-t (10. ábra). A kontrollhoz viszonyított jelintenzitás 

szignifikanciáját táblázatban foglaltam össze (1. táblázat). Ezt a kísérletet elvégeztük a 

BSI0581-es (11. ábra, 2. táblázat) és a BSI0639-es (12. ábra, 3. táblázat) mAb-ok esetében is.  

 

 

 
10. ábra: BSI0449 mAb által felismert epitóp kompetíciós ELISA vizsgálata [134]. 

 

 

1. táblázat: BSI0449 mAb által felismert epitóp jelintenzitásának kontrollhoz viszonyított 

szignifikancia értékei. (Piros színnel kiemelve a nem szignifikáns érték.) 

 

 

 

 

 

BSI0449_1µl+BSI
0449_biot

BSI0449_10µl+BSI0
449_biot

BSI0449_1µl+BSI
0581_biot

BSI0449_10µl+BSI
0581_biot

BSI0449_1µl+BSI
0639_biot

BSI0449_10µl+BSI
0639_biot

BSA+BSI0449_
biot

C9+BSI0449_
biot

BSI0449_1µl+BSI0449_biot 0,0001974 7,69E-05 1,26E-05 2,23E-05 0,0001055 0,0001645 0,008822
BSI0449_10µl+BSI0449_biot 3,15E-10 1,10E-06 4,11E-06 3,57E-05 0,0001181 0,00481
BSI0449_1µl+BSI0581_biot 0,02836 0,005988 0,00439 4,46E-08 0,7898

BSI0449_10µl+BSI0581_biot 0,09774 0,01422 6,85E-06 0,3297
BSI0449_1µl+BSI0639_biot 0,1148 1,40E-05 0,1659

BSI0449_10µl+BSI0639_biot 5,05E-05 0,07924
BSA+BSI0449_biot 0,003907
C9+BSI0449_biot

BSI0449 epitóp vizsgálat 
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11. ábra: BSI0581 mAb által felismert epitóp kompetíciós ELISA vizsgálata [134]. 

 

 

2. táblázat: BSI0581 mAb által felismert epitóp jelintenzitásának kontrollhoz viszonyított 

szignifikancia értékei. (Piros színnel kiemelve a nem szignifikáns érték.) 

 

 

BSI0581 epitóp vizsgálat 

BSI0581_1µl+BSI
0581_biot

BSI0581_10µl+BSI0
581_biot

BSI0581_1µl+BSI
0449_biot

BSI0581_10µl+BSI
0449_biot

BSI0581_1µl+BSI
0639_biot

BSI0581_10µl+BSI
0639_biot

BSA+BSI0581_
biot

C9+BSI0581_
biot

BSI0581_1µl+BSI0581_biot 8,12E-05 0,004346 0,0001063 1,87E-06 0,0001135 9,81E-05 0,001322
BSI0581_10µl+BSI0581_biot 0,001322 2,03E-05 2,55E-06 7,77E-05 0,0006838 0,001225
BSI0581_1µl+BSI0449_biot 0,2351 0,002546 0,006891 0,002484 0,001413

BSI0581_10µl+BSI0449_biot 2,59E-05 0,001006 6,40E-05 0,001914
BSI0581_1µl+BSI0639_biot 0,09963 1,65E-05 0,03854

BSI0581_10µl+BSI0639_biot 0,0001146 0,009527
BSA+BSI0581_biot 0,001459
C9+BSI0581_biot
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12. ábra: BSI0639 mAb által felismert epitóp kompetíciós ELISA vizsgálata [134]. 

 

3. táblázat: BSI0639 mAb által felismert epitóp jelintenzitásának kontrollhoz viszonyított 

szignifikancia értékei. (Piros színnel kiemelve a nem szignifikáns érték.) 

 

 

 

 

Eredményeink arra engednek következtetni, hogy a vizsgált epitópok függetlenek egymástól, 

de a BSI0449 mAb a BSI0581-es és a BSI0639-es epitóp elérhetőséget is kismértékben 

ugyan, de befolyásolja. Feltételezésünk szerint molekuláris átrendeződés indukciója útján.     

 

 

  

BSI0639 epitóp vizsgálat 

BSI0639_1µl+BSI
0639_biot

BSI0639_10µl+BSI0
639_biot

BSI0639_1µl+BSI
0449_biot

BSI0639_10µl+BSI
0449_biot

BSI0639_1µl+BSI
0581_biot

BSI0639_10µl+BSI
0581_biot

BSA+BSI0639_
biot

C9+BSI0639_
biot

BSI0639_1µl+BSI0639_biot 1,01E-05 4,24E-06 1,36E-05 1,80E-07 4,69E-05 0,00414 2,24E-05
BSI0639_10µl+BSI0639_biot 2,09E-06 8,17E-09 2,19E-07 2,91E-05 0,06491 2,07E-05
BSI0639_1µl+BSI0449_biot 0,00593 0,0001577 0,02695 0,0001871 0,0006429

BSI0639_10µl+BSI0449_biot 5,00E-05 0,003544 0,008432 0,0006855
BSI0639_1µl+BSI0581_biot 0,0235 0,0002032 0,1695

BSI0639_10µl+BSI0581_biot 1,90E-05 0,007626
BSA+BSI0639_biot 9,74E-06
C9+BSI0639_biot
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5.4. A C9 epitóp-függő heterogenitásának fehérjekémiai analízise  
 
5.4.1. Epitóp heterogenitás fehérjekémiai analízise SDS-PAGE analízissel 
 
Megvizsgáltam, hogy van-e összefüggés az epitópokkal összefüggésbe hozható molekuláris 

heterogenitás és a biomarker érték között. Ehhez először a három anti-C9 mAb-bal (BSI0449, 

BSI0581, BSI0639) precipitáltam kontroll és tüdőrákos plazmákat. Az 

immunoprecipitátumokat, redukáló SDS-PAGE gélen, különböző térfogatban vittem fel (10 

µl és 15 µl), majd a géleket Coomassie G-250 és ezüstfestéssel is megfestettem (13. ábra).    

 

 
 

13. ábra: A poolozott kontroll és tüdőrákos plazmaminták immunprecipitátumainak (IP) 

vizsgálata anti-C9 mAb-okkal (BSI0449, BSI0581, BSI0639). A: kontroll és tüdőrákos plazma 

anti-C9 IP-je SDS-PAGE-en Coomassie G-250 festéssel. B: kontroll és tüdőrákos plazma 

anti-C9 IP-je SDS-PAGE-en ezüstfestéssel. A minták felviteli sorrendje és típusa a kép alatti 

magyarázó táblázaton látható [134]. 

 



52 
 

A BSI0449 és BSI0581 mAb-bal immmunoprecipitált minták között látszólag nem volt 

jelentős különbség. A BSI0639 mAb-bal immunoprecipitált mintákon ~70 kDa tartományban 

lévő sáv halványabb, a tüdőrákos mintákon két egymástól elkülönülő sáv is látható.  

 

5.4.2. Epitóp heterogenitás fehérjekémiai analízise tömegspektrometriás 

analízissel 
 

Mivel az SDS-PAGE felbontása nem volt elegendő a koprecipitált fehérjék közötti 

különbségek kimutatásához (kivéve a C9 molekulasúlyú fehérjéket), a mintákat tovább 

vizsgáltuk LC-MS/MS technológiával.   

A gyöngyökre anti-C9 mAb-okkal (BSI0449, BSI0581, BSI0639) kihorgonyzott C9-et és 

asszociált fehérjéit tripszinnel leemésztették le a gyöngyökről. A tripszinnel emésztett 

alikvotokat tömegspektrometriás analízissel elemezték a Szegedi Biológia Kutatóközpont 

Proteomikai Laborjában.  

A vizsgálat igazolta, hogy az anti-C9 mAb-ok reagálnak C9-cel, mivel az emésztett peptidek 

alikvotjainak 3-13%-a C9 volt és a C9-re vonatkozóan ez 30-45%-os C9 lefedettséget 

eredményezett. Más fehérjékre vonatkozóan az adatok nem voltak ilyen jók.   

 

5.4.3. Az LC-MS/MS eredmények adatanalízise 
 

Az epitópok különböző viselkedése olyan genetikai módosulásoknak is köszönhető lehetne, 

mint az alternatív splicing, illetve az alternatív transzlációs kezdő vagy stop hely. 

Megvizsgáltam, hogy az észlelt epitóp különbségek ezen C9 kódoló kapacitásra 

visszavezethető strukturális genetikai változásoknak köszönhetőek-e, visszatérképeztem a 

különböző mAb-okkal kapott MS peptideket az Enslembl adatbázisban található C9 

struktúrára (ENST00000263408.5) (14. ábra).  

A C9 poszttranszlációs módosulásait publikációkból [136, 137] és a UniProt adatbázisból 

kerestem ki. A keresés során 7 különböző pozícióban (48, 51,215, 256, 277, 394, 415) volt N-

glikoziláció, 2 pozícióban C-mannoziláció (27, 30), és 4 pozícióban O-glikoziláció (24, 26, 

32, 258). 
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14. ábra: Az ábrán a C9 exon-intron struktúrája látható, melyre visszatérképeztük a MS 

analízisből kapott C9 peptideket. A zöld vonal a kontroll mintákat, a piros vonal a tüdőrákos 

mintákat jelöli. Az ábrán feltüntettük a szignál peptidet és a különböző helyeken található 

glikozilációs módosulásokat is [134]. 

 

 
A mintáikból minden esetben hiányoztak a szignál peptidek, mivel a C9 plazmában keringő, 

vagyis szekretált C9 volt. Az MS peptidek eloszlása hasonló volt.  

A kapott peptidek számát is összevetettük a különböző kontroll és tüdőrákos mintákban (15. 

ábra). A PeptideAtlas-ban található összes C9 peptidet kigyűjtöttem (478 darab) [Human 

2022-01 verzió], majd ezeket a peptidek kezdő pozíciói szerint sorba állítottam. Az így 

rendezett peptidek mindegyike kapott egy sorszámot (index). Ez a sorszám van a 15. ábra x-

tengelyén feltüntetve. A PeptideAtlas-ból kigyűjtött fehérjék indexszámaihoz igazítottam a 

C9 MS peptidjeinket. 

 A C9 MS peptidek összevetéséből nem látszik jelentős különbség a különböző minták között.   
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15. ábra: A C9 MS peptidek százalékos eloszlása a különböző mintákban. Zöld színnel a 

kontroll, piros színnel a tüdőrákos minták eredményei láthatóak. A csúcsok magassága az 

adott peptid százalékos eloszlását jelöli. 

 

Az epitópok variabilitása poszttranszlációs módosulásnak is köszönhető, ezért a C9 MS 

peptideken különböző glikozilációs mintákat kerestünk. A UniProt adatbázisban és a 

különböző publikációkban talált poszttranszlációs módosulásokat az 14. ábrán is feltüntettem. 

Vizsgálatunk során csak a 415 pozícióban lévő N-glikozilációt (14. ábra, 16. ábra) találtuk 

meg, viszont ezt minden mintában. 
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16. ábra: A 415 pozícióban megtalált antennás glikán struktúra szerkezete. [3-deoxi-

nonulosonic acids (NeuAc)   , Hexóz (galaktóz)   , HexNAc (GlyNAc)     , Hexóz (mannóz)   ] 

 

A talált glikozilációs helyet egy nem módosított „erős” peptidere normalizálva különbségeket 

találtunk a glikoziláltság arányában a kontroll és a tüdőrákos mintákban (4. táblázat).  

 

4. táblázat: A táblázat a C9 fehérje 415-ös pozíciójában antennás HexNAc4NeuAc2 glikán 

struktúrával rendelkező peptid normalizált intenzitását és kontroll/LC arányát mutatja [134]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A kapott peptideket különböző háromdimenziós C9 szerkezetekre is visszatérképeztük (17. 

ábra, 18. ábra). A 17. ábra első harmadában láthatóak azok a peptidek melyek a mi kísérletünk 

MS eredményeiből kaptunk. Sárgával jelöltük azokat, melyeket a PeptideAtlas-ban is 

megtaláltunk. Kísérletünk során találtunk olyan peptideket, melyek nem szerepeltek a 

PeptideAtlas-ban ezeket lila, illetve piros színekkel jelöltük. Az ábra középső részén láthatóak 

zölddel azok a peptidek, melyeket mi nem találtunk meg, de a PeptideAtlas adatbázisban 

Minta  Normalizált intenzitás Kontroll/LC 
415 aránya 

BSI0449 
Ctrl  0,67 1,25 

  BSI0449 LC  0,54 

BSI0581 
Ctrl 1,02 4,88 

BSI0581 LC 0,21   

BSI0639 
Ctrl 1,00 5,83 

BSI0639 LC 0,17   
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szerepelnek. Az ábra harmadik harmadában látható együtt a megtalált és a mi kísérleteinkből 

hiányzó peptidek.    

 

17. Ábra: A kísérleteink során kapott és a PeptideAtlas-ban talált peptidek elhelyezkedése a 

szolubilis komplexben lévő C9 dimeren (PDB: 7NYC). (Sárga, lila és piros színekkel a 

kísérleteinkből származó peptidek. Zöld színnel csak a PeptideAtlas-ban megtalált peptidek.) 

 

18. ábra: A kísérleteink során kapott és a PeptideAtlas-ban talált peptidek elhelyezkedése a 

gyűrűvé záródott C9 komplexen, 22 C9 alegység, formán (PDB: 5FMW) látható. (A 

kísérleteinkből származó peptidek sárga, lila és piros színekkel vannak jelölve, míg a 

PeptideAtlas-ban található peptidek zöld színnel vannak ábrázolva.) 
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A peptideket visszatérképeztük egy gyűrűvé zárult C9 szerkezetre is. A 18. ábra első felén 

láthatóak a kísérleteink során kapott peptidek, a második felében azok a peptidek melyek a 

PeptideAtlas-ban szerepelnek, de mi nem találtuk meg. 

Mind a két szerkezeti képen jól látható, hogy felszínen lévő, más fehérjéhez kapcsolódási 

pontként szolgáló fehérjéket nem találtunk meg.  

 

5.4.4. C9 asszociált plazmafehérjék 
 

A fehérje komplexek dinamikusan változhatnak különböző fiziológiás állapotokban. Ezek a 

különböző fehérje-fehérje kölcsönhatás változások epitópokat takarhatnak el vagy tehetnek 

elérhetővé. Ennek vizsgálatára elemeztük a C9-cel asszociált fehérjéket. A C9-hez a kísérletek 

során összesen 78 különböző fehérje koprecipitálódott, különböző összetételben. Ezek közül 

kiválasztottuk azt a négyet, melyekben a kontroll és tüdőrákos mintában legalább két 

peptidnyi különbség volt a különböző anti-C9 mAb-okkal vizsgálva (5. táblázat). Radar 

diagramon (19. ábra) ábrázoltuk ezt a négy fehérjét C9-cel együtt, illetve anélkül.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19. ábra: A C9 fehérje, illetve a négy fehérje kiválasztott egyedi peptidjeinek eloszlása radar 

diagramon ábrázolva. Az ábra bal oldalán a C9 fehérjével, az ábra jobb oldalán a C9 fehérje 

nélkül [134]. 
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5. táblázat: A táblázatban szerepel a C9 fehérje egyedi peptideinek száma, valamint az 

általunk kiválasztott négy fehérje egyedi peptideinek száma és lefedettsége a különböző MS 

mintákban. [134]. 

 

 

A radar diagramról és a táblázatról is látható, hogy a plazma C9-hez a vizsgált koprecipitált 

fehérjék különböző mértékben asszociálódnak. A BSI0449 kontroll és LC minta is erősen 

C4A asszociált, míg a BSI0639 LC mintában nem találtunk C4A peptidet. A hornerint 

(HRNR) nem találtuk meg a BSI0581 és BSI0639 LC mintákban. HSP90AB1 peptideket nem 

találtunk a BSI0449-es mintákban, míg erősebben asszociált a BSI0639-es mintákkal. HSPA8 

peptideket csak a BSI0639-es mintákban találtunk.   
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BSI0449 
Ctrl 21 312 12 48 10,7 1 2 0,8 0 0 0 0 0

BSI0449 
LC 22 509 13 64 13 1 4 0,8 0 0 0 0 0

BSI0581 
Ctrl 24 491 3 1 1,3 2 7 1,7 4 1,9 0 0 0

BSI0581 
LC 21 332 3 1 1,3 0 0 0 4 1,9 0 0 0

BSI0639 
Ctrl 16 139 6 3 4,4 1 1 0,8 14 7,7 2 7 3,4

BSI0639 
LC 14 135 0 0 0 0 0 0 14 9,8 1 2 1,9

0

0

1

1

4

5

Minták
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Egyedi 
peptid 
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6. Megbeszélés  
 

Az epitomika a munkacsoportunk által elsőként leírt omaikai tudomány, amely proteinek 

dinamikus epitóp változásait vizsgálja egészséges és különböző patológiás állapotokban. 

Extenzív és globális PEP technológiával a vizsgálható epitópok száma, biomarker értéke és 

funkció relevanciája szélesebb körben is kiterjeszthető lesz. Munkám az első lépés ebben az 

irányban.  

 Az eddigi felfedezett vérplazma epitomikai biomarkerek diagnosztikai célra vagy 

betegkövetésre is alkalmasak lehetnek. Nem jelentenek majd extra sugárterhelést a betegek 

számára, és kivitelezésük sem igényel nagyobb gépparkot és anyagi befektetést. Az eddigi 

LDCT-vel végzett klinikai szűrővizsgálatok alapján megállapítható, hogy a nagyszámú 

álpozitív eredmények csökkentése szükséges. Erre különböző rizikófaktorokat alkalmazva 

algoritmusokat lehet kidolgozni, bevethető a mesterséges intelligencia és mindez 

kiterjeszthető a biomarkerekre, illetve az ezeket is magába foglaló multivariáns index 

megközelítésekre. 

Az általunk vizsgált C9 fehérje, a veleszületett immunrendszer komplement kaszkád részének 

az utolsó eleme, a terminális komplex része. A terminális komplexben polimerizálódik és 

csatlakozik az előzetes kialakult C5b-C6-C7-C8 komplexhez. A C9 a plazmában monomer 

formájában kering. A polimerizációtól a keringésben a clusterin és a vitronectin védi meg 

[138, 139].  

A C9 fehérjét korábban már azonosították gyomor-, tüdő-, és végbélrák biomarkereként [140-

142]. Ezekben a publikációkban csak a C9 fehérje mennyiségi jelenlétét vizsgálták.  

Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai alapján a QuantiPlasma mAb könyvtárból 

kiválasztottunk három olyan anti-C9 antitestet, melyek sbCIA vizsgálat alapján, különböző 

módon asszociálnak tüdőrákos plazma mintákkal [132]. A profilírozott epitópok között, volt, 

amelyik neutrálisan, pozitívan vagy negatívan asszociált a kísérletek során tüdőrákos plazma 

mintákkal. 

Munkánk során a C9 eddig nem publikált epitóp függő molekuláris heterogenitását vizsgáltuk 

kontroll és tüdőrákos plazmamintákon. Megpróbáltuk megérteni a korábban felfedezett, eltérő 

asszociációt mutató, jelenség okait. 
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Először validáltuk az anti-C9 mAb-okat kereskedelmi forgalomban kapható C9 fehérjével. 

Ennek során Western blottal bebizonyosodott, hogy mind a három kiválasztott anti-C9 mAb 

felismeri a C9 fehérjét. Ugyan a kapott molekulasúly alatta volt az irodalmi értéknek, ezért 

feltételezzük, hogy degradáció [135] érte a tiszta C9-et vagy gyártás, vagy tárolás során. 

Miután validáltuk antitestjeinket, megvizsgáltuk az epitópok függetlenségét kompetitív 

ELISA módszerrel. A három vizsgált epitóp közel független egymástól, de a BSI449 epitóp 

ellenanyag kötése kismértékben befolyásolja a másik két epitóp elérhetőségét vagy/és 

struktúráját.  

A C9 fehérje vizsgálatához először immunoprecipitáltuk a plazma C9-et a különböző 

antitesteken keresztül. A kapott immunoprecipitátumot SDS-PAGE-en futtattuk és 

megfestettük Commassie Blue, majd ezüst festéssel. A kapott eredmény alapján 

megállapítottuk, hogy a kapott mintázat közel azonos volt. Talán a BSI0639 esetében volt 

több sáv. Ez annak is köszönhető, hogy a BSI0639 kevesebb C9-et precipitált, így a sávok 

jobban el tudtak különülni. Ezt az is alátámasztja, hogy a C9-et Western blottal vizsgálva az 

immunoprecipitált mintákban is halványabb volt a kapott sáv a BSI0639 esetében. A C9 

heterogenitását vizsgáltuk tömegspektrometriás módszerrel is. A kapott peptideket 

visszatérképeztük a C9-es fehérjére. Eredményünk közel azonos peptideloszlást mutatott 

minden esetben. Ebből arra következtetünk, hogy a vizsgált mintákban a C9 struktúrája 

azonos lehet. Mivel a C9 szerkezete nagy valószínűséggel azonos a mintákban, ezzel nem 

lehet megmagyarázni a kutatást elindító megfigyelést, vagyis az eltérő epitóp asszociációt a 

kontroll és tüdőrákos mintákban.  

Két irányba folytattuk tovább a kísérleteket. Tömegspektrometriás vizsgálattal megvizsgáltuk 

a precipitált peptidek segítségével épített C9 molekula modelleket, a 415-ös pozíció N-

glikozilációját, ás a koprecipitált fehérjéket minden epitópra és mindkét mintatípusra 

vonatkozóan.   

A C9-nek számos poszttranszlációs módosulását találtuk publikációkban [136, 137] és a 

Uniprot adatbázisban. Ezekből a módosulásokból mi csak a 415-ös helyen található N-

glikozilációt találtuk meg, ezt viszont minden mintában. Ezt a pozíciót tartalmazó peptidet 

egy nem módosított, minden mintában jelenlévő C9 peptidhez normalizálva azt kaptuk, hogy 

ugyan ez a 415-ös pozícióban N-glikozilált peptid minden mintában jelen van, viszont más 

arányban. A BSI0449-es mintákban a kontroll és tüdőrákos mintákban közel azonos volt az 

arány, míg a BSI0581 és BSI0639 esetében közel 5x nagyobb volt az N-glikoziláltsági arány 

a kontroll javára. A koprecipitált fehérjéket vizsgálva megállapítottuk, hogy ezek aránya más 
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és más antitestenként, és kontroll – tüdőrák viszonylatban is. Ezek alapján arra 

következtetünk, hogy a C9 különböző proteoformáit találtuk meg a kiválasztott anti-C9 

antitestekkel (6. táblázat). Bár az asszociáció más fehérjékkel nem tartozik a proteoformákat 

egymástól megkülönböztető faktorok közé, az egyszerűség kedvéért mégis az alábbi 

táblázatban együtt tárgyaljuk őket. Feltételezzük, hogy a 2a és 2b formák olyan variánsokat 

képviselnek, melyek stressz vagy malignus elváltozás hatására keletkeznek a sejtben. A C9 

fehérje különböző helyeken is termelődhet [128, 129], akár ez is forrása lehet a különböző 

proteoformáinak. 

 

6. táblázat: A feltételezett C9 proteoformák [134]. 

 

Eredményeink alátámasztják azt az elméletet, mely szerint különböző proteoformák léteznek. 

Ezeknek a proteoformáknak és az epitóp elérhetőséget befolyásoló komplex képződésnek 

biomarker értékük is lehet. 

  

C4A HSP90AB1 415 gly 

 LC vs. Kontroll LC vs. Kontroll LC vs. Kontroll

Proteoforma 1 BSI 449+ igen
 nincs különbség, 

magas peptidszám
- - nincs különbség LC neutralális

különbség, alacsony 
az LC mintákban

különbség,  magas a 
kontrollban

különbség, alacsony 
az LC mintákban

LC asszociált

Proteoforma 3b BSI 639+ nem - igen nincs különbség LC asszociált

Proteoforma 3a BSI 639+ igen csak a kontrollban igen nincs különbség

nincs különbség LC asszociált

Proteoforma 2b BSI 581+ igen
nincs különbség, 

alacsony peptidszám
igen nincs különbség LC asszociált

különbség, magas a 
kontrollban

Epitóp / 
mAb

C4A 
asszociáció

HSP90AB1 
asszociáció

415 gly

Proteoforma 2a BSI 581+ igen
nincs különbség, 

alacsony peptidszám
igen
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7. Összefoglalás 
 

Napjaink technológiái lehetővé teszik a fehérjék egyre szofisztikáltabb megismerését. A 

fehérjék proteoformáinak leírása és különböző állapotokhoz való társítása, a fehérjék 

funkcióinak mélyebb megértéséhez vezet. Többek között a tudás felhasználható az egyes 

proteinek biomarker funkciónak bővítésére. 

Korábban kutatásaink során, protein epitóp profilírozással végzett vizsgálatokban felfedeztük, 

hogy a fehérjék epitópjai eltérő módon asszociálhatnak tüdőrákos plazában az antitestekkel. 

Munkacsoportunk korábbi kutatásait folytatva, a C9 fehérje epitópjait vizsgáltam. 

Kiválasztottunk a QuantiPlasma könyvtárából három olyan anti-C9 antitestet (BSI0449, 

BSI0581, BSI0639), melyekkel eltérő módon asszociáltak az epitópok tüdőrákos mintákban 

(semlegesen, negatívan és pozitívan). A jelenség biokémiai okát vizsgáltam munkám során. 

Az anti-C9 antitesteket először validáltuk Western blottal. Később vizsgáltuk a három C9 

epitóp egymástól való függetlenségét. Az epitópok nagymértékben függetlenek voltak 

egymástól. Tömegspektrometriás módszerrel kontroll és tüdőrákos mintákból 

immunprecipitált minták C9 fehérjéit vizsgálva megállapítottuk, hogy a C9 peptid eloszlás 

közel azonos volt, ezért nem valószínű, hogy a különbségek oka a C9 szerkezetében lehet. 

Ezután a C9 koprecipitált fehérjéit elemeztük. A kiválasztott antitestjeinkkel 

immunoprecipitált mintákat SDS-PAGE-n vizsgáltuk. A kapott mintázat minden mintában 

közel azonos volt. Tömegspektrometriás módszerrel elemeztük a koprecipitált fehérjéket is. 

Olyan fehérjéket választottunk ki, amelyeknél a kontroll és tüdőrákos minták között legalább 

két peptidre vonatkozóan volt eltérés. Három olyan fehérjét találtunk, amelyek nem csak az 

antitestek között, hanem kontroll és tüdőrákos minták között is eltérést mutattak. A C4A 

erősen asszociált a BSI0449 mintákkal, a BSI0639-es tüdőrákos mintában nem volt jelen. A 

HSP90AB1 a BSI0639-es mintákkal asszociált erősen és a BSI0449-es mintákban nem volt 

jelen. A HSPA8 pedig csak a BSI0639-es mintákban volt jelen. A C9 fehérje 415-ös 

pozíciójában lévő N-glikozilációs heterogenitást találtuk. Annak ellenére, hogy jelen volt 

minden mintában, a 415-N-glikoziláció arányaiban mutatott eltérés kontroll és tüdőrákos 

mintákban a BSI0581 és BSI0639 epitópok pozitív feltételezett proteoformák esetében. 

Ezekben 5x több volt a glikozilált peptid a kontroll mintákban. A BSI0449 esetében a két 

állapot között nem volt eltérés.  
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Eredményeink arra engednek következtetni, hogy a C9 fehérjének több proteoformája is van. 

Ezek a proteoformák különböző epitópokon keresztül vizsgálhatóak. A különböző 

proteoformáknak és a velük koprecipitált fehérjéknek többek között, jelentős biomarker 

értékük lehet tüdőrákban. Munkám elsőként nyújt biokémiai magyarázatot az epitóp 

megközelítés biológiai jelentőségére.       
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8. Summary 
 

The technology development of our days allow for an increasingly sophisticated 

understanding of proteins. Describing the proteoforms of proteins and associating them with 

different states lead to a deeper understanding of protein functions. This knowledge can also 

be used to expand the biomarker function of proteins.  

In our previous research, through protein epitope profiling studies, we discovered that protein 

epitopes can associate with lung cancer in distinct ways. Continuing the previous research of 

our workgroup, I investigated the epitopes of the C9 protein. We selected three anti-C9 

antibodies (BSI0449, BSI0581, BSI0639) from the QuantiPlasma library, and found that the 

epitopes in lung cancer samples showed varying associations (neutral, negative and positive). 

During my work, I investigated the biochemical basis of this phenomenon. 

We first validated the anti-C9 antibodies using Western blot. Subsequently, we examined the 

independence of the three epitopes from each other. The epitopes were largely independent of 

each other. Using mass spectrometry, we examined the C9 protein from immunoprecipitated 

samples of control and lung cancerous plasma. We found that the distribution of tryptic 

peptides was nearly identical, suggesting that the observed differences are unlikely to 

originate from the structural difference of C9 variants or proteoforms. Subsequently, we 

analyzed the co-precipitated proteins of C9. We examined the immunoprecipitated samples 

using SDS-PAGE with our selected antibodies. The obtained pattern was nearly identical in 

all samples. We also analyzed the co-precipitated proteins using mass spectrometry. We 

selected proteins that showed at least two peptide differences between the control and lung 

cancer samples. We then identified three proteins that exhibited differences not only among 

the antibodies but also between the control and lung cancer samples. C4A strongly associated 

with BSI0449 samples and it was absent in the BSI0639 lung cancer sample. HSP90AB1 

exhibited a strong association with the BSI0639 samples and was absent in the BSI0449 

samples. On the other hand, HSPA8 was present only in the BSI0639 samples. Investigating 

the N-glycans; at position 415 of C9, we found N-glycosylation in all samples. Although 415-

glycosilation was present in all samples, there were differences in the ratio of the 415-N-

glycosylation between control and lung cancer samples of BSI0581 and BSI0639. In these 

cases, the glycosylated peptide was about 5 times more abundant in the control samples. In 

case of BSI0449, there was no difference between the two states. 
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Our results suggest that the C9 protein has multiple proteoforms. These proteoforms can be 

examined through different epitopes. The various proteoforms and the co-precipitated proteins 

may hold biomarker potential and further biological understanding with respect to lung 

cancer. 

My work is the first to provide molecular proof to demonstrate the biological value of 

epitope-based proteome analysis. 
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9. Új megállapítások 

 

1. Különböző epitópokon keresztül precipitált C9 fehérjék különbséget mutatnak LC és 

kontroll plazmában. 

2. A visszatérképezett C9 peptidjeinek eloszlása azonos molekuláris szerkezetet sugall a 

különböző epitópokon keresztül precipitált C9 formák között LC és kontroll 

plazmában. 

3. A koprecipitált fehérjék minőségi és mennyiségi különbségeket mutatnak a kontroll és 

LC plazma között. 

4. A C9 N-glikozilációs aránya a 415. pozícióban jelentős eltérést mutat a kontroll és LC 

plazma között.  
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