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Bevezetés

A tiidérak diagnosztikajanak és kezelésének kihivasai napjainkban
Epidemioldgia

A tiidérak a leggyakoribb daganatok kozé tartozik vilagszerte, 2018-ban az
Osszes U eset ~12%-at (~2,09 millio) tette ki. Férfiaknal a prosztatarak utan,
ndéknél az emlérdk utdn a maésodik leggyakoribb daganat volt.
Magyarorszagon 2024-ben a horgérak incidencidja 36,6 szazezrelék volt
(3506 1) beteg), a tiid6érak prevalencidja 203 szazezrelék, azaz 19 486
regisztralt beteg. Az 6téves tulélés alacsony igen alacsony atlagosan 19%, de
szdvettani tipusonként eltérd, azaz nem kissejtes tiidérak (NSCLC) esetén
23%, kissejtes tiidérak (SCLC) esetén 6%. A hazai mortalitas 2023-ban 83,9
szazezrelék (8050 halaleset) volt, az Eszak-magyarorszagi régiokban
kuléndsen magas incidenciat és mortalitast figyeltek meg.

Sziirés

Magyarorszagon a tiidorakos betegek jelentds része (2018-ban 35,1 %) IV.
stadiumban keril diagnosztizalasra, ami részben a daganat gyors
novekedésével magyarazhatd. Emiatt az éves lakossagi sziirés napjainkban
nem megoldhatd, a rizikdcsoportok (alacsony dozisi CT) LDCT-szirése
terjedt el. Hazankban még ez iranyu fejlesztések zajlanak a HUNCHEST
program keretében.

Sz@vettani tipusok

A WHO 2015-6s szdvettani klasszifikéaciojat hasznaljuk napjainkban is, mely
a morfologia mellett molekuldris vizsgalatok alapjan hatdrozza meg a tiidérak
altipusait. A tiidérak két f6 tipusa az SCLC (15%) és az NSCLC (85%). Az
NSCLC leggyakoribb altipusai az adenocarcinoma (ADC) (38,5%), a lapham
carcinoma (SCC) (20%) és a nagysejtes carcinoma (3%). Az ADC periférias
elhelyezkedésili, mirigyes, papillaris struktirakat és mucintermelést mutat,
mig az SCC centralis, keratinképz8dés jellemzi. A nagysejtes carcinoma

alacsony differencialtsagu, nincsenek keratin- vagy mirigyirham jellegii
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tulajdonsagai. A kissejtes carcinoma kis, ovalis sejtekbdl all, magas mitotikus
aktivitassal és gyors metasztatizalasra hajlamos, a legrosszabb prognézisi
tiidédaganat.

Etioldgia

A tiidérak legfébb ismert oka a dohanyzas, az esetek koriilbeliil 85%-aban. A
cigarettafiist tobb mint 4000 vegylletet tartalmaz, ezek koziil legalabb 70
karcinogén, példaul a policiklusos aromés szénhidrogének, melyek DNS-
karosodast és epigenetikai valtozasokat okoznak. A dohanyzas és a
levegdszennyezés oxidativ stresszt indukal, kronikus gyulladast valt ki
tobbféle gyulladasos jelétviteli Gtvonalon keresztiil. Bizonyos genetikai
tényezok, példaul a Glutathion S-transferdz Mu 1 null genotipus, fokozzak a
tiidérak kockazatat dohanyosokban. Az azbeszt-expozicid is hozzajarul a
horgérak kialakulasahoz, dohanyzassal kombinalva szinergista hatast fejt ki,
jelentésen novelve a kockazatot. A radon expozicionak szintén etioldgiai
szerepe van, a horgérakos esetek korlilbelil 7%-aért felelds.
Pathogenezisben szerepet jatszo6 genetikai eltérések

A carcinogenezis tobblépcsds folyamat, mely sordn genetikai valtozasok a
normalis sejteket malignussa alakitjak. A daganaton beliili heterogenitas
felgyorsitja a tumor evollcidjat és a gyogyszerrezisztencia kialakulasat.
Gyakori eltérések a sejtciklus szabalyozé gének mutécidéi (TP53, RB1) és
deléciok (3p, 9p, pl6), valamint a c-MYC amplifikécio, melyek fokozott
sejtoszt6dashoz, apoptézis-gatlashoz és metasztazisok létrejéttéhez vezetnek.
Az NSCLC-ben fontos ,driver” ¢és ,druggable” mutaciok foként
adenocarcinomaban fordulnak el: KRAS (20-30%, p.G12C ~13%), EGFR
(10-20%, foként exon 19 delécié és 21 L858R), BRAF (1,5-4,5%), ALK
(~5%), ROS1 (1-2%), NTRK (0,2%) és RET (1-2%). HER2 mutéaciok ritkan,
de NSCLC-ben is el6fordulnak, célzott kezelésre alkalmasak.



A pathogenezisben szerepet jatsz6 epigenetikai eltérések

A daganatos transzformacié soran szamos jeléatviteli folyamat elemének
aktivitdisa modosul, amely dontéen a fehérjék poszttranszlacios
madositasainak valtozasaiban — koztiik acetilacio, metilacid, foszforilacid és
ubiquitinacié — nyilvanul meg. E médositasok koziil napjainkban kiemelt
kutatasi tertilet a fehérje metilacio, amely hiszton- és nem-hiszton fehérjéken
egyarant alapvet§ szerepet jatszik a transzkripcio, az RNS-anyagcsere és a
DNS-karosodés-javitas kontrolljaban. A foszforilacié a legjelentésebb
szabalyoz6 PTM, amely enzimek és receptorok miikodését, tovabba a
sejtosztodast es proliferaciét koordinélja; a kinazaktivitas zavarai sz&mos
tumorban megfigyelhetok.

A hisztonfehérjék a kromatin alapvetd szerkezeti elemei, amelyek N- és C-
génexpresszi6t. A kromatin szerkezeti lazulasaval jaré aktivalé modositasok
— példaul acetilacio és bizonyos demetilacios események — a génexpresszid
fokozddasat eredményezik, mig a metilaci6 és deacetilacio altalaban
repressziv hatdsi. A tiidédaganatokban fokozott H3K4-metilaciot irtak le,
amely a koros transzkripciés programmal fligg 6ssze; a folyamatot végzo
SETD1A metiltranszferaz gatlasa xenograft-modellekben a tumomovekedés
csdkkenését eredményezi.

A protein-arginin-metiltranszferdzok (PRMT1-9) az arginin oldallancok
metilacidjaért felelések, kozilik a PRMT5 a ll-es tipusha tartozik, és
szimmetrikus dimetilarginin létrehozasaval mind hisztonokat, mind nem-
hiszton fehérjéket maddosit. A PRMT5 metiltranszferaz aktivitasat a MEP50-
nel alkotott komplex biztositja, funkcioi koézé tartozik a TP53 gén
transzkripcios gatldsa és szamos proliferacios folyamat szabalyozasa. A
PRMTS5 aktivitasa tobb poszttranszlaciés modositas révén finoman hangolt:
egyes foszforilaciok (pl. JAK2-fiiggdk) gétoljak, mig a Thr80 oldallanc
foszforilacidja igazoltan fokozza az enzim hiszton metilacids aktivitasat.
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Ugyancsak aktivalo hatasi lehet a K63-kotésii ubiquitinacid, amelyet a
TRAF6 E3 ubiquitin-ligaz kozvetit.

A PRMT5 negativ szabalyozasanak egyik legfontosabb modulatora a
szerin/treonin-specifikus miozin foszfataz (MP), amely harom alegységbdl —
a katalitikus PP1c alegységbdl, a célpont-meghatarozd MYPT1-bdl és egy kis
szabalyozo alegységb6l — all. Az MP daganatellenes hatdsat részben a
retinoblasztéma fehérje defoszforilalasén, részben pedig a PRMTS aktivald
foszforilacidinak eltavolitasan keresztiil fejti ki, ezaltal csokkentve a PRMT5
metiltranszferaz-aktivitasat. Az MP miikodését a MYPT1 foszforilacios
dllapota szabdlyozza: a Thr696 és Thr853 oldallancok foszforil4cidja —
elsésorban ROK és mas kinazok altal — gétolja az MP-t, mig a Ser695
foszforilacioja (PKA/PKG altal) ezt a gatld hatast ellensilyozza.

A MYPTL1 foszforilacids allapotadt nemcsak kinézok, hanem foszfatazok is
befolyasoljak. A PP2A képes eltavolitani a Thr696 gatlo foszforilaciojat,
ezéltal fokozva az MP aktivitasét. Ehhez hasonléan miikodik a Mg?/Mn?'-
fliggé protein-foszfatdz 1B (PPM1B) is, amely szintén defoszforildlja a
MYPT1 Thr696 oldallancét, igy kdzvetve ndveli az MP aktivitasat. A PPM1B
tobb jelatviteli at, koztik a MAPK, az NF-kB és a TGF-B szabalyozdja,
stabilitasat mikroRNS-ek és foszforilacio-vezérelt degradacié befolyasoljak.
Szadmos tumorban a PPM1B csokkent expresszidjét irtdk le, amely fokozott
invazidval és metasztatikus potenciallal tarsul.

A PPM1B/MP/PRMT5/hiszton utvonal mitkddése jol szemlélteti, hogyan
kapcsolédnak dssze a foszforilacids és metilacids események az epigenetikai
szabalyozas és a tumorképzddés soran. A PPM1B hianya a MYPT1 gatlo
foszforilacidinak fennmaradasat eredményezi, ami az MP aktivitasanak
csdkkenéséhez vezet. Ez a PRMTS5 aktivald foszforilacidinak tartos jelenlétét
okozza, ami fokozott hisztonmetilaciot és a tumorprogressziot elésegitod
transzkripcids mintazatok kialakulasat idézi elé. A rendszer igy egy olyan,

tobb szinten szabalyozott jelatviteli tengelyt alkot, amelynek zavarai a tiidérak
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és mas malignus daganatok epigenetikai hatterének fontos meghatarozoi
lehetnek.

Diagnosztika

A daganatos betegek kivizsgalasa soran arra téreksziink, hogy az aktualis
szakmai ajanlasoknak megfelelden elegendd adatot gyijtsink a
legoptimalisabb kezelési terv felallitdséhoz, melyet multidiszciplinaris onko-
team hoz meg. A dontéshozatalhoz sziikséges alapvetd informaciok a beteg
performans statusa és funkcionalis allapota, a daganat stadiuma a TNM
rendszer szerint, valamint a pontos szOvettani tipus. A stadium pontos
megallapitaséhoz elengedhetetlenek a képalkot6 vizsgalatok, mint a CT, MRI
és PET-CT.

A PET-CT a pozitronemissziés tomografia és a CT kombinécidjaval
egyszerre nyujt részletes anatémiai és funkciondalis informéciot.
Leggyakrabban 18F-FDG-t alkalmaznak tracerként, amely a fokozott
metabolizmust — gyakran daganatos — teriileteken halmozédik, igy gyorsitva
a diagnosztikat. A virtualis bronchoszképia CT-alapl, nem invaziv modszer,
amely belso léghti képet szolgaltat, segitve a tumorok és l1éguti sziikiiletek
pontos lokalizacigjat. Elénye a beavatkozasmentes abrazolas és a mintavétel
tervezésének tdmogatadsa, hatranya a nyalkahartya-megitélés és a direkt
mintavétel hidnya. A PET-CT és a virtudlis bronchoszkopia egylttes
alkalmazasa tovabb pontositja a diagnosztikdt: a PET-CT azonositja a
legaktivabb gocokat, a virtualis bronchoszkpia pedig bronchologiai
nézépontbdl segiti a lokalizaciét. Ez optimalizalhatja a mintavételi stratégiat,
javithatja a bronchoscdpos technikék talalati aranyat és kiegészit6 képalkotasi
informécidt biztosit.

A szovettani diagnozis megerdsitésére elsdként a legkevésbé invaziv
bronchoszkdpos mintavételt alkalmazzuk, sziikség esetén transthoracalis
tibiopszidt vagy sebészi modszereket. A kezelés kockazatanak

minimalizalasa érdekében fontos a kardiopulmonalis allapot pontos felmérése
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légzésfunkcios vizsgalatokkal és kardiologiai vizsgalatokkal. Bar a
tumormarkerek 6nmagukban nem alkalmasak diagndzis felallitasara, a
kdvetéshez és a terapias terv kialakitasdhoz hasznosak. Korai stadiumban a
PD-L1, EGFR és ALK biomarkerek vizsgélata alapvetd, mig elérehaladottabb
esetekben tovabbi célzott terdpiak meghatarozasahoz tobb egyéb biomarker
tesztelése is szlikséges.

Kezelés

Malignus daganatok kezelése soran alapvetéen harom modalitas kombinacioit
hasznélhatjuk: sebészet, sugarterapia, szisztémas kezelés. A daganatok
stadiumbeosztasa szerint harom alapvetd csoportra Szok&sos osztani a
tiidédaganatokat: korai, lokalisan eldrehaladott, ¢és metasztatikus
betegségekre. A korai NSCLC (I-111A) esetén a sebészeti kezelés prioritas, a
gold standard a lobectomia VATS technikaval, kis daganatnal a sz6vettani
verifikdcio gyakran a mitét sordn torténik. A kiujulds kockazatanak
csokkentésére neoadjuvans kemoterapia és ICI alkalmazhat6, adjuvans
kezelés pedig T2b-tumor vagy magasabb stadium esetén indokolt, driver
mutécio esetén célzott terapiaval kiegészitve. Sugarterapia elsdsorban muitéti
kontraindikacié esetén jon szoba, SBRT vagy PORT forméajaban. A lokalisan
kiterjedt, nem reszekalhatd Ill-as stadiumban a standard kezelés kemo-
radioterdpia, kiegészitve konszolidalo ICl-vel vagy célzott kezeléssel.
Mindezek mellett metasztatikus NSCLC-ben a kezelés palliativ, féként
szisztémas terapia, palliativ sugarkezelés, vagy célzott terapia biomarker

statusztol fiiggden.



Célkitiizések

Korabbi vizsgalatok soran bizonyitast nyert a PRMTS5, az MP és a PPM1B
enzimek szerepe kiilonbdz6 daganatos betegségek kialakulasaban. Egymassal
valé kolcsdnhatasaik egy finoman hangolt foszforilacids Utvonalat hataroz
meg, mely egyensilydnak felboruldsa hozzajarul a  malignus
transzformécichoz. Bar a fehérjék kolcsdnhatdsai és szabalyozd
mechanizmusaik mar feltarasra keriiltek in vitro méhnyakréaksejtekben,
azonban a tiidédaganatban, illetve annak kiilonb6z6 szévettanitipusaiban valo
osszefliggéseik még nem keriiltek leirasra. Ezen PPM1B/MP/PRTM5/Hiszton
utvonal rendellenes mikodését vizsgaltuk munkank soran tiidédaganat
esetében.

A mellkasi daganatok szdvettani verifikacioja sok esetben nehézségekbe
utkozik, mivel a 1éziok gyakran nehezen hozzaférhetok. Emiatt a mintavételt
tamogatd eszkozok fejlesztése napjainkban is kiemelt jelentOségii. A
képalkotas teriiletén egy, a funkciondlis virtualis bronchoszkdpiat
tovéabbfejleszt6 vizsgalatban vettem részt.

Munkénk sorén az alabbi célkitlizéseink voltak:

= A PPM1B/MP/ PRMT5/ hiszton onkogén jelétviteli palya elemeinek

expresszios szintli elemzése.

= A PPMI1B/MP/ PRMT5 enzimek aktivitdsdt meghatarozd
foszforilaciok és ahiszton dimetilacio elemzése.

= A PPM1B/MP/ PRMT5/ hiszton onkogén jelatviteli palya
expresszidjanak és aktivitasanak 0Osszefliggése a betegek teljes
talélésével Kaplan-Meier maodszer szerint.

= Tovabbi célunk volt egy olyan dedikalt funkcionalis virtualis
bronchoszképia (fVB) protokoll kialakitasa, mely egyszerre teszi
lehet6vé az anatomiai és a funkcionalis informaciok megjelenitését, a
legutak képének részletesebb és strukturaltabb megjelenitésével és

rendelkezik a hdCT képek mindségével.
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Anyagok és médszerek

Betegek

Vizsgélatunkba olyan betegeket vontunk be, akiknél tiidddaganat gyantija
miatt indult kivizsgalas, és az OTT miitéti kezelést javasolt. A bevélasztas
feltétele volt legalabb 2 cm-es elvaltozas jelenléte mellkasi CT-n. Osszesen
38 beteget vontunk be vizsgalatunkba. A mitét el6tti szovettani diagnozis
nem volt kritérium, mivel t6bb esetben csak a mintavétel utan valt ismertté a
pontos szdvettan. Amérethatar kijeldlésénél szempont volt, hogy a mintavétel
ne veszélyeztesse a patolégiai diagnozist, ezért tal kicsi daganatokbol nem
tortént mintavétel. A mitétek a DEKK Sebészeti Intézet Mellkassebészetén
zajlottak. A betegadatok gytijtése 2019.12.11. és 2023.07.25. kozott tortént, a
Debreceni Egyetem Altal kiadott etikai engedély (34199-L/2019/EKU)
szerint.

Mintavétel és szdvettani mintak

A szovetmintdkat a miitéti Gton eltavolitott lebenybdl vagy szegmentbdl
nyertiik, a daganatbol és a tavoli, ép tiidéteriiletr6l egyarant. A kontroll mintéat
mindig a daganat infiltracios zonajan kivil vettiik, figyelembe véve a szolid
komponenst meghaladd mikroszkopos terjedést (90. percentilis: 12 mm;
Grade 1: 13,0 mm, Grade 2: 9,7 mm, Grade 3: 4,4 mm). Mind a daganatos,
mind a kontroll oldalr6l harom-harom minta készilt: (1) friss, fagyasztott
szovet Westem blot vizsgalathoz; (2) szdveti matrixba agyazott, miitében
folyékony nitrogénnel fagyasztott, késébb -70 °C-on térolt minta; (3)
RNAlater-ben rogzitett, -20 °C-on tarolt minta.

Fehérje extrakcid

A szovetmintdk (100 mg) homogenizalasa RIPA pufferben tértént (50 mM
Tris pH 7,4, 0,2% natrium-dezoxikolat, 0,2% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM
EDTA, proteaz- és foszfatazgatlokkal, 1 mM PMSF, 1 uM mikrocisztin-LR).
A homogenizatumot TissueRuptorral jégen tértént homogenizalas utan 3000

g-on, 4 °C-on 5 percig centrifugaltuk, és a feliiluszot gyhjtottik. A
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fehérjekoncentraciét Pierce BCA Protein Assay Kit-tel hataroztuk meg (1:10
higitds, ELISA-leolvasé 540 nm, BSA standard), az adatok elemzéséhez
lineéris regressziot alkalmaztunk a GraphPad Prism szoftverrel.

Western blot analizis

A fehérjéket SDS-PAGE (4-20% Criterion gél, Bio-Rad) segitségével méret
szerint valasztottuk szét, majd nitrocelluléz membranra transzferaltuk (100 V,
90 perc, Bio-Rad). Amintakat 1:5 aranyban 6x SDS mintapufferrel higitottuk,
100 °C-on 5 percig denaturdltuk, és 30 pg fehérjét vittiink fel gélenként. A
membranokat 5% zsirszegény tejporral blokkoltuk PBST-ben, majd primer
antitesttel inkubaltuk (90 perc szobahémérsékleten vagy éjszakan at 4 °C-on),
ezt kovetéen HRP-konjugdlt szekunder antitesttel kezeltik. A jelzést
WestemnBright ECL szubsztréttal tettiik lathatéva, a képeket ChemiDoc
Touch rendszerrel rogzitettiik, GAPDH-t belsé kontrollként alkalmazva.
RNS izolacid

A daganatbol és kontroll tidészovetbdl teljes RNS-t izolltunk TRIzol
reagenssel (Life Technologies) a gyartd6 mddositott protokollja szerint. A
mintdkat 200 ul TRIzolban homogenizaltuk Tissue Ruptorral, majd 200 pl
kloroformmal kezelve 13 000 rpm-en, 4 °C-on 15 percig centrifugaltuk. Az
RNS-t izopropanollal (500 ul) kicsapattuk, 13000 rpm-en 10 percig
centrifugéltuk, majd a pelletet 75%-os etanolban atmostuk és 13 000 rpm-en
5 percig centrifugaltuk. A végs6 pelletet 10 pul nukledzmentes vizben oldottuk,
Reverz transzkripcié és kvantitativ PCR (RT-qPCR)

Minden mintabdl 1 ug teljes RNS-bél cDNS-t szintetizaltunk Thermo Fisher
készlettel, 37 °C-on 120 percig. A cDNS-t templatként hasznalva kvantitativ
PCR-t végeztiink 2x Xceed qPCR SYBR Green Master Mix-szel (Institute of
Applied Biotechnologies) LightCycler 480 rendszeren (Roche), a kovetkezd
hdciklusokkal: 95 °C 3 perc, majd 50 ciklus (95 °C 3 s, 60 °C 30 s, 72 °C 90



s). A Cp-értékeket GAPDH és Cyclophilin A haztartasi gének mértani
atlagdhoz normalizaltuk.

Immunhisztokémia

A vizsgalatokat tiidé SCC és ADC, valamint ugyanazon betegek egészséges
tiddszoveteib6l vett formalin-fixalt, paraffinba éagyazott metszeteken
végeztilk. A paraffint xilollal tavolitottuk el, majd 1épcsézetes alkoholos
rehidracidt kovettink (100%, 96%, 70%). Antigén-feltarast nyomas alatt
hevitett citrat pufferben (pH 6,0) végeztiink, majd aspecifikus kétShelyeket 1
0ras 5%-0s BSA blokkolassal csokkentettiink. A metszeteket 48 oran at, 4 °C-
on MYPT1, PRMTS és PPMI1B els6dleges antitestekkel (1:100 BSA/Triton
X-100/PBS) kezeltiik, ezt kovetéen HRP-konjugélt méasodlagos antitesttel 1
oraig inkubaltuk. Az immunjeleket DAB szubsztrattal tettik lathatova,
hematoxilin-eozin ellenfestéssel, majd Leica mikroszkoppal és MC120 HD
kameraval dokumentaltuk.

Immunfluoreszcens festés

A daganatos és kontroll tiidészoveteket 4% paraformaldehidben fixaltuk,
majd 40-60 um-es metszeteket készitettink vibraciés mikrotommal. A
metszeteket PBS és TBS oldatokban oblitettlik, majd permeabilizaltuk és
blokkoltuk normal szérum és Triton X-100 hozzdadasaval. Ezutén az
elsédleges ellenanyagokkal (MYPT1, MYPT1PT83 PRMTS5, PRMT5PTE0) 24
oran & inkubaltuk, majd Alexa Fluor 488 és 546-konjugalt masodlagos
ellenanyagokkal 3 oran &t jeloltik. A sejtmagokat DAPI-val festették, és a
konfokalis mikroszkdppal készitett képeken az atfedd (co-localizalt) pixelek
intenzitaséat optimalizaltuk a jobb l&thatdsag érdekében.

Kaplan-Meier talélési analizis

A teljestulélést (OS) és betegségmentes tilélést (DFS) a betegek bevonasatol
2024. jaliusig hoénapokban hatdroztuk meg. Kaplan-Meier gorbéken
abréazoltuk a talélést szdvettani altipus és molekularis marker expresszié
(MYPT1, PRMT5, H2A, PPM1B), foszforilacios (MYPT1pT853 PRMT5PTE0)
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és dimetilacios (H2A) statusz alapjan. A betegeket minden paraméter esetén
a kohorsz medianja szerint ,jmagas” és ,alacsony” csoportba soroltuk. A
talélési kilénbségeket log-rank (Mantel-Cox) teszttel elemeztiik, p<0,05
értéket tekintettink szignifikénsnak.

Statisztikai analizis

Az immunblotok denzitometridjat ImageJ-vel végeztiik, adatait GraphPad
Prism 8-ban oszlopdiagramon abrazoltuk (étlag + SD, n=fliggetlen ismétlés).
Foszforilalt fehérjéket a teljes fehérjéhez, teljes fehérjét GAPDH-hoz
normalizaltuk. Két csoport 6sszehasonlitasahoz t-probat, tébb csoport esetén
ANOVA-t Tukey-teszttel alkalmaztunk; kiugro értékeket Grubbs-teszttel
azonositottuk, p <0,05 szignifikéans.

Funkcionalis virtualis bronchoszkoépia: médszertani bedllitasok

A vizsgalatra torténd bevalogatdsra PET/CT és hdCT vizsgalaton &tesett
betegek keriiltek. A hdCT képeket Siemens Emotion 16, az IdCT és PET
vizsgalatokat Philips GEMINI TF TOF 64 késziilékkel késziultek, <1 év
kulonbséggel; a vizsgalati feltételek nem voltak standardizaltak. A virtualis
bronchoszkdpia elkészitéséhez a hdCT és IdCT képeket elastix algoritmussal
tortént, a PET képek IdCT-hez mar regisztraltak voltak. A tidémaszk (lung-
mask) szegmentalasa M-SEGM algoritmussal tortént, amely a -1000 és -400
HU kozotti voxelokat valasztotta ki a horgéi légutak és parenchyma
jelolésére. A légut szegmentacidja GeoS 2.2 vagy sajat region-growth alapl
modszerekkel volt lehetséges, igy a légutak egészen a szegmentalis horgdk
eredetéig modellezhetéek voltak.

A horgéfa csontvaz (stilypontok Osszessége) biztositja a virtualis kamera
navigaciojat és a bifurkaciok pontos szamlalasat. A szegmentalt voxelekbdl a
marching cubes algoritmus 3D feliiletmodellt generalt, a feliiletmodellhez. Az
FDG-halmozast vetitése a transzbronchialis tii hat6tavolsagan beliil, az

radiologus ellendrizte, ami szubjektiv és idéigényes volt; ezért bevezetésre
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kerult egy numerikus paraméter, D, mely a regisztracié mindségét fejezte ki,
a hdCT és IdCT Ilumenpontok tavolsagat jelentette mm-ben. Ennek
korrelacioja vizsgalata tortént (nem)egyezGségi paraméterek esetén, melynek

pozitiv kimenetele objektiven értékelhetévé tette a regisztracio minségeét.
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Eredmények és kovetkeztetések

A bevalasztott betegek klinikai adatai

Vizsgalatunk soran 38 beteg mintait gydijtottik ssze. Atlagosan 65 éves
korosztaly kerilt be tanulmanyunkba, férfi tobbséggel. Kevés kivételtdl
eltekintve dohanyos betegeink voltak. Anamnesztikus adataik a napi
gyakorlatunk sorén tapasztaltakat egyértelmiien reprezentélta, jol tiikrozte
azokat a rutin kihivasokat, melyekkel nap, mint nap szembesiiliink. A betegek
stadiumanak eloszlasa azonban a T2 és NO koril csoportosult, mert ez a
betegesoport egyrészt idealis miitéti kezelésre, masrészt daganatuk mérete
mar lehetévé tette mintavételiinket, igy technikai szempontbol vizsgalatunk
optimalis célcsoportjét alkottak. A primer daganat szévettani tipusait tekintve
igen heterogén volt a vizsgalt populacié, mivel a preoperativen meghatarozott
szovettani eredmény nem volt kizarasi kritérium a betegek bevéalasztasanal.
Tovabbi vizsgalatokat csak az ADC és SCC esetén végeztiink, dsszesen 31
beteg mintain. A median OS 44 hénap volt az ADC betegek korében és 20
hénap volt a SCC betegeknél.

PPM1B expresszio szignifikansan csdokkent mind az ADC, mind az SCC
mintakban.

Kutatécsoportunk korabbi vizsgalatai soran azonositotta a PPM1B fehérjét,
ami az MP/PRMT5/iszton jelatviteli utvonal felsébb szabalyozo elemeként
irt le, mely a carcinogenezist tekintve Uj mechanizmust jelent a HeLa sejtek
és méhnyakrak esetén. Westem blot analizissel dsszehasonlitottuk az ADC,
SCC és megfeleld kontroll mintaik relativ PPM1B expresszidjat, mely sorén
a tumoros mintakban szignifikénsan alacsonyabb volt az egészséges
tiidészovethez képest. Immunhisztokémiai vizsgalat soran ugyanezen eltérést
tapasztaltuk. RT-PCR vizsgalat soran azonban az mRNS expresszio
tekintetében mar nem mutatkozott szignifikans eltérés a tumoros és kontroll

mintak kozott. A fehérje expresszid és atulélés kapcsolatanak feltarasa soran
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az ADC és SCC betegeket tovabbi két csoportra osztottuk: magas és alacsony
PPM1B expresszios szintet mutat6 paciensek szerint. Kaplan-Meier analizis
alapjan az alacsonyabb PPM1B expressziot mutatd betegek talélése
szignifikansan rosszabb volt a magasabban expresszalokétol. Osszességében
az ADC-csoport betegei alapvetden jobb tulélési eredményeket mutattak az
SCC-betegekhez képest. Az SCC-betegek kdrében a tulélési kilénbségek
kevéshé voltak markansak, ami arra utalhat, hogy ebben a csoportban mas
molekularis mechanizmusok is hangstlyosabb szerepet jatszanak az ADC-vel
dsszehasonlitva.

A miozin foszfatiz MYPT1 szabalyozé alegységének expresszidja
emelkedett az ADC és SCC sz6vetekben.

Korabbi vizsgalatok soran mar fény deriilt az MP tumorszuppresszor
szerepére, melyet azaltal tolt be, hogy defoszforildlja a PRMT5 aktivald
foszfo-Thr80 oldallancat. A jelenséget HCC esetén figyelték meg, melyet
tiid6 adeno- és laphamcarcinomak esetén vizsgaltunk jelen munkénkban.
Western blot vizsgalat sordn a MYPTL1 relativ expresszidjat egyarant
magasabbnak talaltuk mind az SCC, mind az ADC daganatos mintakban a
kontroll szdvetekhez képest, mely eltér a HCC esetén megfigyeltektl. A
tumoros és egészséges tiidészovetek kozotti kiilonbség mRNS expressziot
tekintve még kifejezettebb volt RT-PCR vizsgélattal. Ez igen er6s
transzkripcios aktivitasra utal, mely hatterében egy kompenzécids
mechanizmus allhat. Eredményeinket IHC és immunfluoreszcens
vizsgalatokkal is meger6sitettiik. A MYPTL1 expresszidjanak dsszefliggését
Kaplan-Meier mddszer szerint vizsgaltuk, alacsonyan és magasan expresszalo
csoportokra bontva az ADC és SCC betegeket. Mindkét daganat tipus esetén
a magasabb expresszids szint jelentette a talélési elényt az alacsony

expresszios szinttel szemben.

14



A MYPT1 Thr83 gatl6 oldallancanak foszforilacioja emelkedett a
tildérakos szovetmintakban.

A MYPT1 Thr8%3pldallancon t6rténd fokozott foszforilacioja a MP holoenzim
aktivitdsanak csokkenését okozza, ami a PRMT5 Thr80 aminosavmaradék
defoszforilaciojanak csokkenéséhez vezet. A PRMT5 Thr80-oldallanc
foszforilacidja aktivalo hatdst, igy az MP gétlasa a PRTMS5 enzim
aktivitasanak ndvekedését okozza. Western blot vizsgalat soran kimutattuk,
hogy a MYPT1rT83 foszforilacié mértéke szignifikansan magasabb mindkét
tumor esetén az egészséges tiiddszovetekhez képest. Tovabba dsszehasonlitva
az ADC és SCC eredményeket, SCC-ben ezen géatlo foszforilacio mértéke
szignifikansan magasabbnak bizonyult az ADC mintakéhoz képest. Az
immunfluoreszcens jel6lés soran lathatova valt, hogy a MYPT1rT83 g
tiidérakszovetekben a sejtmagban is jelen van. A MYPT1PT853 és a betegek
talélése kozotti kapcsolatot az el6z6 szempontok szerint, Kaplan-Meier
madszerrel vizsgalva, az alacsonyabb foszforilacios szintek jelentették
mindkét szovettani tipusi csoportban. A MYPT1 gétlo foszforilacidjanak
befolyasa a tulélésre eredményeink szerint nagyobb volt, mint a fehérje relativ
expresszidja.

Emelkedett PRMTS5 szint volt kimutathaté az ADC és SCC mintakon.

A PRMT5 relativ expressziojadt ugyancsak Western blot segitségével
vizsgaltuk. Eredményeink szerint mind az ADC, mind az SCC mintékban
szignifikansan megnovekedett PRMTS fehérjeszint volt mérhet6 a megfeleld
kontrollmintdkhoz képest. Az eredmények megerdsitésére a PRMTS5 mRNS
szinteket RT-gPCR-rel is meghataroztuk Az ADC szdvetekben szignifikéns
emelkedést tapasztaltunk, mig az SCC mintakban nem szignifikans valtozast.
Tovabbi elemzés céljabol DAB immunhisztokémidi vizsgalatot végeztiink
ADC és SCC metszeteken. Az ADC szdvetein er6sebb DAB-reakcié volt
lathat6. A PRTM5 tekintetében is 6sszevettiik a fehérjeexpressziot a teljes

thléléssel. A Kaplan-Meier talélési elemzés nem mutatott statisztikailag
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szignifikans 0sszefiiggést a PRMT5 expresszios szintjei (magas vagy
alacsony) ¢és a teljes tilélés kozott sem ADC, sem SCC tiidérakos betegek
esetében.

Az aktivalé PRMT5PTS0 foszforilacié aranya, igy a PRMTS5 aktivitisa né
az ADC és SCC mintakon.

A PRMT5 Thr80 oldallancon to6rténd, aktivalo foszforilacio PRMTS
expresszidhoz viszonyitott aranyét is vizsgaltuk Westemn blot segitségével. A
mérések soran az SCC és az ADC daganatszdvetekben szignifikansan
magasabb foszforilacids szinteket taldltunk a kontroll, egészséges
megfeleldikhez képest, tovabbd az SCC daganatos mintékban szignifikansan
magasbb foszforilacios szintnovekedés volt megfigyelheté az ADC
mintdkhoz képest. Az immunfluoreszcens festés tovabb megerésitette a
PRMT5 Thr80 oldallancon megfigyelheté fokozott foszforilaciot a
daganatszdvetekben, illetve kifejezett sejtmagi lokalizacidjara és aktivald
foszforilacidjara utal, ami a PRMTS5 génexpresszidra gyakorolt hataséat jelzi.
Ezen poszttranszlacios mddositas Osszefiiggését is megvizsgaltuk az
taléléssel. Kaplan-Meier mészdszer alapjan az el6z8 vizsgalatokhoz hasonld
maédon csoportositva a betegeket. Eredményeink alapjan a magas
foszforilaciés szint jelentett szignifikans talélési hétranyt mindkét
daganattipus esetén, ez azonban SCC esetén sokkal markansabb volt, mint
ADC betegeinket tekintve. Tehdt a PRMT5 aktivitasdnak emelkedése
rosszabb tulélési eredményekkel jar.

A hiszton fehérjék (H2A és H4) szimmetrikus dimetilaciéja fokozodik az
ADC és SCC esetén.

A PPM1B/MP/PRMT5/H2A jelétviteli Gtvonal utolsé tagjat, a H2A fehérje
expresszidjanak és szimmetrikus dimetilaciojanak (DM) vizsgalatat is
elvégeztiik. Bar az egészséges tiidészovet és tildddaganatos mintak kozott
nem volt szignifikdns eltérés a hiszton fehérje expresszidjaban, de az ADC-

mintakban az SCC-mintakhoz képest szignifikansan magasabb expressziét
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észleltiink. A Kaplan-Meier-analizis sem mutatott szignifikans korrelaciot a
H2A-expresszio és atulélés kdzott egyik szovettani tipus esetén sem. A H2A
fehérje expresszidjaval ellentétben a génexpresszio aktivitasaval korrelald
H2A szimmetrikus dimetilacié nagy mértékii emelkedést mutatott az SCC- és
ADC-daganatmintdkban a megfelel$ kontrollokhoz képest. Tovabba, az SCC-
daganatok szignifikdnsan magasabb DM-szintet mutattak az ADC-
daganatokhoz képest, mely az Altalunk vizsgalt atvonal egyensuly
eltolédasanak funkcionalis kdvetkezménye. Alacsony és magas dimetilaciot
mutaté csoportokra is bontva a tumoros betegeket Kaplan-Meier analizis
szerint mindkét daganattipus esetén az alacsonyabb dimetilacios szint jelentett
tulélési elényt.

A H2A vizsgalataihoz mellett elvégeztiik a hiszton H4 expresszidjanak és
szimmetrikus dimetilalcidjanak elemzését is. A teljes H4-fehérje
expresszidban nem talaltunk szignifikéns kiilénbséget az egyes csoportok
kdzétt (SCC, ADC és kontrolljaik) a H2A adatokhoz hasonléan. Ugyanakkor
a H4 szimmetrikus dimetilaciéja mindkét daganatos csoportban
szignifikansan magasabb volt a kontroll szdvetekéhez képest.

A hiszton szimmetrikus dimetilacid génexpresszidra kifejtett hatasanak
kdzvetlen vizsgalatara az egyik jol jellemzett célgén, a tumorszuppresszor
retinoblasztéma-fehérje (pRb) termékének expresszids szintjeinek valtozasat
is elemeztiik a hiszton mddositasok génexpresszidra gyakorolt hatasanak,
ezen keresztiil az Altalunk vizsgalt Utvonal proto-onkogén szerepének
igazolasara. Western blot vizsgalat soran a pRB fehérje szintje szignifikansan
csokkent a daganatos mintadkban a hozzajuk tartozé kontroll szdvetekéhez
képest.

Az altalunk vizsgalt poszttranszlacios maodositasok (PTM) mértékének
osszefiiggéseit egy 06sszevont Kaplan-Meier elemzés soran is vizsgaltuk. Az

alacsony poszttranszlaciés madositasi szintekkel jellemzett ADC betegek
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tulélése volt a legkedvezébb, mig a magas poszttranszlacios modositasi
szinteket mutaté SCC-betegek tilélése volt a legrosszabb.

A funkcionalis virtudlis bronchoszkopia fejlesztésének eredményei

A tidédaganatok diagnosztikdjara iranyuld kisérletek masik célja a
funkcionalis virtualis bronchoszkopia mindségének javitasa volt az 1dCT-
PET és hdCT vizsgalatokbol intézményfiiggetleniil is eldallithatd egy
megbizhat6, funkcionalis-morfoldgiai alapd virtualis bronchoszkdpia, amely
a mintavétel legalkalmasabb célterlileteinek (pl. legaktivabb tumor-,
nyirokcsomo-rész) azonositasat tamogatja. A jo minéségii funkcionalis VB
feltétele a megfeleld IdCT-hdCT illesztés. A korabbi, radiologus altal végzett
ellendrzés szubjektiv volt, ezért célunk objektiv, numerikus (dis)szimilitasi
mutatd bevezetése volt. A vizsgalt voxelalapl hasonldsagi paraméterek kozil
csak a kolesonos informacid (MI) mutatott erds korrelaciot a tavolsagon
alapulé D minGségi mutatoval. Bootstrap alapi konfidencia intervallumokkal
az MI alkalmasnak bizonyult az elfogadhaté és elégtelen regisztraciok
elkiilonitésére; a ,nem megfeleld” tartomanyba esé értékek esetén uj

regisztracio sziikséges. A mddszer limitacidja a kis betegszam volt.

Uj megallapitasok

1. A PPMI1B/MYPT1/PRMT5/hiszton  szignalitvonal  egyes
elemeinek vizsgalataval megallapitottuk, a poszttranszlacios
modositasok egyensilyéanak felboruldsahozzajarul a tiidé adeno- és
laphdm carcinéma kialakulasahoz és progresszidjahoz.

2. Kimutattuk, hogy a PPM1B expresszié szignifikansan csokkent
mind a tiid6 adenocarcinéma, mind a laph&m carcinéma esetén.

3. Megaéllapitottuk, hogy a MPYT1 relativ expresszidja emelkedett

tumoros mintakban.
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10.

Ezzel 0Osszhangban a MYPT1 Thre3 gatl6 oldallancanak
foszforilacidjat is  emelkedettnek talaltuk a  tiidérakos
szdvetmintakban.

A jelatviteli Gitvonal kovetkez6 elemének, a PRMT5-nek a relativ
expresszidja mindkét vizsgalt szovettani tipust tiidérakban
szignifikansan emelkedett volt.

Ezzel parhuzamosan az aktivalo PRMT5 pT80 foszforilacio aranyét
is szignifikdnsan magasabbnak mértiik mindkét tiidérak szovettani
altipusaban, ami a PRMT5 aktivitasanak fokozddasat jelzi a
daganatos szovetekben.

Kimutattuk, hogy a PRMTS5 ismert szubsztrétjai a hiszton fehérjék
(H2A és H4) szimmetrikus dimetilacioja szignifikansan emelkedett
volt atiid6 adeno- és laphdm daganatos mintakban, mely a génétiras
represszidjara utal.

A jelatviteli Gtvonal eltéréseinek génrepressziét okozo hatéasat a jol
ismert tumorszuppresszor, a retinoblasztéma fehérje vizsgalataval
igazoltuk, melynek expresszidja csdkkentnek bizonyult a tumoros
mintakban.

Az Aaltalunk vizsgalt poszttranszlaciés modositasok 6sszevont
tulélési elemzése alapjan azon betegek tulélése volt kedvezdbb, akik
daganataban ezen mddositasok alacsonyabb szinten voltak jelen.
Az Uj, funkcionalis virtualis bronchoszképos mddszer automatizalt,
alapul, amely lényegesen jobb anatomiaitajékozodast tesz lehetdvé.
A mobdszer eltér6 paraméterekkel, valamint kiilonboz6
intézményekben késziilt CT-vizsgalatok felhasznalasara is
alkalmas.
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Osszefoglalas

Osszefoglalva, munkank soran a tiidérak komplex megkozelitése volt a
célunk az onkogén jelétviteli mechanizmusok és innovativ képalkotd
eljarasok egylttes vizsgalatdval a személyre szabott diagnosztika
szolgalataban. Tanulmanyunk  soran megmutattuk, hogy a
PPM1B/MP/PRMT5/hiszton onkogén jelatviteli Gtvonal szerepet jatszik a
tildorak kialakulasaban és progresszidjaban. Ennek az tutvonalnak a
szabalyozési zavara, melyet a PPM1B expressziojanak csokkenése, a MYPT1
megndvekedett  expresszidja  ellenére  bekovetkezd  funkcionalis
inaktivalodasa, a fokozott PRMT5-aktivitas, valamint a hiszton H2A
metilacidjanak névekedése jellemez, 0j aspektusat tarja fol a tiidédaganat
kialakulasaban szerepet jatszd molekuléris mechanizmusainak. Az ADC és
SCC altipusok kozott megfigyelt kiilonbségek ramutatnak a tiidérak
molekularis heterogenitasara, s reményeink szerint eredményeink a jévében
hozzéjarulhatnak majd ahhoz, hogy a tiidorak terapias palettaja és terapias
lehetdségei boviilhessenek.

A molekularis mechanizmusok és lehetséges diagnosztikai lehetéségek
mellett a képalkoto lehetdségeket is vizsgaltuk. A tidorak kivizsgalasa soran
a betegeknél sok esetben torténik kontrasztosmellkas CT és PET-CT vizsgélat
is. A PET-CT soran altalaban IdCT torténik a sugardozis csdkkentése miatt.
Egyetemiinkon fejlesztett automatikus funkcionalis virtualis bronchoscopia,
mely egyesiti a PET-, mind hdCT el6nyeit, és retrospektiv felvételeket
hasznal, ezzel elkeriilve a tovabbi sugarterhelést. A funkcionélis informaciok
segithetik a mintavétel sikerességét, az erek abrazolasa a szovédmények

kockazatat csokkentheti.

20



Publikécios jegyzék

EGYETENE £5 NEMZETE KONVYTAR
DEBRECENI

, Egyetem tér 1, Pf.:
EGYETEM Tel.: 52,f410-4:;?;2:?‘:1:\kac-ok@\ib;,rulnide;ﬁs

Nyilvantartasi szam:  DEENK/644/2025.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Makai Attila
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kdzlemények

1. Makai, A., Keller, |, Szalmas, A. F., Ungvari, A, Horvath, D., Major, E., Enyedi, A, Takacs, |,
Lontay, B.: Decreased PPM1B Expression Drives PRMT5-Mediated Histone Modification in
Lung Cancer Progression.
Biomolecules. 15, 1-18, 2025.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/biom 15111581
IF: 4.8 (2024)

2. Opposits, G., Nagy, M., Barta, Z., Aranyi, S. C., Szab, D., Makai, A., Varga, |., Galuska, L., Trén,
L., Balkay, L., Emri, M.: Automated procedure assessing the accuracy of HRCT-PET
registration applied in functional virtual bronchoscopy.

EJNMMI Res. 11 (1), 1-13, 2021,
DOI: http:/idx.doi.org/10.1186/s13550-021-00810-w
IF:3.434

Tovabbi kdzlemények

3. Lieber, A., Makai, A., Orosz, Z., Kardos, T, Susil, J. ., Tornyi, |, Bittner, N.: The role of
immunotherapy in early stage and metastatic NSCLC.
Pathol. Oncol. Res. 30, 1-17, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/pore.2024.1611713
IF:2.3

21



DEBRECENI EGYETEM
D E B R Ec E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

EGYETEM Tel.: 52/4]0~4:3‘??:3712I1: puhl:k?zz{ker(l;‘lit:uxr;::bi?g

4. Sebestyén, E., Major, N., Bodoki, L., Makai, A., Balogh, |., Téth, G., Orosz, Z., Arkosy, P., Vasko,
A., Hodosi, K., Z; E. H ian Oncol Network
(HORN) initiative: Immune-related adverse events of anti-PD-1 immune checkpoint inhibitors:
a single center experience.

Front Oncol. 13, 1-9, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fonc.2023.1252215
IF:3.5

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 14,034

A kozI6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az g; o ):
8,234
A DEENK a Jeldlt altal a Tudéstérbe felt6ltott adatok bibliografiai és a iai ell éséta

tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2025.12.16.

22



