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1. Bevezetés

A tidérak a legnagyobb mortalitdsu rakos megbetegedés, melyben évente tobb millidan
halnak meg vildgszerte. Az 6téves tulélési ardny 10-20% kozott mozog. A statisztikdk szerint,
eurdpai viszonylatban Magyarorszagon volt a legmagasabb a tiidorakban elhunytak aranya

2019-ben.

A Dbetegek tulélését befolyasolja a betegség lehetd legkorabbi stadiumu diagnosztizalasa.
Tobb, nagy nemzetkdzi sziir6program eredményeire alapozva, jelenleg a korai stddiumok
kisziirésére az alacsony dézisi CT (LDCT) képalkotas az ajanlott moédszer. Bar tobb korai
stadiumu tiidérdkos beteget sziirtek ki a programokban, az alpozitiv eredmények szama
minden vizsgalatban magas volt. Szamos moddszerrel probaljak csokkenteni ezt a magas
aranyt, példaul mas képalkotd6 modszerekkel (magneses rezonancia képalkotas),

rizikofaktorokra épitett algoritmusokkal, mesterséges intelligenciaval, vagy biomarkerekkel.

A biotechnologia fejlodésével egyre szofisztikaltabb modszerek allnak rendelkezésiinkre a
biomarkerek fejlesztésére és validalasara. Ma mar nem csak mennyis€gi, hanem mindségi

jellemzdit is mérhetjiik egy-egy biomarkernek.

Fehérjék szubprotein szinten vizsgalhatd epitdpjai, és az epitdpokon keresztiil elkiilonithetd
proteoformék nagysagrendekkel novelhetik az egy génrdl keletkezd proteoformak szdmat.
Ennek oka, hogy a genomszekvencia alapjan feltételezett fehérjeszam nem 20 000 kortili,

ezaltal az epitopok strukturdjara és hozzaférhetdségére is.

Munkacsoportunk altal 1étrehozott PlasmaScan és QuantiPlasma monoklonalis konyvtarak
hasznalataval lehetdség nyilik egy fehérje tobb epitdpjanak a vizsgélatra, igy a lehetséges
proteoformék detektaldsara. A kiilonb6z6 proteoformék asszocidlhatnak kiilonboz6 patologias

allapotokkal, igy biomarker funkciot adva a proteoformat detektald epitopnak.

crer

kialakulasdnak lehetséges okait, az eddig elvégzett sziirdvizsgalatok eredményeit. A
nemzetkézi LDCT sziirdvizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a jobb eredmények
érdekében sziikséges lenne a CT alapu sziirést mas modszerekkel is kiegésziteni a jobb
eredmények érdekében. Ilyen kiegészitdé moddszer lehet a biomarker vizsgalat, melynek uj

iranyvonala a fehérje epitop profilirozas.



Munkdm soran a komplement C9 fehérje harom epitdpjat vizsgaltam monoklonalis
antitestekkel kontroll és tiidérakos mintakban. Eredményeinkkel szeretnénk hozzajarulni 1j,
epitop alapi C9 biomarkerekhez, melyek sikeres kiegészitdi lehetnek a jelenlegi tiidérak

szlirési programoknak.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A tiidorak epidemioldgiaja vilagviszonylatban

Isaac Adler 1912-ben irta meg az elsé angol nyelvi, teljes egészében a tiidorakrdl szolo
monografidjat, melyben 374 esttanulméanyt gyiijtott Ossze [1]. Habar ez a betegszam
magasnak tlinik, valojaban alacsonynak szamit, figyelembe véve, hogy Adler 1912-ig
Osszesen ennyit talalt az addig megjelent szakirodalomban, amely a tiidérdkot igen ritka
betegségnek tekintette. Adler volt az elsd, aki tanulmanyaban Gsszefliggést fedezett fel a

dohanyzas ¢és a tiidorak kozott.

Manapsag a betegségek kozott a rdkos megbetegedések jelentik vilagszerte a legnagyobb
klinikai, tarsadalmi és gazdasagi terhet. A tiidorak a vildgon, a masodik leggyakrabban
diagnosztizalt és a legnagyobb mortalitdshoz vezetd raktipus mind a két nemet figyelembe
véve (1. abra). A varhato atlagos 6téves talélés koriilbeliil 10-20% kozotti, azok kozott, akiket
2010-2014 kozott diagnosztizaltak tiidorakkal. Ez a mutatd Japanban (33%), Izraelben (27%)
¢s Koredban (25%) magasabb az atlagnal [2].

Incidencia Halalozas

Emlérdk (n6i)
Tiidérak
Vastagbélrik

Prosztatarak
Gyomorrdk
Majrak
Nyeléesordk
Méhnyakrak
Pajzsmirigyrak

Hélyagrék

Hasnyéalmirigyrak
Egyéb

19,3 millio 1) eset 9,9 millié halaleset

1. abra: Az uj diagnosztizalt esetek és elhalalozasok aranya a rdakos megbetegedések kozott

vilagviszonylatban [2] (Sajat szerkesztés).
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2019-ben a haldlozasok 55%-at 10 {6 okra tudtak visszavezetni. Ez a 10 {6 ok vilagszerte 55,4
milli6 ember halalat okozta. A 10 f6 ok koziil 7 kronikus betegség volt, melyek az 6sszes
halaleset 74%-aért volt felelds. Ezen okok kozé tartozik hatodik vezetdé okként - egyetlen
raktipusként - a horgd és tiido rosszindulatu daganatos elvaltozasai (ICD-10:C34). Ez a rékos

megbetegedés 2000-ben 1,2 millio, 2019-ben mar 1,8 milli6 emberéletet kdvetelt [3].

A bruttd hazai termék (GDP) alapjan négy osztalyba soroljak az orszagokat: alacsony,
kozepes, kozepesen magas €s magas jovedelmii orszagok. Az alacsony és kdzepes alacsony
jovedelmii orszagokban nem szerepel az elsé tizben, viszont a kdzepesen magas (pl.:
Magyarorszag) és magas jovedelmii orszagokban negyedik helyen all a vezetd haldlok kdzott

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

2.2. A tiidorak epidemiologiaja Magyarorszagon

Eurdpai viszonylatban, Magyarorszagon volt a legmagasabb a rakos megbetegedésekben
elhunytak aranya (320,87 / 100 000 lakos) 2020-ban. Az Eurdpai Unios atlag ardny 242,24 /
100 000 lakos volt ugyanebben az évben [4]. A tliidordkban elhunytak ardnya a legmagasabb
volt 2019-ben Magyarorszagon az eurdpai orszagok kozott (84,4 / 100 000 lakos) [5].

Egy 2018-ben megjelent dsszefoglaldo kozleményben, melyben 40 eurdpai orszagban a 25
leggyakoribb raktipust vizsgaltak, Magyarorszagon volt a legmagasabb a tiidorak incidenciaja
(férfiaknal 111,6, néknél 58,7 100 000 lakosra vonatkoztatva), és tiidorak elhaldlozasi arany

(férfiaknal 97,1, noknél 44,3 100 000 lakosra vonatkoztatva) [6].

Egy 2019-ben megjelent magyar tanulmanyban a Nemzeti Egészségbiztositasi Alapkezeld
(NEAK) adatait hasznalva a 2011-es ¢€s 2016-0s idészakra szamolva a tiidérdkban elhunytak
aranya ennél joval kevesebb volt [7]. A tanulmdnyba azok a betegek keriiltek be, akiknél
2011. janudr 1. és 2016. december 31. kozott Gjonnan diagnosztizaltak tiidorakot; kétszer
megjelentek vizsgalatra 30 napon til, de egy éven beliil; a diagnozis feléllitasakor elmultak 20
évesek; ha a beteg elhunyt a diagnozis feléllitdsa utan 60 nappal. A tanulmanybol kizar6é ok
volt, ha a diagnozis feldllitdsa utdna 6 honapon beliil vagy 12 honap utan a tiidérakon kiviil
mas rakos megbetegedést is diagnosztizaltak; ha a beteg 6 honapon beliil vagy 12 hénap utan
a tidorak kezelésen kiviil mas rakterapiat is kapott. Ezeket a kritériumokat figyelembe véve
2011-ben 7158, mig 2016-ban 6996 1j beteget regisztraltak az Orszadgos Korhazbiztositasi
Alap (NHIF) adatbazisba. A magyar tanulmany kovetkeztetései a kdvetkezok voltak: ugyan a
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kor szerint standardizalt el6fordulasi arany magas az orszagban, de alacsonyabb, mint ahogy
azt a Ferlay [6] tanulmdnyban mutattdk mind a két nemnél; a kor szerint standardizalt
el6fordulasi arany a férfiaknal csokkend, mig a ndknél emelkedd tendenciat mutat. A Ferlay
tanulmanybdl szamolt eredményekhez statisztikai modellekkel szamoltdk ki a becsiilt
eléfordulasi és haldlozasi aranyokat a nemzeti rakregiszterekben publikalt adatokbol, ha azok
elérhetéek voltak; ha pedig nem akkor megbecsiilték az adatokat [6]. Mivel Magyarorszag
nem jelentett nemzeti el6fordulasi adatokat a Ferlay tanulmany altal vizsgalt idészakban, igy
azt csak megbecsiilték az Egészségiigyi vildgszervezet (WHO) adatait felhasznalva a
kornyez6 orszagok eléfordulési és halalozasi aranyaibdl. Ezen kiviil, csak a halélozési adatok
voltak elérhetdek a Kozponti Statisztikai Hivatalon (KSH) keresztiill a magyarorszagi
adatokbol, melyek posztmortem vizsgalatokbol szarmaztak. Magyarorszdgon nagyon magas a
korhazi elhalalozas utani boncoldsok szama [8]. A klinikai eredményekhez képest magasabb
rakos el6fordulasi aranyt lehet kimutatni a boncolas soran [9]. A két tanulmany kozotti
kiilonbség magyarazhaté az adatok gyiijtési modjanak eltéréseivel és a korhazban tortént

elhalalozas utani boncoldsok magas aranyaval.

Magyarorszagon, a vizsgalt 2011-2016 kozott id0szakban, magas a tiidérakban elhunytak
aranya (férfiaknal: 72,8; néknél: 28,2 / 100 000 lakos) [7], de feltehetéen nem olyan magas,
mint ahogy a nemzetkdzi statisztikdk mutattak (férfiaknal: 96,4, n6knél: 37,7 / 100 000 lakos)

[6].

2.3. A tiidorak szovettani osztalyozasa

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) jelenleg érvényben 1€v0 irdnyelvei alapjan tiidérak
két nagy szoOvettani csoportba sorolhaté: a nem-kissejtes tiidordk (NSCLC) 85%-ban, a
kissejtes tiidérak (SCLC) 15%-ban fordul elé [10]. AZ NSCLC morfologiai jegyei alapjan
tovabb oszthatd nagyobb alcsoportokra: az adenokarcindmara, a laphamkarcinémara,

nagysejtes karcindmara és egy¢b tipusu karcindémakra [11].

A betegség lefolyasa ¢és id6tartama is egyénenként eltérhet, de jellemzdéen hosszu a kialakulas
folyamata. Az NSCLC novekedése a nagyon gyors és a nagyon lassi novekedést is mutathat,
sOt, akdr a visszafejlodés is tapasztalhatd. Az adenokarcindma novekedése lényegesen
lassabb, mint a laphamsejtes karcinomaé. Egyes adenokarcinomak akar olyan térfogat-

duplézodasi 1d6t is mutathatnak, amelyek kiviil esnek a jelenleg elfogadott tartomanyon. A
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rosszul differencidlt daganatok altaldban gyorsabban novekedtek, mint a jol differencialt
daganatok [12]. A korai stddiumban gyors tumor ndvekedése, a II. és III. stddiumban
novekedése lassul vagy stagndl, majd a IV. stddiumban ismét felgyorsul. Mire a fizikai
tiinetek kialakulnak, addigra mar szamos mutacio kovetkezik be magéaban a tumoros sejtekben

¢s a tumor mikrokornyezete is jelentdsen megvaltozik [13].

Jelenleg a TNM atlasz [14] altal javasolt stddium besorolds alapjan dontenek a tumorok
besorolasarodl, és a javasolt nemzetkozi irdnyelvek helyi protokollokba vald beépitése alapjan,

azok kezelésérol.

A tumorok komplex betegségek, kialakuldsdhoz egyarant hozzajarulhatnak genetikai és

kornyezeti tényezok is. A megfeleld kezelés kivalasztasdhoz, de mar a stddium besorolashoz

crer

2.4. A tiudorak okai

2.4.1. Genetikai okok

Tumoros elvaltozashoz vezet a szomatikus sejtek DNS-ében bekovetkezett mutacidok
felhalmozodasa. Nem minden elvaltozas jelenik meg az Osszes tumoros sejtben. Jellemzden
egy vagy annal tobb vezetd mutacid, melyek a tumoros sejt ttlélését segitik eld, talalhatod egy
tumoros sejtben, de szamuk tipusonként 1 és 10 kozott valtozhat [15]. Az orokletes mutaciok

mellett (TP53, EGFR), szerzett mutaciok (TP53, KRAS) is riziko6 faktornak szamit [16].

24.1.1. Orokletes genetikai tényezék

Orokletes genetikai tényezok befolyasolhatjak egy-egy raktipus eléfordulasat, ha az elséfokt
rokonok kozott mar kettd vagy tobb eset is el6fordult.

Tobb tanulmany is foglalkozik a tiidérak csaladi halmozddasaval. Az 125 000 egyént magéaba
foglal6 tanulményban, akiket az 1952 és 1992 kozott utahi rakregiszter adatai alapjan szlrtek
ki, arra a megallapitasra jutottak, hogy szignifikansan magasabb volt a tiidérak csaladi
kockédzata. A tanulmanyban szignifikdns csalddi halmozodast allapitottak meg nem csak

tiidorakra, de mas, dohanyzassal Osszefliggd raktipusokra is, mint példaul a gége-, szdj- és
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méhnyak rak [17]. Egy 2756 egyént magaba foglald izlandi tanulmanyban, arra a
megallapitdsra jutottak, hogy az elséfoku rokonok kozott nagyobb volt a tiidordk
kialakulasanak kockazata, mint masod- és harmadfoku rokonok kozott [18].

Egy masik genetikai tanulmanyban kimutattak, hogy a tiidérak eléfordulasdhoz csalddon beliil
egy ritka autoszomalis gén is szerepet jatszhat, mely Mendeli kodomindns 6roklédését mutat
[19].

Ezek a tanulményok megerdsitik, hogy a tiidéraknak genetikai 6roklodése is valoszinii.

2.4.1.2. De novo mutaciok

A feltételezett csaladi halmozddason tl az ujonnan keletkezé mutécid szama is jelentds lehet
a tiidérak szempontjabol. A mutaciok kialakuldsdban jelentds szerepet jatszanak olyan

kornyezeti tényezok, mint a 1égszennyezettség [20], vagy a dohanyzas [21].

A medeli 6roklésmenetet mutato ,,egy” génben tortént mutaciok a tiidérak okai kdzott nagyon
ritkdn fordulnak elé. Ugyanakkor, tobb vizsgalat utal arra, hogy komplex, multigénes
tényezOk szerepet jatszanak a betegség kialakuldsdban. Fontos megemliteni a nikotinos
acetilkolin-receptort, mivel két jelentds vizsgalat is kimutatta, hogy a 15p25-24-es régidban, a
nikotinos acetilkolin-receptor alegységeket kodolé (CHRNAS, CHRNA3 ¢s CHRNB4) gének
kozelében, egy tiidorak érzékenyitd 10kusz talalhato [22, 23].

A leggyakoribb szomatikus mutéaciok koz¢é tartoznak a tiidérakban:
Onkogének:

- a receptor tirozin Kkinazok: fontos szerepiik van a sejt-kdrnyezet kozotti
kommunikécioban, a metabolizmus ¢és a sejtproliferacio szabalyozdsdban. Az EGFR (maés
néven HER2) homo- ¢és heterodimer formakat hoz létre. A két forma mas-mas jelatviteli
utvonalakt befolyasol. Homodimer formaban a PLCg-DAG-PKC vagy a Ras-GTP-Raf-Erk
utvonalon, heterodimer formaban (mas HER receptorral part alkotva) PIK3-Akt ttvonalon
fejti ki hatasat [24].

- a génatrendezddés kovetkezményei: ALK — az EML4-AKL fuzios gének exonjaik
atrendezddésével (leggyakoribb EML4 13-as exonja ALK 20 exonjahoz) [25]. ROS1 —
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ROS1-SDC4/FIG/SLC34A2/CD74 fuzids gén [26]. RET — TRIM33/ KIF5B/ CCDC6 fuzids
gén [27].

- a génamplifikacio: MET, FGFR1. A MET amplifikédcioja rossz progndzist feltételez
[28]. A FGFRI1 a laphamkarcinomakra jellemzo [29].

- Egyéb tirozin kinazok a jelatviteli folyamatok kézben: KRAS mutaciok a betegek
15-25%-ben mutathat6 ki [30], BRAF [31] tipusu mutaciokban gyakori a V60OE és a D594G

aminosav csere.

Tumor szupresszor gének:

TPS3: a leggyakrabban mutalodé gén a kiilonb6z6 raktipusokban, igy a tiidérakban is

[32].

- STKI11: az adenokarcioméak 10%-ban mutathatd ki, gyakoribb a dohdnyzok kozott
[33].

-  CDKN2A: az egyik leggyakoribb funkciojat elveszté gén a tumoros elvaltozasokban,
ezek koziil is a tiidérdkban fordul el legtobbszor [34].

- KEAPI: a tiildorakok 20-30%-ban fordul el6 [35].

-  SMARCAA4: a nem-kissejtes tiidorakban 10%-ban fordul el6 [36].

Leggyakoribb vezeté mutaciok szovettani csoportositds szerint [37]:

Adenokarcinoma: EGFR (érzékeny mutécid, rezisztens mutacid), KRAS (mutacié), ALK
(ALK fazid), c-met (overexpresszio, mutacid), AKT/PI3K (amplifikacio, mutacio), PTEN
(delécid/metilacio), ROS-1 (génatrendezddés), BRAF.

Laphamkarcinéma: c-met (overexpresszio, mutacido), VEGFR (overexpresszio), P53/BCL

(Bcl-2 overexpresszio).
Nagysejtes: c-met (mutacio).
Kissejtes: c-met (overexpresszid, mutacio).

Egy TNM alapjan azonos csoportba sorolt tiidérakon beliil sokféle vezetd mutacio lehetséges,
sokféle kombindcioban. Ezek a vezetd mutaciok eltérd jelatviteli utvonalon keresztiil (JAK-

STAT3, RAS/MEK/ERK, PI3K/AKT) befolyasolhatjdk a tumor tulélését, novekedését és

crer
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Ezért nem meglepd, hogy az azonos besorolast altipusok nem feltétleniil reagalnak
egyforman a kemoterdpidkra. Az eddigi csoportositds alapjan torténd rendszerezésiik ezért

megkérddjelezhetd.

A technologia fejlédésével egyre jobban elérhetdvé valnak olyan eszk6zok, melyek eldsegitik

a molekularis klasszifikaciot és igy a személyre szabott orvoslast is.

A kezelések szempontjabol a tumor genetikai meghatarozasan kiviil fontos, hogy mindez a
kezelés kezdetéhez képest a lehetd leghamarabb torténjen meg, mivel a tumorok gyors

genetikai mutaciora képesek.

crer

utvonalak ¢és vezetd gének feltérképezésével a gyogyszerek egyre valtozatosabba vialnak,

ezzel lehetOséget teremtve a hatékonyabb kezelésre [38].

2.4.2. Kornyezeti faktorok

A tidorak kialakulasat befolydsold kornyezeti faktorok lehetnek fizikai faktorok (ionizald
sugarzasok, légkori szallopor), kémiai faktorok (pl. azbeszt, dioxinok, fémek), és egyéb ipari

vagy haztartasi szennyez6 anyagok, valamint az aktiv és passziv dohanyzas [39].

2.4.2.1. Fizikai faktorok

A természetes hattérsugarzas szamos forrasbol szdrmazhat. Eredhet a talajbol, a vizbdl, a
levegdbol. A levegOben természetesen eléforduld radon az egyik f6 forrasa a természetes
hattérsugarzasnak. A természetes hattérsugarzds oOnmagaban alacsony rizikét jelent a
tiidordkra, viszont a kiilonbozé foglalkozasi kordkben (pl. banyéaszok) emelkedett radon

kitettség ¢és a tiidorak kozott osszefiiggést talaltak [40].

A radon a legfébb oka a nem dohanyzok korében a tiidorak kialakuldsanak az Amerikai

Kornyezetvédelmi Hivatal (EPA) becslése szerint [41].

A szalloport kémiai Osszetételtdl fiiggetlenlil nagysdg szerint csoportositjak, és a
koncentraciojuktol fiiggéen mindsitik egészségiigyi szempontbdl. Az egészségre veszélyes

nagysaguak a 10 (por, pollen, penész) €és 2,5 mikron (égéstermékek, szerves anyagok, fémek)
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méretli részecskék. Ha a 10 mikron méretii részecskék koncentracidja két egymast kdvetd
napon meghaladja a hatarértéket (100pug/m’), az 6nkormanyzatok kotelesek szmogriadét
elrendelni. A 10 mikronnal kisebb részecskék a felsd 1égutakat irritaljak. A 2,5 mikron méretii
részecskék méretiikbol adédoan akar a tiiddig is eljuthatnak, irritdljdk a szemet, kohogést

okozhatnak [42].

Osszefiiggést talltak a sokaig emelkedett 2,5 mikron nagysagu részecske tartalmu levegdben
¢lok ¢és a tiidorakos megbetegedések mortalitasa kozott (valamint a szivkoszortér-betegség, a

sztrok, a COPD kozott is) [43].

A dizelautok kipufogégazat Nemzetkozi Rakkutatdé Ugynokség (IARC) 1992-ben
karcinogénnek mindsitette [44]. A dizeles autok kipufogdgazaban korom ¢és kiillonbozé gazok
elegye taldlhatd. Szigoru szabalyozasok vannak napjainkban a dizeles autokban keletkezd
kipufogogazok utokezelésére. Ilyen szabalyoz6 rendszerek: a nyomasszabalyozé rendszer, a
folyamatszenzorok, a részecskeszlirdvel ellatott katalizator, SCR-rendszer, és az EGR szelep
1s. Mindezen szabalyozok ellenére tobb eurdpai nagyvarosban a kozeljovoben ki fogjak tiltani

az ilyen motorral rendelkez6 autokat.

2.4.2.2. Kémiai faktorok

Szamos publikaci6 alatdmasztotta mar a peszticidekben megtalalhaté kloramfenikol, dioxin és

a fenoxisav szdrmazékok tiidore gyakorolt karcinogén hatasat [45].

A természetben megtalalhatd azbeszt (magnézium-szilikat) jo hdszigeteld, ellenalld és olcso.
A Dbelolik késziilt termékeket foleg hdszigetelésre hasznaltak. Az aszbesztbdl késziilt
termékek eloregedésével viszont a beldliik porladd azbeszt a levegdbe, majd onnan a tiidobe
kertilhet. Karcinogén hatasti anyag nem csak tiidordkot, de hashartya-daganatot [46] és

mezoteldomat is okozhat [47].

A 2018-as GLOBOCAN felmérés szerint az dsszes rakos megbetegedés 11,6%-at a tiidérak
tette ki. Ennek 80%-at a dohanyzas kovetkezményének tulajdonitottak [48].

A marihuéna a leggyakrabban fogyasztott tudatmddositéd szerek koz¢e tartozik. Néhany eurdpai
orszagban ¢és amerikai allamban legalisan fogyaszthat6. Fogyasztasa kozben hasonld anyagok
is felszabadulnak, mint dohdnyzas kézben. Eppen emiatt vizsgaltdk a marihuana fogyasztasa

¢s a tiidorak kialakulasanak rizikojat. A vizsgalat soran Osszefiiggést talaltak, amelyben a
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THC hatasara malignus sejtproliferacid indult meg sejttenyészetben [49], egér modellben
pedig tumor novekedését okozta [50]. Atfogd tanulmanyban vizsgaltdk emberekre gyakorolt
hatasat, melyben megallapitottdk, hogy az eddigi eredmények alapjan, nincs egyértelmii

Osszefliggés a tiidorak kialakulésa és a marihuana fogyasztasa kozott [51].

2.4.3. Dohanyzas

A dohényarukban 1évé nikotin 6nmagédban nem karcinogén, de a cigaretta szivdsa kozben
keletkez6 korilbeliill 55 egyéb vegyiiletet az Egészségiigyi Vilagszervezet Nemzetkozi
Rakkutaté Ugyndksége viszont annak nyilvénitotta [52].

A dohanyzas a tiidorak legnagyobb rizikofaktora. A rizikd novekszik az elszivott szalakkal és
a dohanyzassal toltott évekkel [53]. Bar ez az Gsszefiiggés régota ismert [54], a dohdnyzas
mértéke mégis csak kismértékben csokkent. Szimuldciés modellekkel felmérték, hogy 2015
és 2065 kozott az Egyesiilt Allamokban a tiidérdk mortalitasi aranyat 79%-kal lehetne
csokkente a dohanyzas visszaszoritasaval [55]. A WHO adatai alapjan 2020-ban a vilag
lakossagéanak 22,3%-a dohdnyzott: a férfiak 36,7%-a, a nék 7,8%-a. Megkdzelitéleg 38 millio
kiskora 13-15 év) dohéanyzik jelenleg. Eurdopaban jelenleg a ndk 30%-a dohanyzik, ez a
felmérésben résztvevo régiok kozott a legmagasabb [56]. A dohanyzas kovetkeztében olyan
egy¢éb sulyos megbetegedések is kialakulhatnak, mint a sziv- és érrendszeri megbetegedések

vagy a COPD.

A COPD 238 milli6 embert érintett [57], és 2010-ben a harmadik leggyakoribb haldlok volt
vilagszerte [58]. A betegségre jellemzé a légutak funkciocsokkenése €s a tiidé gyulladasos
allapota. Mivel ezt a betegséget is a dohanyzas okozhatja, sokan a tiidorak eldszobajanak
tartjak, bar tudoményosan csak az bizonyithato, hogy a tiidérak 6tszor gyakrabban fordul el

olyanok esetében, akiknek egyéb léguti problémaik vannak [59].

A tlidorak azoknal az egyéneknél is jelentds szdmban fordul eld, akik soha nem dohanyoztak.
Olyan emberek sorolhatok ebbe a kategoridba, akik életiik soran nem szivtak el 100 szal
cigarettat. Olyan faktorok jatszanak fobb szerepet, mint a 1égszennyezés, passziv dohanyzas,
munkahelyi kitettség vagy genetikai elvaltozasok. Egy francia tanulmanyban tiidoérakos
megbetegedések, az otthoni és munkahelyi passziv dohanyzas miatt, a férfiaknal 17,15%-anal,
mig a néknél 68,75%-anal alakult ki [60]. A 1égszennyezésnek kdszonhetd halalozasok miatt

mar tobb pert is inditottak vildgszerte [61].
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A dohényzas sulyos népegészségiigyi probléma. A kovetkeztében kialakuld betegségek

megel6zésében a tarsadalmi szintli edukécio lenne a legfontosabb.

A rendszeres szlirdvizsgalatokkal kiemelhetdek a még korai stddiumu, vagy tiinetmentes

betegek.

2.5. Szurés

A rékos megbetegedések korai stadiumban val6 diagnosztizalasa évekkel hosszabbithatja meg
egy-egy beteg életét. Az 5 éves tulélési arany nem-kissejtes tiidordk esetében lokalis fazisban
65%, mig tavoli metasztazist képzd fazisban 9%. Az 5 éves tulélési arany kissejtes tiidorak

esetében lokais fazisban 30%, mig tdvoli metasztazist képzd fazisban 3% [62].

A tiidorak kezelése szempontjabol nagyon fontos a betegség felfedezésének idOpontja. A
betegség korai stadiumaban (1., II., IITA) a betegség még miitéti és kemo-radio, illetve
immunterapiaval kezelhetd. A késdi (IIIB, 1V) szakaszban leginkabb a daganatot kisebbitd, és
a metasztazisokat akadalyozd kezeléseket végeznek. Ilyenkor mér a tiinetenyhités all a

kdzéppontban.

Mivel panaszok csak késon jelentkeznek, de a korai stadiumu tiidérak kezelési eredményei
lényegesen jobbak, mint a kés6ié, ezért a tiinetmentes egyénekben a tiidérak korai felismerése
érdekében végzett tevékenység, szlirés kritikus jelentdségli a betegség mortalitasanak

csokkentésében.

2.5.1. Szurésre alkalmazhato modszerek

A mellkasrontgennel végzett sziirés, bar alacsony extra sugarterhelést jelent a sziirésen
résztvevok szamara, nem a leghat¢konyabb moddja a nem kalcifikalodott szdveti részek
vizsgélatara, haszndlataval nem sikeriilt a tlidérak-specifikus mortalitas 1ényeges csokkenését

elérni [63].

A nemzetkozi evidencidk szerint, jelenleg a tiidérdk korai stddiumban valo kisziirésére
ajanlott modszer az alacsony sugardozisu CT (LDCT) vizsgalat [64], bar az LDCT 1,5 (0,2 —
2,36) mSv sugarterhelést jelent a vizsgaltak szamara (késziilék beallitastol és tipustol

fliggden) [65], és a 3-4 mm-t6l nagyobb nodulosokat képes detektalni.
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2.5.2. Nemzetkozi LDCT sziiréprogramok

Az amerikai Nemzeti Tidorak Sziréprogram (NLST) keretében, 2002 ¢és 2004 kozott,
vizsgaltak a mellkasrontgennel és az LDCT-vel torténd sziirés hatékonysagat. A programban
54 454 16t vontak be, akik koziil 26 732 f6t rontgennel, 26 722 f6t pedig LDCT-vel vizsgaltak
meg. A programban a pozitiv eredmények koziil az LDCT esetében 96,4%-ban, mig a
mellkasrontgen esetében 94,5%-ban bizonyultak alpozitivnak [66]. Az LDCT csoportban 649
fonél, akik pozitiv LDCT sziirési eredményt kaptak, mas modszerekkel is (horgdtiikrozéssel,
tlibiopszidval, egyéb modszerekkel) is igazoltak a pozitiv diagnozist. Az LDCT csoportban, a
CT negativ eredményt kapott résztvevok kozott, 44 esetben diagnosztizaltak tiidérak (LC)
pozitiv esetet. A mellkasrontgennel szlrt csoportban, akik pozitiv eredményt kaptak, 279
fonél igazoltak a tiidorak. A negativ eredményt kapott mellkasrontgennel sziirt csoportban
137 f6nél lett tiidorak pozitiv az eredmény. Az LDCT csoportban a valédi pozitiv eredmények
kozott tobbségében voltak a korai TA és IB stddiumban (61,6%) diagnosztizalt tiidorakos
esetek. A vizsgalat eredményeként (2 év alatt) 20%-kal csokkent a mortalitds az LDCT-vel

szlirtek korében a mellkasrontgennel sziirtekhez képest [66].

Ezzel szinte parhuzamosan Eurépaban 2003-ban indult a holland NELSON program, melyben
7557 résztvevot sziirtek LDCT-vel (8265 f6 kontroll mellett). A vizsgélat soran a felfedezett
nodulusokat térfogatuk alapjan kategorizaltdk, majd a vizsgalat sordan a nodulusok
térfogatnovekedését figyelték a kovetkezd sziirési korokben. A programban résztvevoket az
elsd szliréstdl szamitott elsd és masodik évben vizsgaltdk, majd késébb Kkiterjesztették a
vizsgalatot a negyedik €s hatodik évre is. A NLST vizsgalat soran kapott a magas alpozitiv
eredményeket szerették volna csokkenteni, igy a kérdéses eseteket, ebben a vizsgalatban 3
hoénapos ujabb CT szilirés kovette. Ezzel a moddszerrel sikeriilt 64,3%-ra csokkenteni az
alpozitiv eredményeket. A vizsgélat eredményeként a férfiaknal 24%-kal, a n6knél 33%-kal
csokkent a mortalitas [67].

Az olasz DANTE klinikai vizsgalat 2001 és 2006 kozotti eredményeit 2009-ben publikaltak.
1276 fon végeztek LDCT szlirést (1196 6 kontroll mellett) négy éven keresztiil minden
évben. A tovabbi soran 60 fonél (4,7%) talaltak tiidérakot az LDCT-vel szilirt csoportban, 34
fonél (2,8%) a kontroll csoportban (akiknél csak éves altaldnos orvosi szlir@vizsgélatot
végeztek). Az LDCT csoportban 33 (2,6%) fonél mutattak ki a korai (I.) stadiumu elvaltozast,
mig a kontroll csoportban 12 (1,0%) fonél. A késoéi (IV.) stddiumban a két vizsgéalati modszer
eredménye kozel azonos volt. Az LDCT és a kontroll csoportban is 17 (1,3%) — 17 (1,4%)
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beteget azonositottak. A DANTE vizsgalatba csak 60 év f6l6tti dohanyzo, vagy koradbban erds
dohanyos férfiakat vontak be [68].

A szintén olasz ITALUNG tanulmanyba, 2004 ¢és 2006 kozott, 1406 f6 LDCT sziirését
végeztek el (1593 {6 kontroll mellett). Az el6z6 tanulmanytdl eltéréen ebben a tanulmanyban
mindkét nemet vizsgaltak 55 és 69 év kozott. A vizsgalat iddtartalma szintén 4 év volt,
évenkénti CT vizsgalattal. A kontroll csoport, a NELSON tanulmanyhoz hasonl6an, nem
kapott mellkasrontgen szlrést, csak altalanos vizsgalatban részesiiltek. A vizsgalati protokoll
alapjan a 1406 fés LDCT csoport 30,3%-a (426 {6) bizonyult LC pozitivnak, 21 esetben
valdban diagnosztizaltak tiidérakot, melyek 47,6%-a volt 1. stadiumu [69].

A dan DLCST vizsgalat soran, 2004 ¢s 2006 kozott, 2052 f6 LDCT szlrését végezték el
(2052 16 kontroll mellett), melyben a nem, kor és dohanyzési szokasok egyforman oszlottak el
a két csoportban. A vizsgélat felépitése a NELSON tanulménnyal egyezett meg. Az elsd
szlirés soran 179 fonél feltételeztek LDCT-vel pozitivitast, melybdl 162 esetben az eredmény

alpozitiv volt. Osszesen 17 tiidérakos esetet talaltak, melynek 53% I. stddiuma volt [70].

Az angol UKLS vizsgélatba, 55 és 75 év kozotti, a Liverpool Lung Cancer program (LLP)
alapjan, magas rizikocsoportba tartozo (5 éven beliil 5% esély arra, hogy tiidérak alakuljon ki)
személyek koziil valogattdk ki, az LDCT ¢és a kontroll csoportot. AZ LLP rizikd6 modellben
figyelembe vették a nemet, a dohanyzasi szokdsokat, a foglalkozasi azbeszt kitettséget, az
egyéb tumorok meglétét, a tiidogyulladas meglétét és a tiidordk eldzetes eléfordulast a
vizsgalt személy csaladjaban. Az adatokbol olyan multivarians logisztikus regresszids modellt
alkottak, mellyel személyre szabottan prediktaltak a tiidérak kialakuldsanak kockazatat [71].
Az UKLS tanulmany sordn, 2011 és 2013 kozott, 1994 6t vizsgaltak LDCT-vel (2027 {6
kontroll mellett). A NELSON tanulmanyhoz hasonléan, felfedezett nodulosok térfogat
novekedését kovették. Harom hoénap utan ujabb LDCT vizsgalat kovetkezett, ha nodulus
atmérdje 5-9,9 mm kozé esett. A tobbi olyan esetben, ahol ez a méret kisebb volt 1 éves
LDCT sziirés kovetkezett. A vizsgalat soran vizsgaltak a kiilonbozd szdvettani kategoridba
sorolhat¢ tiidérak tipusok (NSCLC és SCLC) térfogat ndvekedésének idejét is. Féleg a 15-49
mm?® nagysagu nodulusoknal, mert ezek a NESLON tanulmanyban még negativ eredményii
besorolast kaptak. Megallapitottak, hogy a kissejtes tiidérak (SCLC) térfogat duplazodasi
ideje 3x gyorsabb volt, ezért az 1 éves LDCT kovetéssel mar a nem gyogyithatd fazisban
detektaltdk a tumort. Az LLP modell és az LDCT kombinacidjaval probaltak igy a tobbéves

LDCT vizsgalatok szamat lecsokkenteni egy évre [72]. A tanulmédnyban résztvevok koziil az
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LDCT csoportban, 42 esetben (2,1%) allapitottak meg tiidorakot, melybdl 28 esetben I.

stadiumu volt [73].

A német LUSI tanulmanyban is, a NELSON tanulméany mintéjara, két csoportot alakitottak ki
(LDCT csoport, 2029 6, és kontroll csoport, 2023 f6). A csoportokban a nemek, a kor és a
dohanyzasi szokasok kozel azonosak voltak. Az LDCT csoportot 5 éven at (2007-2012),
évente szlrtek LDCT-vel (ha nem kaptak kérdéses vagy pozitiv eredményt vizsgalat soran).
Eredményeikben arr6l szamoltak be, hogy ugyan csokkent a mortalitas az LDCT csoportban a
néknél, férfiaknal azonban nem. Osszesen 13 esetben diagnosztizaltak a férfiaknal kissejtes
tiidorakot (8 esetben a kontroll csoportbol, 5 esetben az LDCT csoportbol), mig a néknél 1
esetben (a kontroll csoportbdl). Ez talan a férfiak korében gyakrabban eléfordulo kissejtes
tiidérak diagndzisdval magyarazhatd, bar az esetszam ennek megitélésre ebben a

tanulmanyban kevés [74].

Szamos tovabbi klinikai vizsgélat indult, melyek hossz tavi vizsgélati eredményei mar
elérhetdek és Osszehasonlithatoak. Kilenc klinikai vizsgélat eredménye bizonyitotta, hogy az
LDCT-vel val¢ tiidorak sziirés hosszutavon csokkentette a tiidérak okozta haldlozast (2. dbra).
Mara szamos orszagban inditottak nemzeti LDCT sziiréprogramokat vilagszerte. A pozitiv
eredmények ellenére tovabbra is vannak olyan orszagok, ahol ezt a programot nem inditottak
el. Franciaorszagban a Nemzeti Egészségiigyi Hatosag (HAS) szerint a tiidérak olyan gyorsan
fejlodik, hogy nehéz korai stadiumban diagnosztizalni. Tovabbi problémaként vetették fel a
vizsgalat soran leadott extra sugarterhelést és a sok alpozitiv eredményt. Svéjcban csak helyi
programokat inditottak eddig, hogy felmérjék egy esetleges nemzeti szlirOprogram

megvaldsithatoosagat [75].
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Study %

D ES (95% CI) Weight
'

DANTE (infante, 2015) 1.00 (0.69, 1.44) 4.45
'
'

DLCST (Wille, 2015) : —- 1.04 (0.66. 1.62) 2.80
'

LSS (Doroudi, 2018) - } 1.24 (0.74, 2.08) 1.46

MILD (Pastorino, 2019) - 0.70 (0.45, 1.09) 6.05
'

LUSI (Becker, 2019) 0.72 (0.45, 1.17) 483
'

NLST (NLST, 2019) —_—— 0.92 (0.85, 1.00) 43.88
'

NELSON_Male (de Koning, 2020) —_— 0.76 (0.61, 0.94) 18.15
v

NELSON_Female (de Koning, 2020) > 0.67 (0.38, 1.14) 434

ITALUNG (Paci, 2020) e 0.80 (0.57, 1.13) 7.51

UKLS (2020) — 0.65 (0.41, 1.02) 652
v

Overall (I-squared = 14.2%, p = 0.312) <> 0.84 (0.76, 0.92) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysi

T T T

3 8 1 17

favours screening favours control

2. dbra: Nemzetkozi LDCT klinikai vizsgalatok tiidorak mortalitas eredményeinek
osszehasonlitasa [76]. A metaanalizisbe felhasznalt vizsgalatok eredményeinek

osszatlaga az LDCT-vel valo sziirések mortalitasra valo pozitiv hatasat mutatja.

Europai LDCT tiidérak sziir6program indult 10 orszag, koztiikk Magyarorszag, részvételével
2023 aprilisaban SOLACE néven. Céljuk a magas rizikdcsoportba tartozo lakosok sziirése.
Fokuszba helyezték azoknak a csoportoknak az elérését is, akiknek problémat jelente eljutni

egy-egy szurdvizsgalatra [77].

2.5.3. HUNCHEST program

Az elsé nagyobb tiidérak sziirdprogramok utan elindultak a kisebb nemzeti sziirdprogramok
1s. Magyarorszagon a 2014-ben elinditott HUNCHEST program keretében a lakossagi sziirés
kivitelezhetdségét mérik ingyenes CT vizsgdlat soran. A HUNCHEST 1. (2014-2018)
program keretében 739, 50 és 79 év kozotti jelentkezd sziirését végezték el az Orszagos
Koranyi Pulmonoldgiai Intézetben. 392 f6 nem COPD-s, nem dohanyzo keriilt a
kontrollcsoportba, 179 f6 nem COPD-s, de dohényzd, 30 {6 COPD-s, de nem dohanyz6 és
138 {6 dohanyos és COPD-s vizsgalatat végezték el. A vizsgélatban résztvevok kozott 38
fonél talaltak malignus elvaltozést. A pozitiv eredményii betegek koziil 26 esetben alpozitiv
eredményt mutatott a CT vizsgalat. 701 fonek pedig negativ volt az eredménye [78]. A

HUNCHEST I. program eredményei a nemzetkdzi vizsgéalatok eredményeit tiikrozik.
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A HUNCHEST-II az eddigi legnagyobb LDCT-sziir6program Magyarorszagon (2019.
szeptember 9. és 2022. januar 1. kozott). Az Orszagos Koranyi Pulmonolodgiai Intézet
koordinalasaval, az orszdgban 18 helyszinen végeztek sziirést (10 klinikai kozpontban és 8
megyei kozpontban). Osszesen 4215 f8s, 50 és 75 év kozotti, legalabb 25 csomagévnyi
dohanyzasi eldzményekkel rendelkezé magas kockazatii egyént valasztottak ki szlirésre. Az
eredményeket a térfogat novekedése és térfogat-dupldzddasi ideje alapjan értékelték. A
vizsgalatba bevontak a kiinduldsi LDCT vizsgalat utan még két évig egy-egy szlirésen vettek
részt. A negativ és a nem egyértelmii tesztek aranya az alapvizsgalatnal 74,2%, illetve 21,7%
volt, mig a pozitiv LDCT-eredmények eléfordulasa 4,1% volt. Osszességében 76 tiidérakos
beteget diagnosztizaltak a szlirési korok sordn (a résztvevok 1,8%-a), kozilik 62 beteget
(1,5%) mar az els6 szlirési korben azonositottak. A pozitiv tesztek altalanos pozitiv prediktiv
érteke 58% volt. A sziiréssel felfedezett rosszindulati daganatok tobbsége 1. stadiumu tiidérak
volt (60,7%), és az Osszes eset kozil csak 16,4%-ot lehetett IV. stddiumi betegségként
besorolni [79].

2.5.4. Torekvések a magas alpozitiv eredmények csokkentésére

Az LDCT szilirések soran magas alpozitiv eredmények szamat csokkenteni kell. Egyrészt a
vizsgalatban résztvevok a pozitiv eredmény miatti félelmének csokkentésére, masrészt a CT
vizsgélatok koltséghatékonyabbd tétele miatt. A rizikdcsoportok meghatdrozhatok a
kiilonb6z6 rizikofaktorok figyelembevételével [80]. Ezzel sziikitve a szlirésre iranyitandok
szamat. Az egyre modernebb CT berendezések mellett, mar a mesterséges intelligencia is

segitségiinkre lehet egy-egy lelet elemzésében [81].

Probalkozéasok vannak mas képalkotd eljarasok (példaul az MR) tiidérak sziirésre vald
hasznalhatosagara. Egy metaanalizis 10 olyan vizsgalatot dolgozott fel, melyekben MR-rel
vizsgaltdk a nodulosokat (LDCT referencia mellett). Az analizis soran azt talaltak, hogy az
MR vizsgalat érzékenysége — a 8-10 mm-es nodulosok tartomanyaban — megkozelitette az

LDCT érzékenységét [82].

A képalkotdé moddszerek mellett, rendelkezésiinkre allnak olyan folyadékbiopszias tesztek,
melyek kiegészitdi lehetnek az LDCT vizsgéalatoknak. Ez a minimalisan invaziv mintavételi

eljaras lehetdvé teszi a rendszeres kovetést, nem jelent extra sugarterhelést, és a mintavétel
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akar egy haziorvosi rendeldben is elvégezhetd. A kiilonb6z6 mintdkbdl szarmazo biomarkerek

segitségével informéaciot nyerhetiink a vizsgalt személy fizikai allapotarol.

2.6. Biomarkerek

2.6.1. A biomarkerek altalanos jellemzése

Definici6 szerint minden olyan anyag, struktira vagy folyamat lehet biomarker értéki a
testben (vagy annak szarmazékaban), melynek jelzés értéke van normaélisan vagy

abnormalisan zajlo folyamatokrol, illetve terapias valaszokrol [83].

2.6.2. A biomarkerek osztalyozasa

A biomarkerek osztilyozasa tobbféle mddon torténhet. Az analit alapjan lehet fehérje,
nukleinsav (DNS, mRNS, miRNS, IncRNS), metabolit, szénhidrat, lipid, de keringé tumorse;jt
is. Biomarker mérés kiilonbozo testfolyadékok vagy mdas mintakbol torténhet, igy vérbol
(plazma vagy szérum), vizeletbdl, nyalbol, kilégzett levegdbdl €s székletbdl is. Ezek koziil
leggyakrabban a vérmintadk biomarker vizsgalata torténik, de jelentds irodalma van a vizelet,
biomarkerek kiilonboz6 felhasznalasi teriiletei kdzé tartozik a sziirés, a betegség osztalyozasa,
a diagnozis eldsegitése, a betegség lefolydsanak kovetése, a prognozis megjoslasa, valamint a
személyre szabott terapia megallapitasa. Emellett a biomarkerek segithetnek a terapids hatés
¢s mellékhatasok eldrejelzésében, a kezelés hatasara kialakult valtozdsok kovetésében, a
terapia hatdsossaganak valds idejli értékelésében és a klinikai végpontok meghatdrozasaban

[84].

2.6.3. A biomarkerek fejlesztésének fazisai

A biomarker fejlesztésnek 6t fazisat kiillonboztetjiik meg. A felfedezd fazist, a kvalifikacios
fazist, a verifikacios fazist, a validacios fazist és a klinikai hasznalati fazisokat kiilonithetjiik
el. Az els6 fazisban, a kontroll és a beteg mintdkat hasonlitjak ossze. Az eldkisérletek soran
kivalogatnak olyan markereket, melyek potencialis biomarkerek lehetnek. A madsodik,

kvalifikaciés fazisban a kivéalogatott biomarkerek szintjét mérik meg a kontroll és a beteg
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mintdkban nagy kohorszokon, tobb centrumbodl. Ezt a vizsgalatot a felfedezési fazis adatai
alapjan végzett esetszam becslés, és statisztikai erd eldrejelzés elézi meg [85]. Mindezek
alapjdn mar meg lehet hatdrozni az adott biomarker hatékonysagat, szenzitivitdsat és
specificitasat, €s ezen adatok alapjan felvett ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbét,
melyek a valodi pozitiv, valddi negativ, alpozitiv és alnegativ értékekbdl szamolhatoak ki (3.

abra). Ezek a mérészamok a biomarkerek egyik legfontosabb jellemzoi.

Betegség
Jelen van Nincs jelen Teljes
Biomerker Pozltnjr a {Va!odl po;.iltw] b (ﬂjlp.outw) ' a+b
Negativ | c (Alnegativ) d (Valédi negativ) c+d
Teljes a+c b+d a+b+c+d

3.abra: Biomarkerek jellemz6 szamadatai [86] (sajat szerkesztésben).

Prevalencia: (atc) / (atb+c+d)

Szenzitivitas: a / (a+c)

Specificitas: d / (b+d)

Pozitiv predikcis érték: a / (a+b)

Negativ predikcios érték: d / (c+d)

Pontossag: (a+d) / (atb+c+d)

Pozitiv valoszinliségi ardny: szenzitivitas / (1-specificitas)
Negativ valosziniiségi arany: (1-szenzitivitas) / specificitas

Diagnosztikai esethanyados: pozitiv valoszinliségi arany/negativ valoszinliségi arany

A ROC gorbe a negativ és pozitiv eredmények (bindris hatarozo) diagnosztikai képességét

mutatja a klasszifikaciot meghatarozo hatarértékek fiiggvényében [86]. A ROC gorbe alatti
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teriiletet az AUC (Area under the Receiver Operating Curve) értékkel hatdrozzak meg, az

AUC értékét gyakran hasznaljak a pontossag (accuracy) jellemzésére.

A harmadik, verifikdcids fazisban az el6z6 fazisban vizsgalt biomarkerek specificitasanak
igazolasa torténik nagyobb szamu beteg és illesztett kontroll mintdn, gyakran kovetéses
vizsgalatban is. A negyedik fazis soran mar meghatdrozhat6ak a detektalasi hatarértékek. Az
0todik, utols6 fazisban mar felmérhetéek a koltségek, és ebben a fazisban torténik a

kiilonboz6 protokollokkal valo 6sszehasonlitas is [85].

2.6.4. A rak biomarkerek torténete

Az els6 rakhoz kothetd biomarkert Henry Bence Jones fedezte fel 1847-ben. Vizsgélatai soran
vizeletbdl hddenaturaldssal mutatta ki azt a fehérjét (22-24 kDa), amely nagy mennyiségben
volt jelen mieloma multiplexben szenvedd betegeknél [87]. Az FDA 1988-ban egy olyan
immundiagnosztikai  tesztet engedélyezett (mieloma, Ilimfoma ¢és  Waldenstrom
makroglobulinémia diagnosztika céljara), melynek alapja a Bence-Jones fehérje
kimutathatosaga volt. Sir Michael Foster 1867-ben emelkedett szérum amildz szintet mért
hasnyalmirigy tumoros betegek vizeletében [88]. Az 1971-ben kifejlesztett szendvics-ELISA
modszer [89] segitségével a biomarkerek hasznalata a klinikai gyakorlatban is beépithetd lett.
1975-ben George Kohler és César Milstein kidolgoztdk a hibriddma technikat, mellyel
immunizalt egerekbdl eldszor nyertek monoklonalis antitesteket (mAb). 1984-ben ezért a
felfedezésiikért Nobel-dijat kaptak [90]. A molekularis biologiai modszerek fejlodésével

egyre tObbféle analitot és gyorsabb modszereket tudunk alkalmazni mar rutinlaborokban is.

2.6.5. Az idealis rak biomarker

Az idedlis (tumor) biomarkerrel szemben szamos kritériumot allitottak fel. Legyen magas a
szenzitivitasa €s a specificitasa. Legyen magas a pozitiv és negativ prediktiv értéke.
Kiilonboztesse meg 100%-0s pontossaggal az egészséges €s a tumoros betegeket.
Kiilonboztesse meg a tumoros és nem tumoros allapotot és mutasson pozitiv korrelaciot a
tumor térfogata és mérete kozott. Jelezze eldre a kitjulast és legyen prognosztikus értéke.
Tudja a tumort korai stddiumaban jelezni. Legyen tumorra specifikus vagy legyen univerzalis

marker. Legyen konnyen kimutathat6 €s jelezzen minden valtozast, ami a betegben kezelés
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utdn végbemegy. Legyen standardizalhatd. Ezen Osszes feltételnek eddig egyetlen egy

tumormarker sem tudott 100%-ban megfelelni.
Kivalo6 diagnosztikai értékii biomarkernek szamit, ha [86]:

- pontossaga > 0,90
- pozitiv valoszinliségi aranya > 10
- negativ valoszinliségi aranya < 0,1

- AUC>0,90
J6 diagnosztikai értékii biomarkernek szamit, ha [86]:

- pontossaga 0,75-0,90
- pozitiv valoszinliségi aranya 5-10
- negativ valdsziniiségi aranya 0,1-0,2

- AUC 0,75-0,90
Rossz diagnosztikai értékli biomarkernek szamit, ha [86]:

- pontossaga 0,50-0,75
- pozitiv valészinliségi aranya 1-5
- negativ valdsziniiségi aranya 0,2-1

- AUC 0,50-0,75
Nincs diagnosztikai értéke a biomarkernek, ha [86]:

- pontossaga 0,50
- pozitiv valdszinliségi aranya 1
- negativ valdsziniiségi aranya 1

- AUC0,50

2.6.6. Tudorak biomarkerek

Tiidorak specifikus biomarkerek szdrmazhatnak vérbol, bronchoalveolaris mosasbol, nyalbdl,

pleura folyadékbol és a kilélegzett levegd szerves anyag tartalmabol.

A leggyakrabban klinikumban hasznalt tiidérak biomarkerek a protein biomarkerek. Jollehet
ezek nem kifejezetten tiidérdk specifikusak, de informécié értékiikk van a betegséggel

kapcsolatban. A CYFRA21-1, egy citokeratin 19 fragmens, nem kissejtes tiidorak

28



biomarkereként hasznaljak. Szenzitivitdsa 43%, specificitdsa 89% [91]. A CEA, carcino-
embiondlis antigén, nem kissejtes tiidordk biomarkerként is hasznéljadk, a gyomor,
hasnyalmirigy, emld és végbél tumorok mellett. Szenzitivitdsa 90,2%, specificitasa 89,9%
[92]. Az SCC, laphamsejtrak antigén, hasznalhato laphédmsejtrak és nem kissejtes tiidorak
biomarkerként is. Szenzitivitasa 15-55% kozotti [93]. Az NSE, neuronspecifikus enoldz,
kissejtes tiidorak biomarkereként hasznaljak. Szenzitivitasa 23,3 %, specificitiasa 97,8% [94].
ProGRP, progastrin-releasing peptide, szintén kissejtes tiidérdkban hasznalt biomarker.
Szenzitivitdsa 86%, specificitasa 78% [95]. EGFR, epidermalis novekedési faktor, szérum
mRNS szintje hasznalhato adenokarcinéma, laphamkarcinoma ¢€s kissejtes tlidorak

biomarkereként. Szenzitivitasa 71,3%, specificitdsa 80% [96].

A legtobbet hasznalt fehérje biomarkerek kiviil, a genomika fejlodésével egyéb markerek is
rendelkezésre allnak. 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, BRMSI, Septin 9, TMEFF2), és a keringd
tumor sejtek [98].

Kiilonb6z6 anyagcsere-utvonalak metabolitjai is lehetnek biomarkerek. Qi és munkatarsai
vérplazabol nyert metabolitok (palmitinsav, heptadekdnsav, 4-oxoprolin, ornitin, tridekansav)
segitségével tudtak elkiiloniteni mulitvaridns modellezéssel a kontroll és tiidérakos mintékat,

valamint a tlidérakos mintak kiilonb6z6 stadiumait [99].

2.7. A fehérjék szervezodése

A fehérjék haromdimenzids forméjukban latjak el funkcidjukat a sejtekben. A teljes fehérje
szerkezet négy szinttel jellemezhetd: elsddleges, masodlagos, harmadlagos és negyedleges
struktarakkal. Az elsddleges struktura a fehérje linearis aminosav szekvencidja. A masodlagos
struktira a szekvencidk hélixbe, lemezbe ¢és hurokba rendezett formaival jellemezhetdek. A
harmadlagos szerkezet egy peptidlancra vonatkozd haromdimenzios struktira. A negyedleges

szerkezet a tobb fehérje lancot magaba foglalé haromdimenzids szerkezet [100].
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2.8. Proteom

A genetikai informacid, az epigenetikai valtozasokat és a de novo mutéciokat kivéve, egy
¢leten at érintetlen marad. Ezzel ellentétben a proteom folyamatosan valtozik és reagal a bels6

¢s kiilso kornyezeti valtozasokra [101, 102].

A proteomot kordbban szoros értelemben a genom protein ekvivalenseként definialtak [103],
de ezt a definiciot napjainkra specifikaltdk a vizsgalt bioldgiai anyag, adott iddben

expresszalodo fehérjéinek osszességére [104].
A proteom a protein varidnsok, proteoformak osszessége.

A human proteinek szamat nehéz meghatarozni, mivel a kodolo gének szamaban (~19 000 -
20 000) sincs jelenleg egyetértés. Annyi bizonyos, hogy a proteoformak Osszessége tobb
nagysagrenddel nagyobb, mint a human fehérjét kodold gének szama [105]. Az alternativ
transzlacios kezdés [106], az alternativ terminacios helyek [107], az alternativ splicing [108],
a SNP-ek [109], a poszttranszlaciés modositdsok [110], és a degradacio [111] tovabb
modosithatjak az atirhaté fehérjék szamat. Mindezeket figyelembe véve egy génrdl akar 100
féle fehérje is keletkezhet [104], igy a lehetséges proteoformék szama millids nagysagrendii

lehet.

2.9. Proteoformak

A Human Proteoform Project program keretében a proteoformdk analizisét integraljak. Olyan
uj technologiakat dolgoznak ki, melyek képeset detektalni a kiillonb6z0 proteoformékat. A
fehérjéknek nem csak a szekvenciajat lehet detektalni (buttom-up), hanem intakt formaban
megdrizve tobb informaciot nyerhetiink (top-down), és igy el lehet kiiloniteni a kiillonb6zo
proteoforméakat is (4. &bra). A buttom-up megkozelitést hasznalva poszttranszlacios
modosulasokat is detektalhatunk (5. abra), melyek akar biologiai funkcidvaltozast is

okozhatnak.
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S.abra: egy génrol keletkezo potencidalis proteoformdk [113].

2.10. Epitopok

A fehérje epitopok az antigének, illetve fehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezetében
rejld olyan, leggyakrabban (nem linearisan kapcsolddé aminosav lancot képviseld)
haromdimenzids fehérje-feliilleti aminosav rendezddések, amit az antitestek és a T-sejt
receptor komplementer struktirai, az antigén kotohelyiikk révén felismernek [114]. Az
epitépok 6-12 aminosavat foglalhatnak magukban. Fontos, hogy az epitopok egyes aminosav

komponensei gyenge kolcsonhatasokkal, leggyakrabban gyenge hidrogén kotéssel
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kapcsolddnak az ellenanyag molekula antigén kotohelyéhez a komplementaritdst meghatarozo

régidhoz (CDR régio).

A fehérje epitopok hozzaférhetdsége (példaul az antitest szdmdra) valtozhat a fehérje
szekvencia harmadlagos és negyedleges szerkezetének modosulasa, vagy a komplexekben a
partner fehérjék Osszetételének valtozdsa miatt [110]. A harmadlagos ¢és negyedleges
szerkezet, valamint a komplexek Osszetételének modosulasa az adott fehérje funkcidjanak
modosuléasaval jarhat. Feltételezziik, hogy globalis szinten is az epitopok dinamikajanak

kovetésével a proteoformék és kapcsolt funkciodik is, legalabb részben feltarhatoak.

A jelenleg hasznalt proteomikai technoldgidk, a legelterjedtebb tomegspektrometrias
modszerek €s az affinitds proteomikai mddszerek, sem tudjak a proteom valtozasait globalis
szinten kovetni, azaz nem alkalmasak egyszerre nyomon kovetni a fehérjék variabilitasat és a
varidnsok mennyiségét is. A fehérjék kiillonbozé vaéltozatai kiilonbdzd epitopokat
mutathatnak. Az epitopok variabilitdsat okozhatja tobbek kozott: alternativ splicing, alternativ
transzkripcids start, alternativ lancterminacio, degradacid, poszttranszlacios modosulasok, €s
a fehérje komplexek kompozicids valtozasai. A valtozasok modosithatjdk az epitopok
hozzaférhetdségét, és feltételezhetd, hogy a fehérje epitopjainak dinamikus véltozasai a
fehérje funkcio valtozasait is jelezhetik. Az egyes epitopok jelenléte vagy hianya
Osszefliggésbe hozhatd adott fiziologias vagy patologias koriilmények kozott fennalld
funkcionalis kapcsolatokkal. Feltételezhetben az epitop dinamika profilirozasaval a

biomarkerek és a valtozasokhoz kotott funkciok is megkozelithetdek.

Munkém soran a plazma C9 fehérje harom, tiidérak biomarker tulajdonsag szempontjabol

eltérden viselkedd epitdpjait vizsgaltam fehérje-biokémiai modszerekkel.

2.11. A komplement kaszkad

A komplement rendszer nemcsak a velesziiletett és a természetes immunitas feliigyeleti
rendszere, hanem szdmos egy¢éb funkcioval is rendelkezik is, mint példaul az apoptotikus
sejtek eltakaritasa [115], a homeosztazis fenntartdsa a szoveti regeneracid eldsegitésével
[116], lokalis epitél sejt védelem [117], egylittmiikodés a Toll-like receptorokkal a citokin
termelésben [118], Osszekoti velesziiletett és szerzett immunvalaszokat [119], és T sejt

szabalyozast [120].
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A komplement rendszer tobb mint 40 szolubilis fehérjébdl all, melyek a vérben és egyéb
testfolyadékokban keringenek. Ezek a fehérjék inaktiv zimogén formédban vannak jelen, majd
belépnek a kiillonbozd aktivacids szignalokra (direkt patogén vagy indirekt antitest)
komplement kaszkad rendszerbe. A komplement rendszert harom utvonalon keresztiil lehet
aktivalni: a klasszikus, a lektin, és az alternativ ttvonalon [121]. A klasszikus utvonal IgG,
IgM vagy mintdzatfelismeré molekulak, példaul a pentraxinok, inditjak el a komplement Clq
fehérjén keresztiil. A Cls, amely a komplement C1 komplex része, hasitja a komplement C4-
et (C4) C4a-ra ¢és C4b-re. A C4b hasitja a komplement C2-t (C2) C2a és C2b fragmentekre.
Ezek a hasitott elemek alkotjdk komplement C3 (C3) konvertazt (C4bC2b) [122]. A lektin
utvonalon a mannozt kotd lektin és a fikolin szénhidrat mintdzatokat ismer fel €és a manndz
kotd lektin asszocialt szerin protedzzal (MASP) 6sszeallva elinditjak a kaszkadot. A MASP-2
hasitani tudja a C2-t és C4-et is, mig a MASP-1 csak a C2-t [123]. Az alternativ Utvonal
spontan aktivalodik komplement C3 (C3) hatdsara, melyet a komplement faktor B és D
szabalyoz, é¢s C3bBb C3 konvetrdzt hoz létre. Mind a két tipustt C3 konvertaz hasitja a C3-at
C3a-ra és C3b-re. A C3b segitségével a C3 konvertaz (C4b2b3b, C3bBb3b) 11j funkcidhoz jut,
¢és képes lesz hasitani a komplement C5-6t (C5). Komplement aktivalédas kozben C3a, CSa
es C4a anafilatoxinok szabadulnak fel. A C3a és C5a szerkezetiikben (a €s B lancok, inter és
intra diszulfid hiddal) és funkcioikban (kemotaxis, platelet aktivacio, regeneracid, mieloid sejt
aktivacid) is nagyon hasonloak. Mig a C4a szerkezetében (a, B és y lancokbol all, inter és

intra diszulfid hidakkal) és funkcidjaban (antimikrobialis funkcio) is kiilonbozik [124].

A komplement faktor H az alternativ Utvonalat szabalyozza az ujonnan keletkezett C5
konvertaz lebontasaval. A komplement faktor I mind a hdrom utvonalat képes szabélyozni
(olyan kofaktorok segitségével, mint a faktor H, CD46, C4b koto fehérje) [125] a hasitott C3b
¢s C4b degradacidjaval. A C5 hasithato CS5a és C5b fragmentekre. A C5b komplexet alkothat
a C6, C7 és C8 komplement fehérjékkel, és a membranba ¢kelddve a komplement C9 (C9)
porusformald fehérjékkel, része a terminalis komplexnek (MAC, membrane attack complex)

[122].

A C9 fehérjék 22 szimmetrikus monomerbdl all6 komplexet alkotnak, amely a C5b678
komplexhez koétédik és egy 120 A atmérdjii, gyiiri alak( lyukat képes iitni a patogén
membranjan. A C9-nek négy f60 doménje van: az N-terminélis thrombospondin-1 (TSP1)
domén, alacsony denzitasu lipoprotein receptor asszocialt domén (LDLRA), membran tamado
komplex/perforin (MACPF) domén és az epidermalis novekedési faktor (EGF) domén. A C9

nem tartalmaz kiilon membrank6té domént, ezért a plazmaban keringve asszocialodik a tobbi
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MAC résszel [126]. A C9 monomerek a MACPF doménen keresztiil kapcsolodnak 6ssze. A
szignal nélkiili MAC kialakuldsat védi az extracellularis chaperonok (vitronectin, clusterin)

szolubilis MAC komplexekhez kotddése [127].

A C9 termelddhet majban [128] monocitdkban és dendritikus sejtekben [129] is.

2.12. A fehérje epitop profilirozas

A mindennapi klinikai gyakorlatban mér hasznalnak genom és transzkriptom szekvenalési
teszteket. Ugyanakkor globalis fehérjeprofilirozasi technologia nem érhetd el, annak ellenére,
hogy a fehérje funkcié megértése globalis profilirozason keresztiil fontos tirt toltene be [130].
A fehérjéket, mint a leggyakoribb biomarker tipust, széleskoriien hasznaljak a fiziologiastol
eltérd allapotok vizsgalatdra. Habar a fehérjék vizsgélata is adhat informdacidt elvaltozasok
detektalasara, a fehérje-egység alatti epitdp vizsgalatok erre érzékenyebb megoldast is
kinalhatnak.

negyedleges szerkezetére, valamint az epitdpok hozzaférhetdségére is. A fehérje epitop
profilirozds (PEP) soran az epitopok dinamikdja monoklonalis antitest konyvtar
(QuantiPlasma Library) és az egy mAb-ot felhasznald kotodés-gatlasi ELISA rendszer
(sbCIA) segitségével mértiik [131, 132]. Kordbbi eredményeink azt mutattak, hogy egy-egy
fehérje epitdpjai tiidorak asszociacid szempontjabol biomarker értékkel rendelkeznek, €és ezek
nem egyforma iranyuak, azaz tapasztaltunk pozitiv, negativ és neutralis asszocidciot is [132].
A PEP-hez hasznalt QuantiPlasma mAb konyvtarat (koncentracidra €s immunogenicitasra is)
normalizalt human plazmaval, mint immunogénnel allitottak eld, ezzel biztositva azt, hogy a
mADb-ok természetes antigén determindnsokat ismerjenek fel [133]. A 1étrejott hibridomak
valogatdsa azzal a céllal tortént, hogy az sbCIA rendszerben miikodé mAb-okat kivalasszak,
azaz a kotddés mérteke linedris Osszefliggést mutasson a plazmahigitassal [132]. A szelekcion
atesett hibridomak klonozasa utan termeltethetdek a monoklonalis antitestek in vitro és in
vivo. A monoklonalis antitestek egy-egy epitoppal reagalnak, igy egy-egy fehérjéhez tobb
epitop is tarsithatd. Becsléseink szerint a PlasmaScan konyvtarban koriilbeliil 3 epitop/fehérje
talalthato, kortilbeliill 100 plazmafehérjére vonatkozoan. A PEP technikaval a fehérjéknek
nemcsak a mennyisége, hanem a mindségi valtozdsai is nyomon kdvethetok kiilonbozo

allapotokban [132]. A PEP a fehérje epitopok sokasagat vizsgalja a globalitasra torekedve, a
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ma hasznalatos globalis proteomikai eljarasokkal ellentétben, szubprotein szinten, az epitépok
szintjén.

Egy korabbi kozleményben a szendvics ELISA modszerrel detektalt leucingazdag alfa-2-
keriilt, hogy az LRGI immunkomplexek egyes elérhetd epitopjai nem egy forman

asszocialnak tiidorakkal [131]. Ez a megfigyelés hivta fel a figyelmet a szubprotein, epitop

alapt vizsgélatok széleskort kiterjesztésének lehetdségére.

Szélesebb korben az epitdpokat és rakbetegség kapcsoltsdgukat, a PlasmaScan konyvtar
sbCIA esszében is miikodo frakcidjanak (~ 380 mAb), a QuantiPlasma konyvtar PEP soran
torténd alkalmazésaval vizsgéltuk. Eredményeink szerint, a C9 molekulara vonatkozoan,
egyes anti-C9 specifikus mAb-ok, illetdleg az éltaluk felismert epitdopok kiillonb6zé modokon
asszocialtak a tiidorakkal (neutralis [BS10449], pozitiv [BS10639], illetve negativ [BSI0581])

[132]. Ennek a jelenségnek a molekuléris proteomikai vizsgalatat tliztem ki célul.

Munkam sordn az egy fehérjére vonatkozd ¢€s megfigyelt epitdp heterogenitds jelenség

molekuléris hatterére kerestem valaszt a C9 fehérje epitopjain keresztiil.
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3. Célkituzeések

Kezdeti hipotézismentes kutatdsaim soran a C9 epitdopok segitségével, szubprotein szinten
tiidordk asszocidlt epitop-biomarkereket kerestiink, és vizsgaltunk annak érdekében, hogy a

PEP technolodgia hatékonysagat a C9 példajan keresztiil bizonyithassuk.
Céljaim jelen kutatasban az aldbbiak voltak:

1. Korabbi kutatdsi eredményeink adatainak statisztikai elemzése. Anti-C9 antitestek
kivélasztasa.

2. A kivalasztott anti-C9 mAb-ok tisztitisa és validalasa. A kivalasztott mAb-ok
kereskedelmi forgalomban kaphato C9 fehérjével valo validalasa, antigén-felismerés ¢és

technikai validacio Western blott kisérletekben.

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

vizsgalt epitopok egymastodl fliggetlenek-e?
4. A C9 epitdp fiiggd heterogenitasanak fehérjekémiai analizise:

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

immunoprecipitacid segitségével.

A kezdeti hipotézismentes kutatds eredményei vezettek a tovabbi célkitlizésekhez:

5. Az LC-MS/MS eredmények adatanalizise, els6sorban a C9 szerkezetére, a 415-0s

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

6. Az adatanalizis alapjan kapott eredmények felhasznélasaval torténdé C9 proteoformakra, C9
interaktomra, és a PEP technologia szubprotein szinti vizsgalati hatékonysagara

vonatkoz6 hipotézis épités.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Vizsgalt betegcsoportok és feldolgozott mintak

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

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

A vizsgélatban Magyarorszag kiilonboz0 centrumai vettek részt, beleértve a Semmelweis
Egyetem Pulmonologiai Klinikajat, a Szegedi Orvostudomanyi Egyetem Pulmonologiai
Klinikajat, a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Pulmonologiai Klinikdjat, valamint a
Borsod-Abauj-Zemplén Varmegyei Kozponti Korhaz Pulmonologiai Osztalyat.

A vizsgalat sordn meghataroztuk a tiidorakos betegek bevalasztasi és kizarasi kritériumait. A
bevalasztasi kritériumok kozé tartozott a szOvettanilag diagnosztizalt tiidérak, amelyet
stadiumbeosztassal is alatdmasztottak; a vizsgalatban résztvevok életkora 45 és 75 év kozott
volt; tovabba a dohanyzasi elézmények kozott legalabb 15 csomagév szerepelt. A kizarasi
kritériumok kozé tartozott mas rdkos megbetegedés az elmult 5 évben (kivéve a nem
metasztatikus borrak); az aktiv kronikus betegség; a steroid kezelés; valamint az aktiv
tuberkulozis €s néhany egyéb aktiv fert6zo betegség.

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

A levett EDTA-s mintakat 4 °C-on centrifugéltuk, majd a plazmat -70 °C-on taroltuk

felhasznalasig.
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4.2. Immunoprecipitacio

Az immunoprecipiticibhoz Dynabeads™ Protein G (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
magneses gyongyoket hasznaltunk. Minden monoklonalis antitestehez (mAb) 50 pul Protein
G-t hasznaltunk, melyet 200 pl W&B (Wash and Bindig) pufferrel (0,1 M NaxHPO4x12H>0O
[VWR, Lutherworth, Leicestershire, Egyesiilt kirdlysag], 0,05% Tween [Sigma, St. Louis,
MO, USA], pH 8,2) elémostunk.

A magneses gyongyok eldkészitése utan, 75 pg mAb-ot, 200 pl W&B pufferban higitva,
hozzaadtunk a mar elémosott gyongyokhoz. Szobahdmérsékleten inkubaltuk keveron 5 RPM
sebességli forgatas kozben. Ezutan a gyongyoket 200 pl PBS pufferrel (123 mM NaCl
[Spektrum 3D, Debrecen, Magyarorszag], 3,16 mM KH>PO4 [Riedel-de Haén, Seelze,
Németorszag], 10,45 mM Na,HPO4x2H>0 [Riedel-de Haén, Seelze, Németorszag]), majd 200
ul desztillalt vizben higitott 0,2M-os trietanol-aminnal is lemostuk. Az utols6 mosasi fazis
utdn 200 pl frissen készitett 20 mM-os 0,2 M-os trietnolaminban higitott DMP-t (Dimethyl
Pimelimidate [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) adtunk a magneses gyongydkhoz,
majd 30 percig inkubdltuk szobahdmérsékleten keverén 5 RPM forgdsi sebességgel. A
feliiluszok eltavolitdsa utan 200 pl 0,2 M-os desztillalt vizben higitott monoteanolamint
(Sigma, St. Louis, MO, USA) adtunk a gyongyokhoz és 15 percig inkubaltuk keverén 5 RPM
forgasi sebességgel. Majd a feliiliszo eltavolitasa utan a gyongyodket haromszor mostuk 200
ul PBS pufferrel.

Az antitest kotdédése utan, gyongyokhoz rogzitett mAb-okhoz hozzaadtuk a 200 pl plazma
mintat, 200 pul PBS pufferben higitva, 100 ul 20x-os proteaz inhibitorral (1 tabletta proteaz
inhibitor [SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablet, Sigma, St. Louis, MO, USA] 20 ml
desztillalt vizben feloldva) keverve. Az igy elékszitett mixet egy ¢éjszakan at, keverén, 4 °C-
on inkubaltuk.

Az antigén-antitest kotédését kovetden, masnap centrifugalas ¢és a feliiluszé eltavolitasa utan,
a gyongyoket haromszor mostuk 200 ul PBS pufferral. A feliiliszo eltdvolitdsa utan, 100 pl
PBS pufferban a gyongyoket atpipettatzuk tiszta Eppendorf csovekbe. A feliiluszo eltavolitasa
utan, a gyongyokhoz 50 mM-os (desztillalt vizben higitott, pH 2,5) 50 ul glicin (Sigma, St.
Louis, MO, USA) oldatot adtunk és inkubaltuk szobahdémérsékleten 10 percig. Az eluatumot
atpipettaztuk tiszta Eppendorf csdbe, melybe mar elére 10 ul 1 M-os Tris oldatot ([Sigma, St.
Louis, MO, USA] pH 9,0) tettiink.
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4.3. SDS-PAGE

Az SDS-PAGE-hez redukélo géleket hasznaltunk. A 12%-os szeparald gél elkészitéséhez 4,9
ml desztillalt vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svajc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-ju
Tris oldatot, 100 pl 10%-0s SDS (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot, 100 pul ammoénium-
peroxo-diszulfatot (APS [Sigma, St. Louis, MO, USA]), és 5 ul tetrametil-etilén-diamint
(TEMED [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]) hasznaltunk. Az inkubalasi id6 45 perc
volt.

Az 5%-o0s féstis gél elkészitéséhez 3,75 ml desztillalt vizet, 500 ul Proseive (Lonza, Basel,
Svéjc) oldatot, 650 ul 1M-os 6,8 pH-ja Tris oldatot, 50 pul 10%-o0s SDS oldatot, 50 ul APS-t,
¢s 5 ul TEMED-et hasznaltunk.

A mintakat 6x (pH 6,8) bromfenol-kék (Sigma, St. Louis, MO, USA) festéanyagot tartalmazo
futtato pufferban vittiik fel a gélre, 10 perces 95 °C-os denaturalés utan.

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

4.4. Festés

4.4.1. Coomassie festés

Futtatds utan a géleket festokadban 1 6ran at Coomassie Brillant Blue G-250 (Sigma, St.
Louis, MO, USA) festékoldatban aztattuk. A festés utan szintelenito oldattal (50%-os etanol-

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

4.4.2. Eziistfestés

A géleket a Coomassie festés utan eziistfestéssel is megfestettiik. A ,,destainnel” szintelenitett
géleket 20 percig fixaltuk 50% metanolt és 5% ecetsavat tartalmazo6 oldatban. Majd 20 percig
50% metanolt tartalmaz6 oldatban tovabb aztattuk. 10 perc 4ztatds kovetkezett ultrasziirt
vizben. Az 1 perces 1,27 mM-os NayS>03 (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban t6rténd
érzékenyités utan 2x1 percig ultrasziirt vizben oblitettiik le a gélt. A festés 0,1%-0s AgNO3
(Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatban 20 percig tartott, majd ujra 2x1 perces ultrasziirt vizes
oblités kovetkezett. Az el6hivas intenziv razatas kdzben 2%-o0s Na;COs-ot (Sigma, St. Louis,

MO, USA) és 0.04% formaldehidet (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartalmaz6 oldatban
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végeztik a megfelelden diszkriminald szin denzitds eléréséig. A reakcid leallitdsa 5%-os
ecetsavban 3-5 perc alatt zajlott. Az eziistfestett géleket 1%-o0s evetsav (Scharlab, Debrecen,
Hungary) oldatban 4 °C-on taroltuk.

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

késziilékkel rogzitettiik digitalisan.

4.5. Western blott

Az Western blotthoz redukélo géleket hasznaltunk. A 12%-o0s szeparald gél elkészitésé¢hez 4,9
ml desztillalt vizet, 2,4 ml Proseive (Lonza, Basel, Svajc) oldatot, 2,5 ml 1,5 M-os 8,8 pH-ju
Tris oldatot, 100 ul 10%-0s SDS oldatot, 100 pul ammoénium-peroxo-diszulfatot (APS), és 5 ul
tetrametil-etilén-diamint (TEMED) hasznaltunk. Az inkubalasi id6 45 perc volt.

Az 5%-os féslis gél elkészitéséhez 3,75 ml desztillalt vizet, 500 ul Proseive oldatot, 650 pl
IM-o0s 6,8 pH-ju Tris oldatot, 50 pl 10%-os SDS oldatot, 50 pul APS-t, és 5 ul TEMED-et
hasznaltunk.

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

A blottolads utdan a membrant blokkold pufferban (6,25 mM polivinil-pirrolidon, 18,8 mM
NaCl, 50 ml PBS-Tween) 4 °C-on, egy ¢jszakan at, horizontéalis keverén blokkoltuk. A
kovetkezd napon blokkolo pufferban higitott primer antitesttel inkubaltuk a membrant 4 °C-
on egy ¢jszakan at, majd 5x10 percig mostuk PBS-Tween-t tartalmazé oldatban. A
masodlagos antitestettel 1 6rdn at inkubaltuk a membrant szobahdmérsékleten. A membrant
5x10 percig mostuk PBS-Tween-t tartalmazo oldatban.

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

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

lumineszcens ¢s UV megvilagitast hasznalva.
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4.6. Tomegspektrometria

4.6.1. Mintaelokészités

A teljes plazma mintdkat C9 specifikus (BS10449, BSI0581, BSI0639) protein G boritott
mégneses gyongyokhdz (atlagos mérettartomanya 50 nm, MACS® Technology, Miltenyi
Biotech, Bergisch-Gladbach, Németorszag) kovalensen kotott antitestekkel

immunoprecipitaltuk, majd a gyongyokon tripszinnel emésztettiik.

4.6.2. Tomegspektrometriai mérés

A tripszinnel emésztett alikvotokat LC-MS/MS rendszerbe vezettiik. RP-HPLC (Waters,
Milford, MA, USA) késziiléket kapcsoltunk Orbitrap-Fusion Lumos (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) tomegspektrométerhez.

Az adatok gylijtéséhez az MS1 alapjan a 20 legintenzivebb, tobbszordsen toltott prekurzorion
keriilt fragmentalasra MS2-ben, magas energidju ltkézésindukalt disszociacios [Higher-

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

4.6.3. Adatok elemzése

A nyers adatokat cstcslista tipusi adatokka konvertaltuk Proteome Discoverer (v 1.4)
program (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, majd ezt a listat
Osszevetettiik a SwissProt adatbazissal (555426 proteint tartalmazo, 2017.09.19.-es verzid).
Az 6sszevetéshez Protein Prospector (v.5.15.1) szoftvert (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) hasznéltunk a kovetkezd paraméterekkel: enzim: tripszin maximum két kihagyott
hasitohely; tomegpontossdg: 5 ppm a prekurzoionra és 10 ppm a fragmensionokra; fix
modositasok: cisztein karbamidometilezddés; valtozé6 modositasok: N-termindlis acetilacioja,
metionin oxidéacid, N-termindlis glutamin ciklizacidja, szerin/teronin/tirozin foszforillacio,
maximum két variabilis médositas volt megengedett peptidenként. Az elfogadasi kritérium E-
érteke 0,01 volt proteinek és 0,05 volt peptidek azonositasara.

Az adatokban N-glikozilaciora kerestiink NXT|S, X#P motivumokon.
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A 415 pozicioban 1évé N-glikozilacidt egy erds, nem modositott, teljesen emésztett, €s
minden mintdban jelenlevd peptidre (LSPIYNLVPVK) normalizaltuk. (Megjegyzés: a

tomegspektrometiras kisérletek a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban késziiltek.)

4.7. Antitest biotinilalas

4.7.1. Biotinilalt antitest eloallitasa

1 mg antitesthez 26,6 ul 10 mM-os EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin-t (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) adtunk. 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten keverés kdzben.

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

fordulatszdmon. Az igy kapott atfoly6 tartalmazta a biotinilalt antitesteket.

4.7.2. Biotinilalt antitest validalasa

A biotinilaltsagi fokot HABA - Pierce Biotin Quantitation Kittel (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) végeztilkk. A 4 °C-on tarolt HABA premixet szobahémérsékletre
hagytuk melegedni, majd 100 pul ultrasziirt vizben feloldottuk. A feloldott HABA-t 96 nyilasu
ELISA lemezre vittiikk (160 pul PBS + 20 ul HABA / nyilds). FLUOstar OPTIMA (BMG
LabTech, Durham, NC, USA) ELISA lemez olvason beolvastuk a nyilasok abszorbancia
(OD) értéekét. Majd 20-20 ul biotinildlt mintat ramértiink a HABA-t tartalmaz6 nyilasokra.
Osszeszuszpendaltuk és tjramértiik az OD értékét az olvason. A kiértékeléshez a Thermo
Scientific oldalan 1évo HABA Calculator programot hasznaltuk.
(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/protein-biology/protein-labeling-

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

A biotinilalt antitestek koncentraciojat BCA Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) segitségével mértiik meg. BCA mérésnél egy eldre elkészitett kalibracids sor mellé, 96
nyildsu lemezen 5-5 pl mintat visziink fel nyildsonként, 5 pl 1 mg/ml IgG standardot is

hasznalva. A mintakat ¢€s a standardot is 5x-re higitjuk PBS oldattal. A kitben 1évo A és B
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komponenseket 50:1 aranyban kevertiik és 200-200 pl-t ramértiink a lemezre, majd 15 percig
inkubaltuk 37°C-on. A lemez abszorbancia értékeit a FLUOstar OPTIMA ELISA (BMG
LabTech, Durham, NC, USA) olvasoban torténd beolvasas utan kaptuk meg.

4.8. C9 epitop teszt

A C9 epitopok atfedését 96 nyilasi ELISA (Costar3690, Corning, NY, USA) lemezen
teszteltiilk kompeticios esszében. A 96 nyilast lemezre 2 pg C9 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
fehérjét tartalmazd 30 upl karbonatos burkold puffert (15 mM Na,COs; [Riedel-deHaren,
Seelze, Németorszag], 35 mM NaHCO; [Riedel-deHaren, Seelze, Németorszag], pH 9,6)
mértiink fel lyukanként, majd egy o6ran at 37°C-on inkubaltuk. Ezutan a lemezt kétszer
mostuk PBS-Tween oldattal. A kdvetkez6 1épésben 60 ul BSA-PBS-Tween (BSA: Sigma, St.
Louis, MO, USA) oldattal blokkoltuk a lemezt 30 percig 37 °C-on. Majd a lemezt haromszor
megmostuk PBS-Tween oldattal. A lemezre kiilonb6zd, nem biotinilélt, blokkold pufferban,
higitott C9 antitesteket (BSI0449, BSI0581, BSI0639), 1 ¢és 10 pg/ml-s koncentracidban
vittiink fel és inkubaltuk 1 ordn 4t 37 °C-on. Ezutan a lemezt kétszer mostuk PBS-Tween
C9 antitesteket és 1 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezutdn haromszor mostuk a lemezt €s
ramértiink 5000x blokkolé pufferban higitott Strepatvidin-HRP-t (Southern-Biotech,
Birmingham, AL, USA) a 30 perces inkubaldshoz. A lemezt négyszer mostuk. A lemezre 30
ul egykomponenstt TMB (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot mértiink és 1-2 perc utan a
reakciot 4N H>SO4 (Merck, Darmstadt, Németorszag) oldattal leéllitottuk. A lemezen az
abszorbancia értéket 450 nm-en olvastuk be a FLUOstar OPTIMA (BMG LabTech, Durham,
NC, USA) lemez olvaséval.

4.9. Statisztikai analizis

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

4.10. Abrazolas

Az ébrékat R platformon, excelben, IBS illusztratorral (version 1.0), illetve Pymol (1.7.4.4.
Edu) programokkal készitettem.
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5. Eredmények

5.1. Anti C9- antitestek Kivalasztasa és korabbi adatainak elemzése

Korabbi méréseink eredményei szerint, egy-egy fehérje epitopjai tiidérak asszociacid
szempontjabol eltérd biomarker értékkel rendelkeznek, és ezek nem sziikségszertien egyforma
iranyuak, azaz tapasztaltunk pozitiv, negativ és neutralis asszociaciot is [132].

Az egyik ilyen vizsgalt fehérje a plazma C9. A BSI QuantiPlasma konyvtarban 12 darab C9-
et felismeré mAb talalhato.

Ezek koziil valasztottunk ki harmat tovabbi vizsgalatra, az epitopok mAb-okkal vizsgalt
nem tiidérdkos mintak kozott. Voltak olyan epitdpok is, amelyek kiilonbozdéen viselkedtek
tiidérakos és kontroll egyének vérplazma mintaival vald asszociacid szempontjabol, azaz
pozitivan vagy negativan kapcsolddtak hozzajuk; ezek koziil egyet-egyet valasztottunk ki.

Az adatokat jra elemezve ROC gorbén (6. abra) az asszociacid meglétét, illetve hianyat

lathatova tettik.

C9 epitok tiiddorak asszociaciojal.
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vizsgalata ROC gorbékkel szemléltetve. (Az abra, a Lazar és munkatarsai kézleményében

[132] mar szereplo adathalmaz felhasznaldsaval késziilt). A ROC analizishez felhasznalt
RLU% adatok tiidorakos és kontroll egyének vérplazma mintdinak sbCIA mérésébol

szarmaznak Randox Evidence Investigator miiszeren mérve. A BSI449 epitop jol lathatoan

neutralis, a BSI0581 és BSI0639 epitopok asszociaciot mutatnak tiidordkkal.
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A jobb érthetdség kedvéért, és a statisztikai kiértékelés miatt is az egyes epitopok mert
RLUmax%-o0s adatait dobozdiagram &brdzolassal is bemutatjuk a statisztikai analizis

eredményével egyiitt (Student fele kétmintas-t proba) (7. abra).
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szemléltetve. Az ordinata az sbCIA rendszerben a Randox Evidence Invetigator biocsip array
miiszeren meért RLU%-os értékére vonatkozik. A p-értékeket kétmintds t-probaval hataroztuk

meg [132].

Statisztikai elemzés utan a BSI0581 epitop és BSI0639 epitop kontroll és tiidérakos mintdk

kozott szignifikans volt a kiilonbség, mig a BS10449 epitop esetében nem.

5.2. Az anti-C9 monoklonalis antitestek validalasa

5.2.1. Validalas kereskedelmi forgalomba kaphato C9-re

Kisérleteinket a BSI altal termelt mAb-okkal végeztiikk, ezért vizsgalatunk elsé célja a
kivalasztott BSI antitestek validalasa volt Western blottal eldzetes tisztasag vizsgalatok utan.
Az eldzetesen kivalasztott anti-C9 2 mg/ml-s mAb-okat, (BS10449, BS10581, BS10639) 200x-
os higitasban hasznaltuk, PBS pufferben higitva, primer antitestként a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 C9 fehérje (Sigma) felismerésére. Masodlagos antitestként GAM-HRP-t
hasznaltunk 2500x higitasban.
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8. abra: BSI anti-C9 mAb-ok validalasa kereskedelmi forgalomban kaphato C9 fehérjével
[134].

Mind a harom anti-C9 fehérje felismerte a C9 fehérjét ~55 kDa tartomdnyban, mig egy masik,
negativ kontroll antitest, ami albumin specifikus (BSI0097), nem ismerte fel a C9-et (8. abra).
A preparatum nem tartalmaz teljes C9 molekulat; a felismert C9 valésziniileg egy degradalt

forma lehet [135], mivel a teljes hosszisagu C9 molekulatomege 63,173 kDa.

5.2.2. C9 vizsgalata plazmaban

Miutéan validaltuk a BSI anti-C9 mAb-okat, ezek segitségével immunoprecipitaltunk kontroll
¢s tlidorakos poolozott teljes plazmat. A poolok 167 kontroll és 207 tiidérakos beteg mintait
tartalmaztak.

Az immunoprecipitdtumokban vizsgaltuk, a C9 fehérje jelenlétét. Az immunoprecipitalt
kontroll ¢és tiidérakos mintdkat SDS-PAGE utdn Western blottal ellendriztiik. A Western
blotthoz BSI10449:BS10639 1:1 aranyu elegyét hasznaltuk. A BSI0O581 korabbi Western blott
kiséretek soran nem muikodott teljes plazmat haszndlva. Masodlagos antitestként GAM-HRP-t

hasznaltunk 2500x higitasban (9. abra).
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9. abra: Immunoprecipitalt (IP) kontroll (Ctrl) és tiidorakos (LC) mintak Western blott képe.
A: lumineszcens fénnyel tortent elohivassal, B: UV fénnyel tortént elohivassal. 1. sav:
BS10449 IP Ctrl plazma minta. 2. sav: BSI0449 IP LC plazma minta. 3. sav: BSI0581 IP Ctrl
plazma minta. 4. sav: BSI0581 IP LC plazma minta. 5. sav: BSI0639 IP Ctrl plazma minta. 6.
sav: BSI0639 IP LC plazma minta [134].

Az eredmények alapjan a kivalasztott mAb-ok a vérplazmdban is felismerték a C9-et,
koriilbeliil 52 kDa ¢és 68 kDa koriili tartomanyban. Ezek a formak valosziniileg a korabban
detektalt degradalt C9, valamint a poszttranszlacids modosuldsokkal rendelkezd teljes

hosszlisagu plazma C9-et mutatjak.

5.3. A (C9-en lévo epitopok atfedésének vizsgalata

Kotédés kompeticios ELISA tesztet végeztem, hogy megvizsgaljam, a harom anti-C9
specifikus mAb kiilonboz6 epitopokat ismer-e fel. Ebben a kisérletben a 96 nyilast lemezt
tisztitott, kereskedelmi forgalomban kaphatdo C9-cel burkoltam. Erre kovetkezd rétegként a
nem biotinildlt BSI anti-C9 (BSI0449, BSI0581, BSI0639) ellenanyagok kovetkeztek
kiilonb6z6 koncentracidkban (1 pg/ml és 10 pg/ml). A mésodik antitest a biotinilalt antitest
(BS10449, BS10581, BS10639) volt, 1 pg/ml koncentracidoban. (Az antitestek biotinilalasat is a
laborban végeztem. A biotinilaltsagi fokot HABA teszttel, az antitest koncentraciot BCA
teszttel ellendriztem.)

Az elsé kisérlet soran az elsddleges, nem biotinilalt antitest a BSI0449 volt, kiilonb6zo

koncentraciokban. Negativ kontrollként C9 helyett marha szérumalbumin rétegzést
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hasznaltam. Pozitiv kontrollként a C9 fehérjét kozvetleniil a biotinilalt anti-C9 mAb-bal
detektaltam. Technikai kontrollként a C9-re nem biotinilalt antitestet tettem, majd erre
kotottem ra a GAM-HRP-t (10. 4&bra). A kontrollhoz viszonyitott jelintenzitas
szignifikancidjat tablazatban foglaltam Ossze (1. tdblazat). Ezt a kisérletet elvégeztiik a

BSI0581-es (11. abra, 2. tablazat) és a BSI0639-es (12. abra, 3. tabldzat) mAb-ok esetében is.

BS10449 epitop vizsgalat
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10. abra: BSI0449 mAb dltal felismert epitop kompeticios ELISA vizsgalata [134].

1. tablazat: BSI0449 mAb dltal felismert epitop jelintenzitasanak kontrollhoz viszonyitott

szignifikancia értékei. (Piros szinnel kiemelve a nem szignifikans érték.)

BS10449_1pl+BSI BSI0449_10ul+BSI0 BSI0449_1ul+BSI BSI0449_10ul+BSI BSI0449_1pl+BSI BSI0449_10ul+BSI BSA+BSI0449_ C9+BSI0449_

0449_biot 449_biot 0581_biot 0581_biot 0639_biot 0639_biot biot biot
BSI0449_1pl+BS10449_biot 0,0001974 7,69E-05 1,26E-05 2,23E-05 0,0001055 0,0001645  0,008822
BSI0449_10p1+B510449_biot 3,15E-10 1,10E-06 4,11E-06 3,57E-05 0,0001181 0,00481
BSI0449_1pl+BSI0581_biot 0,02836 0,005988 0,00439 4,46E-08 0,7898
BSI0449_10p1+BS10581_biot 0,09774 0,01422 6,85E-06 0,3297
BSI0449_1pl+BSI0639_biot 0,1148 1,40E-05 0,1659
BSI0449_10p1+BS10639_biot 5,05E-05 0,07924
BSA+BS10449_biot 0,003907

C9+BS10449_biot
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BSI0581 epitop vizsgalat

Absorbance values (OD)
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Layer 4 Strep-HRP Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP Strep-HRP | Strep-HRP GAM-HRP
Layer 3 | BSIOS581-biot BSIOSE1-biot BSI0449-biot |BSI0449-biot|B5I0639-bict] BSI0E3S-biot
Layer2 | BS5I0581-1 |BSI0581-10| BSI0S81-1 | BSIOS81-10| BSIOSS1-1 | BSI0SE1-10
Layer 1 o] o] =] o] =] [n] BSA [=:) (]

BSI0581-biot|BSI0581-bioY BSI0581

11. abra: BSI0581 mAb altal felismert epitop kompeticios ELISA vizsgalata [134].

2. tablazat: BSIO581 mAb altal felismert epitop jelintenzitasanak kontrollhoz viszonyitott

szignifikancia értékei. (Piros szinnel kiemelve a nem szignifikans éerték.)

BSI0581_1yl+BSI BSI0581_10ul+BSI0 BSI0581_1yl+BSI BSI0581_10ul+BSI BSI0581_1ul+BSI BSI0581_10pl+BS| BSA+BSI0581_ C9+BSI0581_

0581_biot 581_biot 0449_biot 0449_biot 0639_biot 0639_biot biot biot

BSI10581_1pl+BSI0581_biot 8,12E-05 0,004346 0,0001063 1,87E-06 0,0001135 9,81E-05 0,001322
BSI10581_10ul+BSI0581_biot 0,001322 2,03E-05 2,55E-06 7,77E-05 0,0006838 0,001225
BSI0581_1pl+BSI0449_biot 0,2351 0,002546 0,006891 0,002484 0,001413
BSI0581_10p1+BS10449_biot 2,59E-05 0,001006 6,40E-05 0,001914
BSI0581_1pl+BSI0639_biot 0,09963 1,65E-05 0,03854
BS10581_10ul+BSI0639_biot 0,0001146 0,009527

BSA+BSI0581_biot 0,001459

C9+BSI0581_biot
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BSI10639 epitop vizsgalat
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BSI mAbs | Controls

Layers 1 2 3 4 5 6 7 8 9

layerd | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP | Strep-HRP |  GAM-HRP

Layer3 | BSIOB3S-biot |BSIDG39-biot| BSIO449-biot | BSIOA49-biot | BSIDSS1-biot [BSI0SE1-biot] _ .

BSIOG39-biat | BSIO639-bict|  BSIO639

layer2 | BSIO639-1 | BSIOS39-10| BSIO639-1 | BSIDG39-10 | BSIOG39-1 | BSIDG39-10 | o o

layerd | ¢ | e | ¢ | @ | @ | @ | mA | 8 | o

12. abra: BSI0639 mAb dltal felismert epitop kompeticios ELISA vizsgalata [134].

3. tablazat: BSI0639 mAb altal felismert epitop jelintenzitasanak kontrollhoz viszonyitott

szignifikancia értékei. (Piros szinnel kiemelve a nem szignifikans érték.)

BSI0639_1l+BS! BSI0639_10l+BSI0 BSI0639_1pl+BSI BSI0639_10ul+BSI BSI0639_1ul+BSI BSI0639_10ul+BSI BSA+BSI0639_ C9+BSI0639_

0639_biot 639_biot 0449_biot 0449_biot 0581_biot 0581_biot biot biot

BS10639_1p1+BS10639_biot 1,01E-05 4,24E-06 1,36E-05 1,80E-07 4,69E-05 0,00414 2,24E-05
BS10639_10p1+BSI0639_biot 2,09E-06 8,17E-09 2,19€-07 2,91E-05 0,06491 2,07E-05
BSI0639_1ul+BSI0449_biot 0,00593 0,0001577 0,02695 0,0001871 0,0006429
BS10639_10p1+BS10449_biot 5,00E-05 0,003544 0,008432 0,0006855
BSI0639_1pl+BS10581_biot 0,0235 0,0002032 0,1695
BS10639_10p1+BSI0581_biot 1,90E-05 0,007626

BSA+BSI0639_biot 9,74E-06

C9+BS10639_biot

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt epitopok fiiggetlenek egymastol,
de a BSI0449 mAb a BSI0581-es és a BSI0639-es epitdp elérhetdséget is kismértékben

ugyan, de befolyasolja. Feltételezésiink szerint molekularis atrendez6dés indukcidja ttjan.
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5.4. A C9 epitop-fiigg6 heterogenitasanak fehérjekémiai analizise
5.4.1. Epitop heterogenitas fehérjekémiai analizise SDS-PAGE analizissel

Megvizsgaltam, hogy van-e Osszefiiggés az epitdpokkal Osszefiiggésbe hozhaté molekularis
heterogenitas €s a biomarker érték kozott. Ehhez eldszor a harom anti-C9 mAb-bal (BS10449,
BSI0581, BSI0639)  precipitaltam  kontroll  és  tiidérdkos  plazmakat. Az
immunoprecipitatumokat, redukalé SDS-PAGE gélen, kiilonb6z6 térfogatban vittem fel (10
ul és 15 pl), majd a géleket Coomassie G-250 és eziistfestéssel is megfestettem (13. dbra).
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M BSI0581 BS10449 BSI0639 o

pul 10(15 (10| 15|10 (15|10 |15 |10 | 15|10 | 15| 10

Ctrl X X X X X X X
LC X X X X X X

M| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13

13. abra: A poolozott kontroll és tiidorakos plazmamintak immunprecipitatumainak (IP)
vizsgalata anti-C9 mAb-okkal (BS10449, BS10581, BS10639). A: kontroll és tiidorakos plazma
anti-C9 IP-je SDS-PAGE-en Coomassie G-250 festéssel. B: kontroll és tiidorakos plazma
anti-C9 IP-je SDS-PAGE-en eziistfestéssel. A mintak felviteli sorrendje és tipusa a kép alatti
magyarazo tablazaton lathato [134].
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A BSI0449 ¢s BSI0581 mAb-bal immmunoprecipitalt mintdk kozott latszoélag nem volt
jelentds kiilonbség. A BSI0639 mAb-bal immunoprecipitalt mintdkon ~70 kDa tartomanyban

1év0 sav halvanyabb, a tiidérakos mintakon két egymastol elkiiloniild sav is lathato.

5.4.2. Epitop heterogenitas fehérjekémiai analizise tomegspektrometrias

analizissel

Mivel az SDS-PAGE felbontdsa nem volt elegendé a koprecipitalt fehérjék kozotti
kiilonbségek kimutatasahoz (kivéve a C9 molekulasulyt fehérjéket), a mintadkat tovabb
vizsgaltuk LC-MS/MS technologiaval.

A gyongyokre anti-C9 mAb-okkal (BSI10449, BSI0581, BSI0639) kihorgonyzott C9-et és
asszocialt fehérjéit tripszinnel leemésztették le a gyongyokrdl. A tripszinnel emésztett
alikvotokat tomegspektrometrids analizissel elemezték a Szegedi Biologia Kutatokdzpont
Proteomikai Laborjaban.

A vizsgélat igazolta, hogy az anti-C9 mAb-ok reagalnak C9-cel, mivel az emésztett peptidek
alikvotjainak 3-13%-a C9 volt és a C9-re vonatkozoan ez 30-45%-os C9 lefedettséget

eredményezett. Mas fehérjékre vonatkozoan az adatok nem voltak ilyen jok.

5.4.3. Az LC-MS/MS eredmények adatanalizise

Az epitdpok kiilonbozd viselkedése olyan genetikai mddosulasoknak is kdszonhetd lehetne,
mint az alternativ splicing, illetve az alternativ transzlacios kezdd vagy stop hely.
Megvizsgaltam, hogy az észlelt epitép kiilonbségek ezen C9 kodold kapacitasra
visszavezethetd strukturalis genetikai valtozasoknak kdszonhetdek-e, visszatérképeztem a
kiilonb6zé6 mAb-okkal kapott MS peptideket az Enslembl adatbazisban taldlhato C9
struktarara (ENST00000263408.5) (14. abra).

A C9 poszttranszlacios modosuldsait publikdciokbol [136, 137] és a UniProt adatbazisbol
kerestem ki. A keresés soran 7 kiilonb6zo pozicidban (48, 51,215, 256, 277, 394, 415) volt N-
glikozilacio, 2 pozicioban C-mannozilacié (27, 30), és 4 pozicidban O-glikozilacié (24, 26,

32, 258).
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€9 gene
Exons, introns

ENST0O0000263408.5

C9 peptides

BS10449

BSI0581

BSI0639

39.a%0mb

Ctrl

LC

Ctrl

Ctrl

LC

N- glycosilation (7) - N48, N31, N213,
N256, N277, N394, N415
C-mannosilation (2) -W27, W30
0-gylcosiolation (4) - T24, 526, T32,
T258

&= Signal peptide

14. abra: Az abran a C9 exon-intron strukturdja lathato, melyre visszatérkepeztiik a MS

analizisbol kapott C9 peptideket. A z6ld vonal a kontroll mintakat, a piros vonal a tiidorakos

mintakat jeloli. Az abran feltiintettiik a szignal peptidet és a kiilonbozo helyeken talalhato

glikozilacios modosulasokat is [134].

A mintaikbol minden esetben hianyoztak a szignal peptidek, mivel a C9 plazmaban keringd,

vagyis szekretalt C9 volt. Az MS peptidek eloszlasa hasonlé volt.

A kapott peptidek szamat is Osszevetettiik a kiilonb6z6 kontroll és tiidérakos mintakban (15.

abra). A PeptideAtlas-ban taldlhatd Osszes C9 peptidet kigyljtottem (478 darab) [Human

2022-01 verzid], majd ezeket a peptidek kezdd pozicidi szerint sorba allitottam. Az igy

rendezett peptidek mindegyike kapott egy sorszamot (index). Ez a sorszdm van a 15. abra x-

tengelyén feltlintetve. A PeptideAtlas-bol kigylijtott fehérjék indexszamaihoz igazitottam a
C9 MS peptidjeinket.

A C9 MS peptidek 0sszevetésébdl nem latszik jelentOs kiilonbség a kiillonb6zdé mintak kozott.
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15. abra: A C9 MS peptidek szazalékos eloszlasa a kiilonbozo mintakban. Z6ld szinnel a
kontroll, piros szinnel a tiidorakos mintak eredményei lathatoak. A csucsok magassaga az

adott peptid szazalékos eloszlasat jeloli.

Az epitopok variabilitasa poszttranszlacios modosuldsnak is koszonhetd, ezért a C9 MS
peptideken kiilonb6z6 glikozilacidos mintdkat kerestiink. A UniProt adatbdzisban és a
kiilonb6z6 publikacidkban talalt poszttranszlacids modosulasokat az 14. abran is feltiintettem.
Vizsgalatunk sordn csak a 415 pozicioban 1évé N-glikozilaciot (14. abra, 16. abra) talaltuk

meg, viszont ezt minden mintaban.
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HexNAcsNeuAc

16. abra: A 415 pozicioban megtalalt antennas glikan struktura szerkezete. [3-deoxi-

nonulosonic acids (NeuAc)®, Hexoz (galaktéz)O, HexNAc (GlyNAc)M , Hexéz (mannéz) @]

A talalt glikozilacios helyet egy nem modositott ,.erds” peptidere normalizalva kiillonbségeket

talaltunk a glikozilaltsdg ardnydban a kontroll és a tiidérakos mintdkban (4. tablazat).

strukturaval rendelkezo peptid normalizalt intenzitasat és kontroll/LC aranyat mutatja [134].

Minta Normalizalt intenzitas Kontro!l/LC
415 aranya

BS10449
Ctrl 0,67 1,25
BSI10449 L.C 0,54
BSI0581
Ctrl 1,02 4,88
BSI0581 LC 0,21
BSI10639
Ctrl 1,00 5,83
BS10639 L.C 0,17

A kapott peptideket kiilonb6zé haromdimenzios C9 szerkezetekre is visszatérképeztiik (17.

abra, 18. dbra). A 17. abra els6 harmadaban lathatdak azok a peptidek melyek a mi kisérletlink

MS eredményeibdl kaptunk. Sargaval jeloltiik azokat, melyeket a PeptideAtlas-ban is

megtalaltunk. Kisérletiink soran talaltunk olyan peptideket, melyek nem szerepeltek a

PeptideAtlas-ban ezeket lila, illetve piros szinekkel jeloltiik. Az dbra kozépso részén lathatdak

zolddel azok a peptidek, melyeket mi nem taldltunk meg, de a PeptideAtlas adatbazisban
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szerepelnek. Az abra harmadik harmadaban lathat6 egyiitt a megtalalt és a mi kisérleteinkbdl

hianyzo peptidek.

17. Abra: A kisérleteink sordn kapott és a PeptideAtlas-ban talalt peptidek elhelyezkedése a
szolubilis komplexben lévo C9 dimeren (PDB: 7NYC). (Sarga, lila és piros szinekkel a
kisérleteinkbol szarmazo peptidek. Zold szinnel csak a PeptideAtlas-ban megtalalt peptidek.)

18. abra: A kiserleteink soran kapott és a PeptideAtlas-ban talalt peptidek elhelyezkedése a
gytiriive zarodott C9 komplexen, 22 C9 alegység, forman (PDB: SFMW) lathato. (A

kisérleteinkbol szarmazo peptidek sarga, lila és piros szinekkel vannak jelolve, mig a

PeptideAtlas-ban talalhato peptidek zéld szinnel vannak abrdzolva.)
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A peptideket visszatérképeztiik egy gytrivé zarult C9 szerkezetre is. A 18. abra elsé felén
lathatoak a kisérleteink soran kapott peptidek, a masodik felében azok a peptidek melyek a

PeptideAtlas-ban szerepelnek, de mi nem talaltuk meg.

Mind a két szerkezeti képen jol lathatd, hogy felszinen 1év6, mas fehérjéhez kapcsolodasi

pontként szolgélo fehérjéket nem taldltunk meg.

5.4.4. C9 asszocialt plazmafehérjék

A fehérje komplexek dinamikusan véltozhatnak kiilonbozd fizioldgias allapotokban. Ezek a
kiilonboz6é fehérje-fehérje kolesonhatas valtozasok epitopokat takarhatnak el vagy tehetnek
elérhetévé. Ennek vizsgalatara elemeztiik a C9-cel asszocialt fehérjéket. A C9-hez a kisérletek
soran Osszesen 78 kiilonbozo fehérje koprecipitalddott, kiilonbozd Osszetételben. Ezek koziil
kivalasztottuk azt a négyet, melyekben a kontroll és tiidordkos mintaban legalabb két
peptidnyi kiilonbség volt a kiillonbozé anti-C9 mAb-okkal vizsgalva (5. tdblazat). Radar
diagramon (19. abra) abrazoltuk ezt a négy fehérjét C9-cel egyiitt, illetve anélkiil.

Numbers of unique peptides (+C9) Numbers of unique peptides (-C9)
BSI10449
Control
BS10449 Control 15
20 10
BSIOB39 LC ¥ BSI0449 LC 9 BSI0639 LC BSI0449 LC i
10
can 5
5 HRNR
o» HRNR
OP HSPSOAB1
HSPIOABL
e HSPAS8
BSI0639 Control BSI0581 Control —ISPAS BSI0639 BSI0581
Control Control

BSI0S81 LC
BSI0581 LC

19. abra: A C9 fehérje, illetve a négy fehérje kivalasztott egyedi peptidjeinek eloszlasa radar
diagramon abrdzolva. Az abra bal oldalan a C9 fehérjével, az abra jobb oldalan a C9 fehérje
nélkiil [134].
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5. tablazat: A tablazatban szerepel a C9 fehérje egyedi peptideinek szama, valamint az
dltalunk kivalasztott négy fehérje egyedi peptideinek szama és lefedettsége a kiilonbézo MS
mintakban. [134].

a9 C4A HRNR HSP90AB1 HSPAS8
L Egyedi ) Egyedi ) , | Egyedi ) , Egyedi ) , Egyedi R ;
Mintak d ., Peptide gy. Peptide Fedettség 8y ., Peptide Fedettség gy . Peptide Fedettség i ., Peptide Fedettség
peptid peptid peptid peptid peptid
. Count . Count % i Count % i Count % i Count %
szam szam szam szam szam
BS10449
ctrl 21 312 12 48 10,7 1 2 0,8 0 0 0 0 0 0
BS10449
Lc 22 509 13 64 13 1 4 0,8 0 0 0 0 0 0
BSI10581
24 491 3 1 1,3 2 7 1,7 1 4 1,9 0 0 0
Ctrl
BSI10581
Lc 21 332 3 1 1,3 0 0 0 1 4 1,9 0 0 0
BSI10639
ctrl 16 139 6 3 4,4 1 1 0,8 4 14 7,7 2 7 3,4
BSI10639
Lc 14 135 0 0 0 0 0 0 5 14 9,8 1 2 1,9

A radar diagramrol és a tablazatrol is lathato, hogy a plazma C9-hez a vizsgalt koprecipitalt
fehérjék kiilonb6z6 mértékben asszocialodnak. A BSI10449 kontroll ¢s LC minta is er0sen
C4A asszocialt, mig a BSI0639 LC mintaban nem talaltunk C4A peptidet. A hornerint
(HRNR) nem talaltuk meg a BSI0581 és BSI0639 LC mintakban. HSP9OABI1 peptideket nem
talaltunk a BS10449-es mintdkban, mig erdsebben asszocialt a BSI0639-es mintakkal. HSPAS
peptideket csak a BSI0639-es mintdkban talaltunk.
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6. Megbeszélés

Az epitomika a munkacsoportunk altal elséként leirt omaikai tudomany, amely proteinek
dinamikus epitdp valtozasait vizsgalja egészséges és kiilonbozd patologids allapotokban.
Extenziv és globalis PEP technolégidval a vizsgéalhato epitopok szdma, biomarker értéke és
funkci6 relevanciaja szélesebb korben is kiterjeszthetd lesz. Munkam az elsé 1épés ebben az

iranyban.

Az eddigi felfedezett vérplazma epitomikai biomarkerek diagnosztikai célra vagy
betegkdvetésre is alkalmasak lehetnek. Nem jelentenek majd extra sugarterhelést a betegek
szamara, ¢és kivitelezésiik sem igényel nagyobb gépparkot és anyagi befektetést. Az eddigi
LDCT-vel végzett klinikai sziirdvizsgalatok alapjan megéllapithatd, hogy a nagyszamu
alpozitiv eredmények csokkentése sziikséges. Erre kiilonb6z6 rizikdfaktorokat alkalmazva
algoritmusokat lehet kidolgozni, bevethetd a mesterséges intelligencia ¢és mindez
kiterjeszthetd a biomarkerekre, illetve az ezeket is magaba foglald multivaridns index

megkdzelitésekre.

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

[138, 139].

A C9 fehérjét korabban mar azonositottdk gyomor-, tiido-, és végbélrak biomarkereként [140-

142]. Ezekben a publikaciokban csak a C9 fehérje mennyiségi jelenlétét vizsgaltak.

Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai alapjan a QuantiPlasma mAb konyvtarbol
kivalasztottunk harom olyan anti-C9 antitestet, melyek sbCIA vizsgalat alapjan, kiilonb6zo
modon asszocialnak tiidorakos plazma mintakkal [132]. A profilirozott epitopok kozott, volt,
amelyik neutralisan, pozitivan vagy negativan asszocialt a kisérletek soran tiidérakos plazma

mintakkal.

Munkank soran a C9 eddig nem publikalt epitdp fiiggd molekularis heterogenitasat vizsgaltuk
kontroll és tiidérakos plazmamintakon. Megprobaltuk megérteni a korabban felfedezett, eltérd

asszociaciot mutato, jelenség okait.
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Eloszor validaltuk az anti-C9 mAb-okat kereskedelmi forgalomban kaphatdé C9 fehérjével.
Ennek soran Western blottal bebizonyosodott, hogy mind a harom kivalasztott anti-C9 mAb
felismeri a C9 fehérjét. Ugyan a kapott molekulastly alatta volt az irodalmi értéknek, ezért
feltételezziik, hogy degradacié [135] érte a tiszta C9-et vagy gyartds, vagy tarolas soran.
Miutan validaltuk antitestjeinket, megvizsgéaltuk az epitopok fliggetlenségét kompetitiv
ELISA modszerrel. A harom vizsgalt epitdp kozel fliggetlen egymastol, de a BSI449 epitop
ellenanyag kotése kismértékben befolydsolja a masik két epitop elérhetdségét vagy/és

struktarajat.

A C9 fehérje vizsgélatdhoz el0szor immunoprecipitaltuk a plazma C9-et a kiilonbozd
antitesteken keresztiil. A kapott immunoprecipititumot SDS-PAGE-en futtattuk ¢és
megfestettik Commassie Blue, majd eziist festéssel. A kapott eredmény alapjan
megallapitottuk, hogy a kapott mintdzat kozel azonos volt. Talan a BSI0639 esetében volt
tobb sav. Ez annak is kdszonhetd, hogy a BSI0639 kevesebb C9-et precipitalt, igy a savok
jobban el tudtak kiiloniilni. Ezt az is aldtimasztja, hogy a C9-et Western blottal vizsgalva az
immunoprecipitalt mintakban is halvanyabb volt a kapott sav a BSI0639 esetében. A C9
heterogenitasat vizsgaltuk tomegspektrometridss modszerrel is. A kapott peptideket
visszatérképeztik a C9-es fehérjére. Eredményiink kozel azonos peptideloszlast mutatott
minden esetben. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a vizsgalt mintakban a C9 struktiraja
azonos lehet. Mivel a C9 szerkezete nagy valdsziniiséggel azonos a mintdkban, ezzel nem
lehet megmagyarazni a kutatast elindité megfigyelést, vagyis az eltéré epitop asszocidciot a

kontroll és tiidorakos mintakban.

Két iranyba folytattuk tovabb a kisérleteket. Tomegspektrometrids vizsgalattal megvizsgaltuk
a precipitalt peptidek segitségével épitett C9 molekula modelleket, a 415-6s pozici6 N-
glikozilaciojat, 4s a koprecipitalt fehérjéket minden epitdopra és mindkét mintatipusra

vonatkozoan.

A C9-nek szdmos poszttranszlacios modosuldsat talaltuk publikéciokban [136, 137] és a
Uniprot adatbazisban. Ezekbdl a modosulasokbol mi csak a 415-0s helyen taldlhaté N-
glikozilaciot talaltuk meg, ezt viszont minden mintaban. Ezt a poziciot tartalmazo peptidet
egy nem modositott, minden mintaban jelenlévd C9 peptidhez normalizélva azt kaptuk, hogy
ugyan ez a 415-0s pozicioban N-glikozilalt peptid minden mintadban jelen van, viszont mas
aranyban. A BSI10449-es mintdkban a kontroll és tiidérdkos mintdkban kozel azonos volt az
arany, mig a BSI0581 ¢és BSI0639 esetében kozel 5x nagyobb volt az N-glikozilaltsagi arany

a kontroll javara. A koprecipitalt fehérjéket vizsgalva megallapitottuk, hogy ezek aranya mas
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és mas antitestenként,

¢s kontroll — tiidérak viszonylatban is.

Ezek alapjan arra

kovetkeztetiink, hogy a C9 kiilonb6zd proteoformadit talaltuk meg a kivélasztott anti-C9

antitestekkel (6. tablazat). Bar az asszociacidé mds fehérjékkel nem tartozik a proteoformakat

egymastél megkiilonboztetd faktorok kozé, az egyszerliség kedvéért mégis az aladbbi

tablazatban egylitt targyaljuk Oket. Feltételezziik, hogy a 2a és 2b formak olyan variansokat

képviselnek, melyek stressz vagy malignus elvaltozas hatasara keletkeznek a sejtben. A C9

fehérje kiilonbozd helyeken is termelddhet [128, 129], akar ez is forrasa lehet a kiilonbz6

proteoformainak.
Epitép / Can CaA HSP90AB1 HSP90AB1 415 e 415 gly
mAb asszociacio LC vs. Kontroll asszociacié LC vs. Kontroll gy LC vs. Kontroll
incs kilonbség,
Proteoforma 1 | BSI 449+ igen nines 0'41 se’g - nincs kilonbség LC neutraladlis
magas peptidszam
. nincs kulonbség, . X . . | kulonbség, magas a L,
Proteoforma 2a | BSI 581+ igen R igen nincs kiilénbség LC asszocidlt
alacsony peptidszam kontrollban
incs kiilonbség, killsnbség, al 3
Proteoforma 2b | BSI 581+ igen nines kuion . segl igen nincs kiilonbség von 585 a’acsony LC asszocidlt
alacsony peptidszam az LC mintdkban
kiulénbség, magas a ,
Proteoforma 3a | BSI 639+ igen csak a kontrollban igen nincs kilonbség & & LC asszocidlt
kontrollban
. R e .| kilénbség, alacsony .,
Proteoforma 3b | BSI 639+ nem - igen nincs kiilonbség LC asszocidlt

az LC mintdkban

6. tablazat: A feltételezett C9 proteoformak [134].

Eredményeink alatdmasztjak azt az elméletet, mely szerint kiilonb6zd proteoformak 1éteznek.

Ezeknek a proteoforméaknak és az epitop elérhetdséget befolyasold komplex képzddésnek

biomarker értékiik is lehet.
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7. Osszefoglalas

Napjaink technologidi lehetévé teszik a fehérjék egyre szofisztikaltabb megismerését. A
fehérjék proteoformadinak leirdsa és kiilonbozé 4llapotokhoz vald tarsitdsa, a fehérjék
funkcidinak mélyebb megértéséhez vezet. Tobbek kozott a tudas felhasznalhatdé az egyes

proteinek biomarker funkcionak bovitésére.

Korabban kutatasaink sordn, protein epitdp profilirozassal végzett vizsgalatokban felfedeztiik,
hogy a fehérjék epitopjai eltéré mdédon asszocialhatnak tiidérakos plazaban az antitestekkel.
Munkacsoportunk korabbi kutatasait folytatva, a C9 fehérje epitopjait vizsgaltam.
Kivalasztottunk a QuantiPlasma konyvtarabol harom olyan anti-C9 antitestet (BS10449,
BSI0581, BSI0639), melyekkel eltéré modon asszocialtak az epitdpok tiidérakos mintakban

(semlegesen, negativan és pozitivan). A jelenség biokémiai okat vizsgaltam munkam soran.

Az anti-C9 antitesteket eldszor validaltuk Western blottal. Késdbb vizsgéltuk a harom C9
epitdp egymastol vald fiiggetlenségét. Az epitopok nagymértékben fliggetlenek voltak
egymastol.  Tomegspektrometridas modszerrel  kontroll ¢és  tiidorakos  mintakbol
immunprecipitalt mintdk C9 fehérjéit vizsgalva megallapitottuk, hogy a C9 peptid eloszlas
kozel azonos volt, ezért nem valdszini, hogy a kiilonbségek oka a C9 szerkezetében lehet.
Ezutan a C9 koprecipitalt fehérjéit elemeztik. A  kivéalasztott antitestjeinkkel
immunoprecipitalt mintdkat SDS-PAGE-n vizsgaltuk. A kapott mintdzat minden mintaban
kozel azonos volt. Tomegspektrometrias modszerrel elemeztiik a koprecipitalt fehérjéket is.
Olyan fehérjéket valasztottunk ki, amelyeknél a kontroll és tiidérakos mintdk kozott legalabb
két peptidre vonatkozdan volt eltérés. Harom olyan fehérjét talaltunk, amelyek nem csak az
antitestek kozott, hanem kontroll és tiidorakos mintak kozott is eltérést mutattak. A C4A
erdsen asszocialt a BSI0449 mintakkal, a BSI0639-es tiidérakos mintdban nem volt jelen. A
HSP90ABI1 a BSI0639-es mintadkkal asszocialt erdsen és a BSI0449-es mintdkban nem volt
jelen. A HSPAS pedig csak a BSI0639-es mintdkban volt jelen. A C9 fehérje 415-0s
minden mintaban, a 415-N-glikozilacié aranyaiban mutatott eltérés kontroll és tiidorakos
mintdkban a BSI0581 ¢és BSI0639 epitopok pozitiv feltételezett proteoformak esetében.
Ezekben 5x tobb volt a glikozilalt peptid a kontroll mintdkban. A BSI0449 esetében a két

allapot kozott nem volt eltérés.
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Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a C9 fehérjének tobb proteoformdja is van.
Ezek a proteoformdk kiilonb6z6 epitopokon keresztil vizsgalhatoak. A kiilonbozd
proteoforméknak ¢és a veliik koprecipitalt fehérjéknek tobbek kozott, jelentdés biomarker
értékiik lehet tiidorakban. Munkam els6ként nyujt biokémiai magyarazatot az epitdp

megkdzelités bioldgiai jelentOségére.
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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 (BS10449, BSI0581, BS10639) 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. HSP90OABI
exhibited a strong association with the BSI0639 samples and was absent in the BSI0449
samples. On the other hand, HSPAS8 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 BS10449, 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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Uj megallapitasok

Kiilonb6z06 epitdpokon keresztiil precipitalt C9 fehérjék kiillonbséget mutatnak LC és

kontroll plazméban.

A visszatérképezett C9 peptidjeinek eloszldsa azonos molekuldris szerkezetet sugall a
kiilonbozé epitopokon keresztiil precipitalt C9 formak kozott LC és kontroll

plazmaban.

A koprecipitalt fehérjék mindségi és mennyiségi kiillonbségeket mutatnak a kontroll és

LC plazma kozott.

A C9 N-glikozilacids aranya a 415. pozicidban jelentds eltérést mutat a kontroll és LC

plazma kozott.

66



10.

10.

Irodalomjegyzék

Adler, I. Primary malignant growths of the lungs and bronchi. Longmans, Green, and
Company, New York, 1912.

Sung, H.; Ferlay, J.; Siegel, R.L.; Laversanne, M.; Soerjomataram, I.; Jemal, A. et al.
Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: a cancer journal for clinicians 2021,
71, 209-49.

WHO. The top 10 ~causes of death. [Utoljara moddositva: 2020.12.09.]
Elérhet6: https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-
death [Letdltve: 2024.07.15]

Eurostat. Causes of death statistics. [Utoljara modositva:  2024.03.24.]

Elérhet6: https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-

explained/index.php?title=Causes_of death_statistics [Letoltve: 2024.07.15.]

Eurostat. Cancer statistics - specific cancers. [Utoljara modositva: 2024.07.10.]

Elérhet6: https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-

explained/index.php?title=Cancer_statistics -_specific_cancers#L.ung_cancer [Letdltve:
2024.07.10.]
Ferlay, J.; Colombet, M.; Soerjomataram, I.; Dyba, T.; Randi, G.; Bettio, M., et al.

Cancer incidence and mortality patterns in Europe: Estimates for 40 countries and 25
major cancers in 2018. European journal of cancer 2018, 103, 356-387

Bogos, K.; Kiss, Z.; Galffy, G.; Tamasi, L.; Ostoros G.; Muller, V., et al. Revising
incidence and mortality of lung cancer in Central-Europe: An epidemiology overview
from Hungary. Frontiers in oncology 2019, 9, 1-8.

European Health Information Gateway. WHO Europe. Report on Autopsy Rate of for
Hospital Deaths. [Utoljara modositva: 2023.10.04.]
Elérhet6: https://gateway.euro.who.int/en/indicators/hfa_544-6400-autopsy-rate-for-
hospital-deaths/visualizations/#id=19639&tab=graph [Letoltve: 2024.07.15.]

Karwinski, B.; Svendsen, E.; Hartveit, F. Clinically undiagnosed malignant tumours
found at autopsy. Apmis 1990, 98, 496-500.

Nicholson, A.G.; Tsao, M.S.; Beasley, M.B.; Borczuk, A.C.; Brambilla, E.; Cooper,
W.A.; et al. The 2021 WHO classification of lung tumors: impact of advances since

2015. Journal of Thoracic Oncology 2022, 17, 362-87.

67


https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?title=Causes_of_death_statistics
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?title=Causes_of_death_statistics
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?title=Cancer_statistics_-_specific_cancers#Lung_cancer
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?title=Cancer_statistics_-_specific_cancers#Lung_cancer
https://gateway.euro.who.int/en/indicators/hfa_544-6400-autopsy-rate-for-hospital-deaths/visualizations/#id=19639&tab=graph
https://gateway.euro.who.int/en/indicators/hfa_544-6400-autopsy-rate-for-hospital-deaths/visualizations/#id=19639&tab=graph

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Schabath, M.B.; Cote, M.L. Cancer progress and priorities: lung cancer. Cancer
epidemiology, biomarkers & prevention 2019, 28, 1563-79.

Mackintosh, J.A.; Marshall, HM.; Yang, [.A.; Bowman, R.V.; Fong, KM. A
retrospective study of volume doubling time in surgically resected non-small cell lung
cancer. Respirology 2014, 19, 755-62.

Tan, W.; Jain, A.; Takano, A.; Newell, EEW.; Iyer, N.G.; Lim, W.; et al. Novel
therapeutic targets on the horizon for lung cancer. The Lancet Oncology 2016, 17, 347-
362.

Brierley, J.D.; Gospodarowicz, M.K.; Wittekind, C. TNM classification of malignant
tumours. 8th edition, John Wiley & Sons, 2017, Oxford, UK.

Martincorena, I.; Raine, K.M.; Gerstung, M.; Dawson, K.J.; Haase, K.; Van Loo, P.; et
al. Universal patterns of selection in cancer and somatic tissues. Cell 2017, 171, 1029-
41.

Musolf, A.M.; Simpson, C.L.; De Andrade, M.; Mandal, D.; Gaba, C.; Yang, P.; et al.
Familial lung cancer: a brief history from the earliest work to the most recent studies.
Genes 2017, 8, 1-13.

Goldgar, D.E.; Easton, D.F.; Cannon-Albright, L.A.; Skolnick, M.H. Systematic
population-based assessment of cancer risk in first-degree relatives of cancer probands.
JNCI: Journal of the National Cancer Institute 1994, 86, 1600-8.

Jonsson, S.; Thorsteinsdottir, U.; Gudbjartsson, D.F.; Jonsson, H.H.; Kristjansson, K.;
Arnason, S.; et al. Familial risk of lung carcinoma in the Icelandic population. Jama
2004, 292, 2977-83.

Sellers, T.A.; Bailey-Wilson, J.E.; Elston, R.C.; Wilson A.F.; Elston, G.Z.; Ooi, W.L.;
et al. Evidence for mendelian inheritance in the pathogenesis of lung cancer. JNCI:
Journal of the National Cancer Institute 1990, 82, 1272-9.

Hill, W.; Lim, E.L.; Weeden, C.E.; Lee, C.; Augustine, M.; Chen, K.; et al. Lung
adenocarcinoma promotion by air pollutants. Nature 2023, 616, 159-67.

Yoshida, K.; Gowers, K.H.; Lee-Six, H.; Chandrasekharan, D.P.; Coorens, T.;
Maughan, E.F.; et al. Tobacco smoking and somatic mutations in human bronchial
epithelium. Nature 2020, 578, 266-72.

Thorgeirsson, T.E.; Geller, F.; Sulem, P.; Rafnar, T.; Wiste, A.; Magnusson, K.P.; et al.
A variant associated with nicotine dependence, lung cancer and peripheral arterial

disease. Nature 2008, 452, 638-42.

68



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Hung, R.J.; McKay, J.D.; Gaborieau, V.; Boffetta, P.; Hashibe, M.; Zaridze, D.; et al. A
susceptibility locus for lung cancer maps to nicotinic acetylcholine receptor subunit
genes on 15q25. Nature 2008, 452, 633-7.

Paez, J.G.; Janne, P.A., Lee, J.C.; Tracy, S.; Greulich, H.; Gabriel, S.; et al. EGFR
mutations in lung cancer: correlation with clinical response to gefitinib therapy. Science
2004, 304, 1497-1500.

Kwak, E.L.; Bang, Y.; Camidge, D.R.; Shaw, A.T.; Solomon, B. Maki, R.G.; et al.
Anaplastic lymphoma kinase inhibition in non—small-cell lung cancer. New England
Journal of Medicine 2010, 363, 1693-1703.

Bergethon, K.; Shaw, A.T.; Ou, S.H.; Katayama, R.; Lovly, C.M.; McDonald, N.T.; et
al. ROSI rearrangements define a unique molecular class of lung cancers. Journal of
clinical oncology 2012, 30, 863-870.

Drilon, A.; Wang, L.; Hasanovic, A.; Suehara, Y.; Lipson, D.; Stephens, P.; et al.
Response to Cabozantinib in patients with RET fusion-positive lung adenocarcinomas.
Cancer Discovery 2013, 3, 630-635.

Onozato, R.; Kosaka, T.; Kuwano, H.; Sekido, Y.; Yatabe, Y., Mitsudomi, T. Activation
of MET by gene amplification or by splice mutations deleting the juxtamembrane
domain in primary resected lung cancers. Journal of Thoracic Oncology 2009, 4, 5-11.
Heist, R.S.; Mino-Kenudson, M.; Sequist, L.V.; Tammireddy, S.; Morrissey, L.;
Christiani, D.C.; et al. FGFR1 amplification in squamous cell carcinoma of the lung.
Journal of thoracic oncology 2012, 7, 1775-1780.

Karachaliou, N.; Mayo, C., Costa, C.; Magri, 1., Gimenez-Capitan, A.; Molina-Vila,
M.A.; et al. KRAS mutations in lung cancer. Clinical lung cancer 2013, 14, 205-214.
Kobayashi, M.; Sonobe, M.; Takahashi, T.; Yoshizawa, A.; Ishikawa, M.; Kikuchi, R.;
et al. Clinical significance of BRAF gene mutations in patients with non-small cell lung
cancer. Anticancer Research 2011, 31, 4619-4623.

Takahashi, T.; Nau, M.M.; Chiba, 1.; Birrer, M.J.; Rosenberg RK, Vinocour M, et al.
P53: a Frequent Target for Genetic Abnormalities in Lung Cancer. Science 1989, 246,
491-494.

Sanchez-Cespedes, M.; Parrella, P.; Esteller, M.; Nomoto, S.; Trink, B.; Engles, J.M.;
et al. Inactivation of LKB1/STK11 is a common event in adenocarcinomas of the lung.

Cancer Research 2002, 62, 3659-3662.

69



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Shapiro, G.I.; Edwards, C.D.; Kobzik, L.; Godleski, J.; Richards, W., Sugarbaker, D.J.;
et al. Reciprocal Rb inactivation and p16INK4 expression in primary lung cancers and
cell lines. Cancer Research 1995, 55, 505-509.

Singh, A.; Misra, V.; Thimmulappa, R.K.; Lee, H.; Ames, S.; Hoque, M.O.; et al.
Dysfunctional KEAP1-NRF?2 interaction in non-small-cell lung cancer. PLoS Medicine
2006, 3, 1865-1876.

Medina, P.P.; Romero, O.A.; Kohno, T.; Montuenga, L.M.; Pio, R.; Yokota, J.; et al.
Frequent BRG1/SMARCA4—inactivating mutations in human lung cancer cell lines.
Human mutation 2008, 29, 617-622.

Wood, S.L.; Pernemalm, M.; Crosbie, P.A.; Whetton, A.D. Molecular histology of lung
cancer: from targets to treatments. Cancer treatment reviews 2015, 41, 361-75.

Xu, J.; Tian, L.; Qi, W.; Lv, Q.; Wang, T. Advancements in NSCLC: From
Pathophysiological Insights to Targeted Treatments. American Journal of Clinical
Oncology 2024, 47, 291-303.

Shankar, A.; Dubey, A.; Saini, D.; Singh, M.; Prasad, C.P., Roy, S., et al
Environmental and occupational determinants of lung cancer. Translational lung cancer
research 2019, 8, 31-49.

Krewski. D.; Lubin, J.H.; Zielinski, J.M.; Alavanja, M.; Catalan, V.S.; William Field,
R.; et al. A combined analysis of North American case-control studies of residential
radon and lung cancer. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A 2006,
69, 533-597.

EPA: Health risk of radon. [Utoljara mdositva: 2024.02.27.] Elérhet6:
https://www.epa.gov/radon/health-risk-radon [Letoltve: 2024.07.15.]

Zhang, Z.; Zhu, D., Cui, B.; Ding, R.; Shi, X.; He, P. Association between particulate
matter air pollution and lung cancer. Thorax 2020, 75, 85-7.

Burnett, R.T.; Pope, C.A.; Ezzati, M.; Olives, C.; Lim, S.S.; Mehta, S.; et al. An
integrated risk function for estimating the global burden of disease attributable to
ambient fine particulate matter exposure. Environ Health Perspect 2014, 122, 397-403.
Silverman, D.T. Diesel exhaust causes lung cancer: now what? Occupational and
environmental medicine 2017, 74, 233-4.

Kogevinas, M.; Becher, H.; Benn, T.; Bertazzi, P.A.; Boffetta, P.; Bueno-de-Mesqurta,
H.; et al. Cancer mortality in workers exposed to phenoxy herbicides, chlorophenols,
and dioxins an expanded and updated international cohort study. American journal of

epidemiology 1997, 145, 1061-1075.

70


https://www.epa.gov/radon/health-risk-radon

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

National Center for Environmental Assessment. Office of Research and Development
(NCEA). US Environmental Protection Agency. Integrated Risk Information System
(IRIS) on Asbestos. [Utoljara modositva 2014.08.12.]

Elérhetd: https://cfpub.epa.gov/ncea/iris/iris_documents/documents/subst/1026_summar
y.pdf [Letdltve: 2024.07.15.]

Hodgson, J.T.; Darnton, A. The quantitative risks of mesothelioma and lung cancer in
relation to asbestos exposure. Annals of occupational hygiene 2000, 44, 565-601.

Bray, F.; Ferlay, J.; Soerjomataram, I.; Siegel, R.L.; Torre, L.A.; Jemal, A. Global
cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for
36 cancers in 185 countries. CA: a cancer journal for clinicians 2018, 68, 394-424.
Hart, S.; Fischer, O.M.; Ullrich, A. Cannabinoids induce cancer cell proliferation via
tumor necrosis factor alpha-converting enzyme (TACE/ADAMI7)-mediated
transactivation of the epidermal growth factor receptor. Cancer research 2004, 64,
1943-1950.

Zhu, L.X.; Sharma, S.; Stolina, M.; Gardner, B.; Roth, M.D.; Tashkin, D.P.; et al. A-9-
Tetrahydrocannabinol inhibits antitumor immunity by a CB2 receptor-mediated,
cytokine-dependent pathway. The Journal of Immunology 2000, 165, 373-80.

Mehra, R.; Moore, B.A.; Crothers, K.; Tetrault, J.; Fiellin, D.A. The association
between marijuana smoking and lung cancer: a systematic review. Archives of internal
medicine 2006, 166, 1359-1367.

International Agency for Research on Cancer. IARC Monographs on the Identification

of Carcinogenic Hazards to Humans. [Utoljara mdositva: 2024.07.05]

Elérhet6: https://monographs.iarc.who.int/agents-classified-by-the-iarc/ [Letoltve:
2024.07.15.]

Mattson, M.E.; Pollack, E.S.; Cullen, J.W. What are the odds that smoking will kill
you? American journal of public health 1987, 77, 425-31.

US Department of Health, Education, and Welfare, Public Health Service. In: Summary
of the reports of Surgeon General's Advisory Committee on smoking and health.
Smoking and health: Report of the advisory committee to the surgeon general of the
Public Health Service. 1964, Washington, USA.

Jeon, J.; Holford, T.R.; Levy, D.T.; Feuer, E.J.; Cao, P.; Tam, J.; et al. Smoking and
lung cancer mortality in the United States from 2015 to 2065: a comparative modeling

approach. Annals of internal medicine 2018, 169, 684-93.

71


https://cfpub.epa.gov/ncea/iris/iris_documents/documents/subst/1026_summary.pdf
https://cfpub.epa.gov/ncea/iris/iris_documents/documents/subst/1026_summary.pdf
https://monographs.iarc.who.int/agents-classified-by-the-iarc/

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

World Health Organization. Tobacco use falling: WHO urges countries to invest in
helping more people to quit tobacco. [Utoljara moddositva: 2021.11.16]

Elérhet6: https:// www.who.int/news/item/16-11-2021-tobacco-use-falling-who-urges-

countries-to-invest-in-helping-more-people-to-quit-tobacco [Letoltve: 2024.07.15.]
GOLD. Global Strategy for the Diagnosis, Management, and Prevention of Chronic
Obstructive Pulmonary Disease -2018 Report. Elérhetd: http://goldcopd.org/wp-
content/uploads/2017/11/GOLD-2018-v6.0-FINAL-revised-20-Nov_WMS.pdf
[Letoltve:2024.07.15.]

Burney, P.G.; Patel, J.; Newson, R.; Minelli, C.; Naghav, M. Global and regional trends
in COPD mortality, 1990-2010. European Respiratory Journal. 2015, 45, 1239-47.

Young, R.P.; Hopkins, R.J. Link between COPD and lung cancer. Respiratory medicine
2010, 704, 758-9.

Clément-Duchéne, C.; Vignaud, J.M.; Stoufflet, A.; Bertrand, O.; Gislard, A.;
Thiberville, L.; et al. Characteristics of never smoker lung cancer including
environmental and occupational risk factors. Lung Cancer 2010, 67, 144-50.

Reuters. South African government sued over coal and industrial air pollution. [Utoljara

modositva: 2019.06.10.] Elérhetd: https://www.reuters.com/article/us-safrica-

coal/south-african-government-sued-over-coal-and-industrial-air-pollution-

iIdUKKCNITB1Q7 [Letoltve: 2024.07.15.]

American Cancer Society: Lung Cancer Survival Rates. [Utoljara modositva: 2024.

01.24.] Elérhetd: https://www.cancer.org/cancer/types/lung-cancer/detection-diagnosis-

staging/survival-rates.html [Letoltve: 2024.07.15.]

Fujikawa, A.; Takiguchi, Y.; Mizuno, S.; Uruma, T.; Suzuki, K.; Nagao, K.; et al. Lung
cancer screening—comparison of computed tomography and X-ray. Lung Cancer
2008, 61, 195-201.

Krist, A.H.; Davidson, K.W.; Mangione, C.M.; Barry, M.J.; Cabana, M.; Caughey,
A.B.; et al. Screening for lung cancer: US Preventive Services Task Force
recommendation statement. Jama 2021, 325, 962-70.

Pozzessere, C.; von Garnier, C.; Beigelman-Aubry, C. Radiation exposure to low-dose
computed tomography for lung cancer screening: should we be concerned? Tomography
2023, 9, 166-177.

National Lung Screening Trial Research Team. Reduced lung-cancer mortality with
low-dose computed tomographic screening. New England Journal of Medicine 2011,

365, 395-409.

72


https://www.who.int/news/item/16-11-2021-tobacco-use-falling-who-urges-countries-to-invest-in-helping-more-people-to-quit-tobacco
https://www.who.int/news/item/16-11-2021-tobacco-use-falling-who-urges-countries-to-invest-in-helping-more-people-to-quit-tobacco
http://goldcopd.org/wp-content/uploads/2017/11/GOLD-2018-v6.0-FINAL-revised-20-Nov_WMS.pdf
http://goldcopd.org/wp-content/uploads/2017/11/GOLD-2018-v6.0-FINAL-revised-20-Nov_WMS.pdf
https://www.reuters.com/article/us-safrica-coal/south-african-government-sued-over-coal-and-industrial-air-pollution-idUKKCN1TB1Q7
https://www.reuters.com/article/us-safrica-coal/south-african-government-sued-over-coal-and-industrial-air-pollution-idUKKCN1TB1Q7
https://www.reuters.com/article/us-safrica-coal/south-african-government-sued-over-coal-and-industrial-air-pollution-idUKKCN1TB1Q7
https://www.cancer.org/cancer/types/lung-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
https://www.cancer.org/cancer/types/lung-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

van Klaveren, R.J.; Oudkerk, M.; Prokop, M.; Scholten, E.T.; Nackaerts, K.; Vernhout,
R.; et al. Management of lung nodules detected by volume CT scanning. New England
Journal of Medicine 2009, 361, 2221-9.

Infante, M.; Cavuto, S.; Lutman, F.R.; Brambilla, G.; Chiesa, G.; Ceresoli, G.; et al. A
randomized study of lung cancer screening with spiral computed tomography: three-
year results from the DANTE trial. American journal of respiratory and critical care
medicine 2009, 180, 445-53.

Pegna, A.L.; Picozzi, G.; Mascalchi, M.; Carozzi, F.M.; Carrozzi, L.; Comin, C.; et al.
Design, recruitment and baseline results of the ITALUNG trial for lung cancer
screening with low-dose CT. Lung cancer 2009, 64, 34-40.

Pedersen, J.H.; Ashraf, H.; Dirksen, A.; Bach, K.; Hansen, H.; Toennesen, P.; et al. The
Danish randomized lung cancer CT screening trial—overall design and results of the
prevalence round. Journal of Thoracic Oncology 2009, 4, 608-14.

Cassidy, A.; Myles, J.P.; van Tongeren, M.; Page, R.D.; Liloglou, T.; Duffy, S.W.; et al.
The LLP risk model: an individual risk prediction model for lung cancer. British journal
of cancer 2008, 98, 270-6.

Baldwin, D.R.; Duffy, S.W.; Wald, N.J.; Page, R.; Hansell, D.M.; Field, J.K. UK Lung
Screen (UKLS) nodule management protocol: modelling of a single screen randomised
controlled trial of low-dose CT screening for lung cancer. Thorax 2011, 66, 308-13.
Field, J.K.; Duffy, S.W.; Baldwin, D.R.; Brain, K.E.; Devaraj, A.; Eisen, T.; et al. The
UK Lung Cancer Screening Trial: a pilot randomised controlled trial of low-dose
computed tomography screening for the early detection of lung cancer. Health
technology assessment 2016, 20, 1.

Becker, N.; Motsch, E.; Trotter, A.; Heussel, C.P.; Dienemann, H.; Schnabel, P.A.; et
al. Lung cancer mortality reduction by LDCT screening—Results from the randomized
German LUSI trial. International journal of cancer 2020, 146, 1503-13.

Poon, C.; Haderi, A.; Roediger, A.; Yuan, M. Should we screen for lung cancer? A 10-
country analysis identifying key decision-making factors. Health Policy 2022, 126, 879-
888.

Field, J.K.; Vulkan, D.; Davies, M.P.; Baldwin, D.R.; Brain, K.E.; Devaraj, A.; et al.
Lung cancer mortality reduction by LDCT screening: UKLS randomised trial results
and international meta-analysis. The Lancet Regional Health—Europe 2021, 10, 1-11.
The pioneering Strengthening the screening of Lung Cancer in Europe (SOLACE)
project has now been launched. [Utoljara modositva: 2023.04.18.] Elérheto:

73



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.
88.

https://www.ersnet.org/news-and-features/news/solace-project-launch/ [Letoltve:

2024.07.15.]

Kerpel-Fronius, A.; Monostori, Z.; Solymosi, D.; Markoczy, Z.; Rojko, L.; Kovacs, G.
Kezdeti  tapasztalatok a  HUNCHEST-alacsony doézisa  CT-tiidorakszlrési
pilotprogrammal. Orvosi Hetilap 2018, 159, 1741-6.

Kerpel-Fronius, A.; Megyesfalvi, Z.; Markoczy, Z.; Solymosi, D.; Cséanyi, P.; Tisza, J.;
et al. HUNCHEST-II contributes to a shift to earlier-stage lung cancer detection: final
results of a nationwide screening program. European Radiology 2024, 34, 3462-3470.
Wu, Z.; Tan, F.; Xie, Y.; Tang, W.; Wang, F.; Xu, Y.; et al. A strategy to reduce the
false-positive rate after low-dose computed tomography in lung cancer screening: A
multicenter prospective cohort study. Cancer Medicine 2023, 12, 14781-14793.

Grenier, P.A.; Brun, A.L.; Mellot, F. The potential role of artificial intelligence in lung
cancer screening using low-dose computed tomography. Diagnostics 2022, 12, 1-13.
Cavion, C.C.; Altmayer, S.; Forte, G.C.; Feijo6 Andrade, R.G.; Hochhegger, D.Q.D.R.;
Zaguini Francisco, M.; et al. Diagnostic Performance of MRI for the Detection of
Pulmonary Nodules: A Systematic Review and Meta-Analysis. Radiology:
Cardiothoracic Imaging 2024, 6, 230241.

Aronson JK, Ferner RE. Biomarkers—a general review. Current protocols in
pharmacology 2017, 76, 9-23.

Amur, S.; LaVange, L.; Zineh, 1.; Buckman-Garner, S.; Woodcock, J. Biomarker
qualification: toward a multiple stakeholder framework for biomarker development,
regulatory acceptance, and utilization. Clinical Pharmacology & Therapeutics 2015, 98,
34-46.

Pepe, M.S.; Etzioni, R.; Feng, Z.; Potter, J.D.; Thompson, M.L.; Thornquist, M.; et al.
Phases of biomarker development for early detection of cancer. Journal of the National
Cancer Institute 2001, 93, 1054-61.

Ray, P.; Manach, Y.L.; Riou, B.; Houle, T.T.; Warner, D.S. Statistical evaluation of a
biomarker. The Journal of the American Society of Anesthesiologists 2010, 112, 1023-
40.

Bence-Jones, H. Papers on Chemical Pathology. Lecture IIl. Lancet 1847, 2, 269-272.

Foster, M. Notes on amylolytic ferments. Journal of Anatomy and Physiology 1867, 1,
107-113.

74


https://www.ersnet.org/news-and-features/news/solace-project-launch/

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Engvall, E.; Perlmann, P. Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA: III.
Quantitation of specific antibodies by enzyme-labeled anti-immunoglobulin in antigen-
coated tubes. The Journal of Immunology 1972, 109, 129-135.

Owens, S.M. Monoclonal antibodies. In: Biologics to Treat Substance Use Disorders
2016, Springer, Switzerland.

Okamura, K.; Takayama, K.; Izumi, M.; Harada, T.; Furuyama, K.; Nakanishi, Y.
Diagnostic value of CEA and CYFRA 21-1 tumor markers in primary lung cancer.
Lung cancer 2013, 80, 45-9.

Arrieta, O.; Villarreal-Garza, C.; Martinez-Barrera, L.; Morales, M.; Dorantes-
Gallareta, Y.; Pefia-Curiel, O.; et al. Usefulness of serum carcinoembryonic antigen
(CEA) in evaluating response to chemotherapy in patients with advanced non small-cell
lung cancer: a prospective cohort study. BMC cancer 2013, 13, 1-7.

Greenberg, A.K.; Lee, M.S. Biomarkers for lung cancer: clinical uses. Current opinion
in pulmonary medicine 2007, 13, 249-55.

Wang, B.; He, Y.J.; Tian, Y.X.; Yang, R.N.; Zhu, Y.R.; Qiu, H. Clinical utility of
haptoglobin in combination with CEA, NSE and CYFRA21-1 for diagnosis of lung
cancer. Asian Pacific journal of cancer prevention 2014, 15, 9611-4.

Kim, H.R.; Oh, LJ.; Shin, M.G.; Park, J.S.; Choi, H.J.; Ban, H.J.; et al. Plasma proGRP
concentration is sensitive and specific for discriminating small cell lung cancer from
nonmalignant conditions or non-small cell lung cancer. Journal of Korean Medical
Science 2011, 26, 625.

Miura, N.; Nakamura, H.; Sato, R.; Tsukamoto, T.; Harada, T.; Takahashi, S.; et al.
Clinical usefulness of serum telomerase reverse transcriptase (WTERT) mRNA and
epidermal growth factor receptor (EGFR) mRNA as a novel tumor marker for lung
cancer. Cancer science 2006, 97, 1366-73.

Cho, W.C. Promises and challenges in developing miRNA as a molecular diagnostic
tool for lung cancer. Expert Review of Molecular Diagnostics 2011, 11, 763-6.

Rykova, E.Y.; Ponomaryova, A.A.; Zaporozhchenko, I.A.; Vlassov, V.V,
Cherdyntseva, N.V.; Laktionov, P.P. Circulating DNA-based lung cancer diagnostics
and follow-up: looking for epigenetic markers. Translational Cancer Research 2018, 7,
S153-70.

Qi, S.A.; Wu, Q.; Chen, Z.; Zhang, W.; Zhou, Y.; Mao, K.; et al. High-resolution
metabolomic biomarkers for lung cancer diagnosis and prognosis. Scientific Reports

2021, /1, 11805.

75



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Sun, P.D.; Foster, C.E.; Boyington, J.C. Overview of protein structural and functional
folds. Current protocols in protein science 2004, 35, 1-189

Thorvaldsen, S.; Ytterstad, E. Environmental adaptation of proteins: Regression models
with simple physicochemical properties. Computational Biology and Chemistry 2009,
33, 351-6.

Breker, M.; Gymrek, M.; Moldavski, O.; Schuldiner, M. LoQAtE—Lo calization and Q
uantitation AT las of the yeast proteom E. A new tool for multiparametric dissection of
single-protein behavior in response to biological perturbations in yeast. Nucleic acids
research 2014, 42, 726-30.

Jungblut, P.R.; Holzhiitter, H.G.; Apweiler, R.; Schliiter, H. The speciation of the
proteome. Chemistry Central Journal 2008, 2, 1-10.

Ponomarenko, E.A.; Poverennaya, E.V.; Ilgisonis, E.V.; Pyatnitskiy, M.A.; Kopylov,
A.T.; Zgoda, et al. The size of the human proteome: the width and depth. International
journal of analytical chemistry 2016, 2016, 1-7.

Aebersold, R.; Agar, J.N.; Amster, 1.J.; Baker, M.S.; Bertozzi, C.R.; Boja, E.S.; et al.
How many human proteoforms are there? Nature chemical biology 2018, 14, 206-14.
Kochetov, A.V.; Sarai, A.; Rogozin, .B.; Shumny, V.K.; Kolchanov, N.A. The role of
alternative translation start sites in the generation of human protein diversity. Molecular
Genetics and Genomics 2005, 273, 491-496.

Palma, M.; Lejeune, F., 2021. Deciphering the molecular mechanism of stop codon
readthrough. Biological Reviews 2021, 96, 310-329.

Sinitcyn, P.; Richards, A.L.; Weatheritt, R.J.; Brademan, D.R.; Marx, H.; Shishkova, E.;
et al. Global detection of human variants and isoforms by deep proteome sequencing.
Nature Biotechnology 2023, 14, 206-14.

Sachidanandam, R.; Weissman, D.; Schmidt, S.C.; Kakol, J. M.; Stein, L.D.; Marth G.;
et al. A map of human genome sequence variation containing 1.42 million single
nucleotide polymorphisms. Nature 2001, 409, 928-33.

Walsh, C.T.; Garneau-Tsodikova, S.; Gatto, G.J. Protein posttranslational
modifications: the chemistry of proteome diversifications. Angewandte Chemie
International Edition 2005, 44, 7342-72.

Sorokin, A.V.; Kim, E.R.; Ovchinnikov, L.P. Proteasome system of protein degradation
and processing. Biochemistry (Moscow) 2009, 74, 1411-42.

Carbonara, K.; Andonovski, M.; Coorssen, J.R. Proteomes are of proteoforms:

embracing the complexity. Proteomes 2021, 9, 1-38.

76



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Smith, L.M.; Agar, J.N.; Chamot-Rooke, J.; Danis, P.O.; Ge, Y.; Loo, J.A.; et al. The
human proteoform project: defining the human proteome. Science advances 2021, 7, 1-
8.

Van Regenmortel, M.H. The concept and operational definition of protein epitopes.
Philosophical Transactions of the Royal Society of London. B, Biological Sciences
1989, 323, 451-66.

Flierman, R.; Daha, M.R. The clearance of apoptotic cells by complement.
Immunobiology 2007, 212, 363-70.

Markiewski, M.M.; DeAngelis, R.A.; Strey, C.W.; Foukas, P.G.; Gerard, C.; Gerard,
N.; et al. The regulation of liver cell survival by complement. The journal of
Immunology 2009, 182, 5412-8.

Sahu, S.K.; Ozantiirk, A.N.; Kulkarni, D.H.; Ma, L.; Barve, R.A.; Dannull, L.; et al.
Lung epithelial cell-derived C3 protects against pneumonia-induced lung injury.
Science immunology 2023, 8, 1-19.

Zhang, X.; Kimura, Y.; Fang, C.; Zhou, L.; Sfyroera, G.; Lambris, J.D.; et al.
Regulation of Toll-like receptor—mediated inflammatory response by complement in
vivo. Blood 2007, 110, 228-36.

Dempsey, P.W.; Allison, M.E.; Akkaraju, S.; Goodnow, C.C.; Fearon, D.T. C3d of
complement as a molecular adjuvant: bridging innate and acquired immunity. Science
1996, 271, 348-50.

Kemper, C.; Atkinson, J.P. T-cell regulation: with complements from innate immunity.
Nature Reviews Immunology 2007, 7, 9-18.

Merle, N.S.; Church, S.E.; Fremeaux-Bacchi, V.; Roumenina, L.T. Complement system
part I-molecular mechanisms of activation and regulation. Frontiers in immunology
2015, 6, 1-30.

Murphy, K.; Weaver, C.; Berg, L. The complement system and innate immunity. In:
Twitchell B, Bressack CB eds. Janeway's Immunobiology 10th, New York: W. W.
Norton & Company, Inc., 2022; 169-215.

Chen, C.B.; Wallis, R. Two mechanisms for mannose-binding protein modulation of the
activity of its associated serine proteases. Journal of Biological Chemistry 2004, 279,
26058-65.

Barnum, S.R. C4a: an anaphylatoxin in name only. Journal of innate immunity 2015, 7,

333-9.

77



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Nilsson, S.C.; Sim, R.B.; Lea, S.M.; Fremeaux-Bacchi, V.; Blom, A.M. Complement
factor I in health and disease. Molecular immunology 2011, 48, 1611-20.

Dudkina, N.V.; Spicer, B.A.; Reboul, C.F.; Conroy, P.J.; Lukoyanova, N.; Elmlund, H.;
et al. Structure of the poly-C9 component of the complement membrane attack complex.
Nature communications 2016, 7, 1-6.

Hadders, M.A.; Bubeck, D.; Roversi, P.; Hakobyan, S.; Forneris, F.; Morgan, B.P.; et
al. Assembly and regulation of the membrane attack complex based on structures of
C5b6 and sC5b9. Cell reports 2012, 1, 200-7.

Zhou, Z.; Xu, M.J., Gao, B. Hepatocytes: a key cell type for innate immunity. Cellular
& molecular immunology 2016, 13,301-15.

Lubbers, R.; Van Essen, M.F.; Van Kooten, C.; Trouw, L.A. Production of complement
components by cells of the immune system. Clinical & Experimental Immunology 2017,
188, 183-94.

Alvez, M.B.; Edfors, F.; von Feilitzen, K.; Zwahlen, M.; Mardinoglu, A.; Edqvist, P.H.;
et al. Next generation pan-cancer blood proteome profiling using proximity extension
assay. Nature Communications 2023, 14, 4308.

Lazar, J.; Kovacs, A.; Tornyi, I.; Takécs, L.; Kurucz I. Detection of leucine-rich alpha-
2-glycoprotein 1 containing immunocomplexes in the plasma of lung cancer patients
with epitope-specific mAbs. Cancer Biomarkers 2022, 34, 113-22.

Lazar, J.; Antal-Szalmas, P.; Kurucz, 1.; Ferenczi, A.; Jozsi, M.; Tornyi, I.; et al. Large
scale plasma proteome epitome profiling is an efficient tool for the discovery of cancer
biomarkers. Molecular & Cellular Proteomics 2023, 22, 1-20.

Guergova-Kuras, M.; Kurucz, I.; Hempel, W.; Tardieu, N.; Kadas, J.; Malderez-Bloes,
C.; et al. Discovery of lung cancer biomarkers by profiling the plasma proteome with
monoclonal antibody libraries. Molecular & Cellular Proteomics 2011, 10, 1-14.
Tornyi, L.; Lazar, J.; Pettko-Szandtner, A.; Hunyadi-Gulyas, E.; Takacs, L. Epitomics:
Analysis of Plasma C9 Epitope Heterogeneity in the Plasma of Lung Cancer Patients
and Control Subjects. International Journal of Molecular Sciences 2023, 24, 14359.
Stanley, K.K; Kocher, H.P.; Luzio, J.P.; Jackson, P.; Tschopp, J. The sequence and
topology of human complement component C9. EMBO Journal 1985, 4, 375-82.

Franc, V.; Yang, Y.; Heck, A.J. Proteoform profile mapping of the human serum
complement component C9 revealing unexpected new features of N-, O-, and C-

glycosylation. Analytical chemistry 2017, 89, 3483-91.

78



137.

138.

139.

140.

141.

142.

Yang, W.; Ao, M.; Hu, Y.; Li, Q.K.; Zhang, H. Mapping the O-glycoproteome using
site-specific extraction of O-linked glycopeptides (EX00). Molecular systems biology
2018, 74, 1-12.

Tschopp, J.; Chonn, A.; Hertig, S.; French, L.E. Clusterin, the human apolipoprotein
and complement inhibitor, binds to complement C7, C8 beta, and the b domain of C9.
Journal of immunology 1993, 151, 2159-65.

Menny, A.; Lukassen, M.V.; Couves, E.C.; Franc, V.; Heck, A.J.; Bubeck, D. Structural
basis of soluble membrane attack complex packaging for clearance. Nature
Communications 2021, 12, 1-11.

Chong, P.K.; Lee, H.; Loh, M.C.; Choong, L.Y.; Lin, Q.; So, J.B.; et al. Upregulation of
plasma C9 protein in gastric cancer patients. Proteomics 2010, 10, 3210-21.
Narayanasamy, A.; Ahn, J.M.; Sung, H.J.; Kong, D.H.; Ha, K.S.; Lee, S.Y.; et al.
Fucosylated glycoproteomic approach to identify a complement component 9 associated
with squamous cell lung cancer (SQLC). Journal of proteomics 2011, 74, 2948-58.
Chantaraamporn, J.; Champattanachai, V.; Khongmanee, A.; Verathamjamras, C.;
Prasongsook, N.; Mingkwan, K.; et al. Glycoproteomic analysis reveals aberrant
expression of complement C9 and fibronectin in the plasma of patients with colorectal

cancer. Proteomes 2020, 8, 1-19.

79



11. Targyszavak

Targyszavak: epitomika, komplement C9, epitop profilirozés, epitdp heterogenitas,

proteoformék, biomarker, tiidérak

Keywords: epitomics, complement C9, epitope profiling, epitope heterogenity, proteoforms,

biomarker, lung cancer

80



12. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, prof. dr. Takacs Laszlonak, amiért tudasaval

segitette munkdm az elmult évek soran.

Koszonettel tartozom a Biosystems Immunolab Zrt. munkatarsainak a laboratériumi

munkaban nyujtott segitségiikért és a munkam anyagi hatterének biztositasaért.

Koszonettel tartozom a Humadangenetikai Tanszék korabbi vezetdjének prof. dr. Nagy
Balintnak, ¢és jelenlegi vezetdjének prof. dr. Balogh Istvdnnak, valamint a Tanszék Osszes

dolgozojanak, hogy kérdéseimmel mindig fordulhattam hozzajuk.

Koszonettel tartozom a Molekularis Sejt- és Immunbioldégia Doktori Iskola korabbi
vezetdjének prof. dr. Tézsér Jozsefnek, és jelenlegi vezetdjének prof. dr. Balogh Istvannak,

hogy kutatdomunkém a doktori iskola keretein beliil folytathattam.

Koszonom a Szegedi Biologiai Kutatokézpont munkatarsainak a tomegspektrometrias

vizsgalatoknal és elemzéseknél nytjtott segitségiiket.

Koszonettel tartozom az Adatintenziv és Nyilt tudoméany Oszténdij program oktatéinak a

toliik kapott tudasért.

Szeretnék koszonetet mondani prof. dr. Horvath Ildikénak, a mindig segitdkész
hozzaallasaért.
Szeretnék koszonetet mondani dr. Furka Andrednak, hogy tuddsédval mindig tamogatta

munkam az évek soran.

Koszonom dr. Gellén Gabriellanak és (dr.) Hoffka Gyuldnak a szakmai és barati

tdmogatasukat.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretnék koszonetet mondani Edesanyamnak és barataimnak

¢desanyamnak a biztatasukért, a tlirelmiikért és a szeretetiikért.

81



Figgelék

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/367/2024.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jeldlt: Tornyi llona
Doktori Iskola: Molekularis Sejt- €és Immunbioldgia Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kézlemények

1. Tornyi, L., Lazar, J., Pettkd-Szandtner, A., Hunyadi-Gulyas, E., Takéacs, L. Epitomics: Analysis of
Plasma C9 Epitope Heterogeneity in the Plasma of Lung Cancer Patients and Control
Subjects.

Int. J. Mol. Sci. 24 (18), 1-13, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms241814359
IF: 5.6 (2022)

2. Lazar, J., Kovécs, A. L., Tornyi, I., Takacs, L., Kurucz, |.: Detection of leucine-rich alpha-2-
glycoprotein 1-containing immunocomplexes in the plasma of lung cancer patients with
epitope-specific mAbs.

CBM. 34 (1), 113-122, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3233/CBM-210164
IF: 3.1

Tovabbi kozlemények

3. Kostyal, L., Tornyi, I., Furka, A.: A szarkopénia mérése komputertomografiaval és jelentésége
onkologiai betegeknél.
Klin. Onkol. 11 (1), 82-86, 2024.

4. Sarkézi, A., Tornyi, |., Békesi, E., Horvath, |.: Co-Morbidity Clusters in Post-COVID-19 Syndrome.

—

J Clin Med. 13 (5), 1-14, 2024. ECENT 2y
. ) : &)
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/jcm 13051457 ‘Q‘ &;é é/’
IF: 3.9 (2022) [ z
\': [ ¥ *
5. Tornyi, ., Horvath, I.: Role of Complement Components in Asthma: a Systematic \%\new‘ﬁ" e
K
J Clin Med. 13 (11), 1-14, 2024. . f/ 6:/
Y in et ¥
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/jcm13113044 8" Lot
IF: 3.9 (2022)

82



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

6. Lieber, A., Makai, A., Orosz, Z., Kardos, T., Susil, J. I., Tornyi, I., Bittner, N.: The role of
immunotherapy in early stage and metastatic NSCLC.
Pathol. Oncol. Res. "Accepted by Publisher", 2024.
IF: 2.8 (2022)

7. Tornyi, L., Arkosy, P., Horvéth, |., Furka, A.: A new perspective on the proper timing of
radiotherapy during CDK4/6 inhibitor therapy in patients with "bone-only" metastatic breast
cancer.

Pathol. Oncol. Res. 29, 1-8, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/pore.2023.161 1369
IF: 2.8 (2022)

8. Kostyal, L., Tornyi, I., Sebék, G., Furka, A.: A szarkopénia mérésének radiologiai lehetéségei:
Novelhet6 az onkoterapia hatasossaga.
Med. Tribune. 9, 15-16, 2023.

9. Csizmarik, A., Nagy, N., Keresztes, D., Varadi, M., Bracht, T., Sitek, B., Witzke, K., Puhr, M.,
Tornyi, I., Lazar, J., Takacs, L., Kramer, G., Sevcenko, S., Maj-Hes, A., Hadaschik, B.,
Nyirady, P., Szarvas, T.: Comparative proteome and serum analysis identified FSCN1 as a
marker of abiraterone resistance in castration-resistant prostate cancer.

Prostate Cancer Prostatic Dis. [Epub ahead of print], 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41391-023-00713-y
IF: 4.8 (2022)

10. Lazar, J., Antal-Szalmas, P., Kurucz, |., Ferenczi, A., Jézsi, M., Tornyi, I., Miiller, M., Fekete, J.
T., Lamont, J., FitzGerald, P., Gall-Debreceni, A., Kadas, J., Vida, A., Tardieu, N., Kieffer, Y.,
Jullien, A., Guergova-Kuras, M., Hempel, W., Kovacs, A. L., Kardos, T., Bittner, N., Csanky,
E., Szilasi, M., Losonczy, G., Szondy, K., Gélffy, G., Csada, E., Szalontai, K., Somfay, A.,
Malka, D., Cottu, P., Bogos, K., Takacs, L.: Large-scale plasma proteome epitome profiling is
an efficient tool for the discovery of cancer biomarkers.

Mol. Cell. Proteomics. 22 (7), 1-18, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.mcpro.2023.100580
IF: 7 (2022)

11. Tornyi, I., Furka, A.: Uj biomarkerek a tiidérakok diagnosztikajaban: Lehetdség a tiidérakok korai
felismeréséhez. s
e
Med. Tribune. 9, 9-10, 2023. /»\“\
~

12. Keresztes, D., Csizmarik, A., Nagy, N., Mddos, O., Fazekas, T., Bracht, T., Sltei? B. wi 2k o
Puhr, M., Sevcenko, S., Kramer, G., Shariat, S., Kironya, Z., Takacs, L., Tomyl ., kaz
Hadaschik, B., Laszik, A., Szlics, M., Nyirady, P., Szarvas, T.: Comparative p\'\@geomé s
analysis identified CD44 as a possible serum marker for docetaxel resm‘lance rn“b@t;__:‘)’
resistant prostate cancer.

J. Cell. Mol. Med. 26 (4), 1332-1337, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/jcmm. 17141
IF: 5.3

83



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

13. Furka, A., Nagy, Z., Szabd, |., Fekete, G., Kelemen, A., Bolobas, G., Sebok, G., Molnar, T., Arvai,
J., Tornyi, l., Kostyal, L., Révész, J., Hauser, P.: Full Body Surface Coverage with Water-
Equivalent Bolus as Novel Technique for Total Body Irradiation before Hematopoietic Stem
Cell Transplantation in Pediatric Acute Lymphoid Leukemia.

Children. 9 (11), 1-10, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/children9111740
IF:2.4

14. Csizmarik, A., Keresztes, D., Nagy, N., Bracht, T., Sitek, B., Witzke, K., Puhr, M., Tornyi, |.,
Lazar, J., Takacs, L., Kramer, G., Sevcenko, S., Maj-Hes, A., Juranyi, Z., Hadaschik, B.,
Nyirady, P., Szarvas, T.: Proteome profiling of enzalutamide-resistant cell lines and serum
analysis identified as marker of resistance in castration-resistant prostate cancer.

Int. J. Cancer. 151 (8), 1405-1419, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/ijc.34159
IF: 6.4

15. Furka, A., Simkg, C., Kostyal, L., Szabo, |., Valikovics, A., Fekete, G., Tornyi, I., Oross, E.,
Révész, J.: Treatment Algorithm for Cancerous Wounds: a Systematic Review.
Cancers (Basel). 14 (5), 1-12, 2022.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers14051203
IF: 5.2

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 53,2
A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
8,7

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudostérbe feltdltétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

—_—
4\&‘-'1'“I 2

Debrecen, 2024.06.17. /Q%,»‘
*

/

=

K“"{J‘

>
2

Tin P \ﬂ‘{‘;
Ui i,
Gl TSEmIe

84



	Rövidítések jegyzéke
	1. Bevezetés
	2. Irodalmi áttekintés
	2.1. A tüdőrák epidemiológiája világviszonylatban
	2.2. A tüdőrák epidemiológiája Magyarországon
	2.3.  A tüdőrák szövettani osztályozása
	2.4.  A tüdőrák okai
	2.4.1. Genetikai okok
	2.4.1.1. Örökletes genetikai tényezők
	2.4.1.2. De novo mutációk
	2.4.2. Környezeti faktorok
	2.4.2.1. Fizikai faktorok
	2.4.2.2.  Kémiai faktorok
	2.4.3. Dohányzás

	2.5. Szűrés
	2.5.1. Szűrésre alkalmazható módszerek
	2.5.2. Nemzetközi LDCT szűrőprogramok
	2.5.3. HUNCHEST program
	2.5.4. Törekvések a magas álpozitív eredmények csökkentésére

	2.6.  Biomarkerek
	2.6.1. A biomarkerek általános jellemzése
	2.6.2. A biomarkerek osztályozása
	2.6.3. A biomarkerek fejlesztésének fázisai
	2.6.4. A rák biomarkerek története
	2.6.5. Az ideális rak biomarker
	2.6.6. Tüdőrák biomarkerek

	2.7. A fehérjék szerveződése
	2.8. Proteom
	2.9. Proteoformák
	2.10. Epitópok
	2.11. A komplement kaszkád
	2.12. A fehérje epitóp profilírozás

	4. Anyagok és módszerek
	4.1. Vizsgált betegcsoportok és feldolgozott minták
	4.2. Immunoprecipitáció
	4.3. SDS-PAGE
	4.4. Festés
	4.4.1. Coomassie festés
	4.4.2. Ezüstfestés

	4.5. Western blott
	4.6. Tömegspektrometria
	4.6.1. Mintaelőkészítés
	4.6.2. Tömegspektrometriai mérés
	4.6.3. Adatok elemzése

	4.7. Antitest biotinilálás
	4.7.1. Biotinilált antitest előállítása
	4.7.2. Biotinilált antitest validálása

	4.8. C9 epitóp teszt
	4.9.  Statisztikai analízis
	4.10. Ábrázolás

	5. Eredmények
	5.1. Anti C9- antitestek kiválasztása és korábbi adatainak elemzése
	5.2. Az anti-C9 monoklonális antitestek validálása
	5.2.1. Validálás kereskedelmi forgalomba kapható C9-re
	5.2.2. C9 vizsgálata plazmában

	5.3. A C9-en lévő epitópok átfedésének vizsgálata
	5.4. A C9 epitóp-függő heterogenitásának fehérjekémiai analízise
	5.4.1. Epitóp heterogenitás fehérjekémiai analízise SDS-PAGE analízissel
	5.4.2. Epitóp heterogenitás fehérjekémiai analízise tömegspektrometriás analízissel
	5.4.3. Az LC-MS/MS eredmények adatanalízise
	5.4.4. C9 asszociált plazmafehérjék


	6. Megbeszélés
	7. Összefoglalás
	8. Summary
	9. Új megállapítások
	10. Irodalomjegyzék
	11. Tárgyszavak
	12. Köszönetnyilvánítás
	Függelék

