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Bevezetés

Napjainkban a tiidérak az egyik legmagasabb incidenciat mutaté daganattipus (Thandra és
mtsai, 2021). Annak ellenére, hogy a diagnosztika és a kezelés terén is rendkivili fejlodés
tapasztalhatd, az elmult években a tiidérak otéves tulélése csak kevésbé mutat emelkedést
(Siegel és mtsai, 2019). A szerény talélés oka dsszetett lehet. A tiidérak alacsony radiologiai
kett6z6dési ideje mindenképpen hozzéjérulhat ehhez, valamint az is, hogy Klinikai tiineteket is
inkabb csak eldrehaladott allapotban okoz (Usuda és mtsai, 1994). Ilyen tulajdonsagokkal
rendelkez6 daganattipus esetén a sziirés rendkivil nehezen megoldhato, Kiterjesztett lakossagi
sziirése jeleniinkben lehetetlen (Pastorino és mtsai, 2019). Hazankban a betegek 35,1 %-a mar
a diagnozis pillanataban metasztatikus betegségben szenved (Kenessey és mtsai, 2024).

A korabbi évtizedek kitarté kutatomunkdjanak koészonhetdéen vilagossa valt, hogy a
rosszindulat daganatok kialakuldsaban nemcsak szomatikus mutacioknak van szerepe, hanem
az epigenetikai szabalyozas rendellenességeinek, finom egyensulyanak felborulasanak is. Ezek
kozul egyik metilacid, mely a hiszton fehérjéken is végbe mehet (Du és mtsai, 2021). A protein
arginin metiltranszferdz 5 (PRMT5) a hiszton fehérjék arginin oldallancainak szimmetrikus
dimetilacidjat katalizalja, mely altaldban gének transzkripcidja szempontjabol repressziot
jelent, sok esetben a tumorszuppresszor génekét, tobbek kozott a TP53-ét vagy a
retinoblasztomaét (Motolani és mtsai, 2021). Kutatocsoportunk korébbi munkaja soran
bizonyitotta, hogy a PRMT5 egyik Thr80 oldallancanak foszforilacioja noveli az enzim
aktivitasat, ennek deforforilacioja a miozin foszfataz (MP) altal cs6kkenti az aktivitasat. Az MP
szabalyoz6 alegységét (MYPTL1) szdmos protein kindz enzim foszforilalhatja, ami csokkenti az
MP aktivitasat. Ezt az Gtvonalat hepatocellularis carcinoma (HCC) sejtekben figyelték meg
(Sipos és mtsai, 2017). Az MP gatlo foszforilacioit a Mg?*-fiiggé protein-foszfatdz 1B

(PPM1B) enzim képes defoszforilalni, visszaadva indirekt tumorellenes hatisat. Ezen enzim



expresszidja daganatokban, példaul cervix carcinomaban csokken, mely hozzajarulhat a
daganatképzddéshez (Keller és mtsai, 2025).

Szdmos technikai fejlesztésnek koszonhetéen a tiidérak diagnosztika sokat fejlodott,
azonban a kivizsgalasa még mindig elég hosszlra nyulhat (Marc Malovrh és Adamic, 2024). A
tiidébiopsziak kivitelezése sokszor nehézségekbe (tkozik. Egyes elvaltozdsok nehezen
hozzaférhetdk, és a szdvettani diagndzishoz gyakran csak magas kockazatl beavatkozasokkal
juthatunk, mint példaul a transthoracalis tiibiopszia (TTB). Ezért a mintavételeket segitd
fejlesztések irant a tidégyogyaszat igénye allandd. A szOvettani mintavételek kozil a lekisebb
rizikbval a bronchoszkopia jar, igy kézenfekvd, hogy ezen modszer a talalati aranyanak
novelése mindenképpen célszerii. Ezt mind a pozitron emissziés tomografia-computer
tomografia (PET-CT), mind a virtualis bronchoszkdpia (VB) elésegitheti. Vizsgalatok mar
kordbban is irdnyultak arra, hogy e két technika egyesitése jelentdsen asszisztalhatja a
broncholdgus munkajat (Herbrik és mtsai, 2011). Egy olyan vizsgalatban is volt alkalmam részt
venni, mely a PET-CT alapu virtudlis bronchoscopos technika tovabbfejlesztésével
foglalkozott.

Munkénk célja tehat az volt, hogy a PPM1B/MP/PRMT5/Hiszton utvonal daganat
keletkezéseben betoltott szerepét a tiidédaganatok esetében is megvizsgaljuk. Reményeink
szerint ezen Utvonal a jovOben diagnosztikus markerek vagy terapias célpontok fejlesztésenek
alapja lehet. Tovabbi célkitiizésiink volt a funkcionalis virtualis bronchoszkopia sorana HDCT-

PET regisztracié pontossaganak objektiv és automatizalt validaciojanak fejlesztése.



Irodalmi attekintés

A tiidoérak diagnosztikajanak és kezelésének kihivasai napjainkban
Epidemiolégia

A tiid6érak az egyik legelterjedtebb daganat tipus vilagszerte. 2018-ban az 6sszes frissen
diagnosztizalt rosszindulatu daganat koriilbelul 12%-at tette ki, ami kb. 2,094 millié 0 esetet
jelentett globalisan (1. &bra). A férfiak korében a tiidérak volt a masodik leggyakrabban
diagnosztizalt daganattipus, koriilbeliil 1,369 milli6 esettel, a prosztatarak utan. A ndknél

szintén a masodik leggyakoribb volt, megkozelitéleg 725 000 esettel, az eml6rak utan (Thandra

és mtsai, 2021).

Korhoz igazitott arany/100 000

2269
17,1-26.9
9,0-171

3,7-9,0 I Nem értelmezhets
<37 Nincs adat

1. dbra: Becsiilt, kor szerint standardizadlt incidencia ardnyok (vildgviszonylatban). 2020-ban, tiidorak,
mindkét nem, minden életkorban. Az adatok forrasa: GLOBOCAN 2020; Graph production: IARC
(http:/gco.iarc.fr/today) Word Health Organization.

A tiidérakos megbetegedések gyakorisaga foldrajzilag nem homogén. Az eurdpai adatok is
ezt mutatjak: példaul Kozep- és Kelet-Eurdpaban a férfiaknal 100000 lakosra vetitve 49,3 Uj
esetet diagnosztizaltak, mig az észak-eurdpai néknél ez az érték csaknem fele, 26,9 (j eset/

100000 lakos volt (Schabath és Cote, 2019). Ezek az adatok elsdsorban nagysagrendi



Osszehasonlitasra szolgdlnak, a részletes Osszevetéshez a demografiai és életmddbeli
kilonbségek elemzése is sziikseges lenne, azonban ez a munka kereteit meghaladna.
Hazankban 2024-ben a horgérak incidencidja 36,6 szazezrelek volt, 3506 0 beteget
regisztraltak, eloszladsa varmegyénként a 2. abran lathat6. A tiidorak prevalenciaja 2024-ben
203 szazezrelék volt, mely 19486 regisztralt beteget jelentett (Koranyi Bulletin, 1. szam,

Tudorak fejezet, 2025).
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2. abra. A horgorak incidencia teriileti megoszlasa varmegyénként Magyarorszdgon. A sététebb
szinek magasabb incidencia értékeket jelolnek. Forrds: Kordnyi Bulletin, 1. szam, Tiidordk fejezet

(2025)

A rendelkezésre all6 modern kezelési lehetéségek, mint példaul az immunellendrzépont-

gatlok (ICI) és a célzott terapidk, ellenére a tiidérakos betegek tulélése rendkivil rossz. Az

altalanos tulélési arany kortlbelll 19%, azonban jelentds kiillonbség van az egyes altipusok

kozott: a nem kissejtes tiidorak (NSCLC) esetében 23%, mig a kissejtes tiidorak (SCLC)
esetében minddssze 6% (Siegel és mtsai, 2019).

A magyarorszagi mortalitds 2023-ban 83,9 szazezrelék volt, 8050 beteg vesztette életét

horgérak miatt. Az el6z6 évekhez képest ez enyhe emelkedést jelent (Koranyi Bulletin, 1. szam,



Tidorak fejezet 2025). Hazai haldlozasi adataink magasabbak a nyugat-eurdpai orszagokhoz

viszonyitva (Bogos és mtsai, 2019).

Sziirés

Magyarorszagon a betegek jelentds része IV. stddiumban ker(l felfedezésre, ezt pontosabban
2018-ban 35,1%-nak talaltak egy tanulmany soran (Kenessey és mtsai, 2024). Ennek egyik oka
lehet a tiidérak rendkivil gyorsan névekvé tulajdonsaga, radiologiai kett6z6dési ideje 30 és 500
nap kozott valtozhat (Usuda és mtsai, 1994). A fentiekbdl kovetkezik, hogy az éves szintii
lakossagi szlirés nem megoldhato. A rizikocsoportok sziirése torténik alacsony dozisu CT-vel
(LDCT), azonban ez sem mindeniitt rutinszer(i, hazankban is még a kialakitasa zajlik a
HUNCHEST program keretein bell (Kerpel-Fronius és Bogos, 2024). A mortalitast csokkentd
eredményességérdl igen eltéréek egyes kutatocsoportok véleményei. Egy német kutatocsoport
példaul nem talalt jelentds haldlozast csokkentd hatast az LDCT-szlirés esetében az 6téves
idOszak alatt (Becker és mtsai, 2020). Ezzel szemben a European Society for Medical Oncology
(ESMO) munkacsoport MILD vizsgélata szerint az LDCT-sziirés 39%-kal csokkentette a

tidorak altal okozott halalozast (Pastorino és mtsai, 2019).

Szdvettani tipusok

Napjainkban a WHO 4altal 2015-ben kiadott szdvettani klasszifikacidja van még érvényben,
mely a 2004-es kiadas feliilvizsgalata. JelentOs Gjitasa volt, hogy az egyes altipusokat nem csak
a morfoldgia, hanem molekularis bioldgiai vizsgalatok alapjan kulénitik el (Travis és mtsai,
2015).

A szovettani klasszifikacid részletes bemutatasa jelen munka kereteit meghaladna, igy
csupan a fobb csoportokat keriilnek 6sszefoglalasra. A tiidérak két £6 tipusra oszthato: kissejtes

tidérakra (SCLC), mely az esetek kb. 15%-at, és nem kissejtes tiidérakra (NSCLC), mely a



tiidérakos esetek 85%-t jelenti. Az NSCLC leggyakoribb szdvettani altipusai kozé tartozik az
adenocarcinoma, a laphdmsejtes carcinoma es a nagysejtes carcinoma. A 2020-as GLOBOCAN
adatok szerint az Uj esetek 39%-a adenocarcinoma, 25%-a laphamcarcinoma, 11%-a kissejtes,
8%-a nagysejtes carcinoma volt a ferfiak korében. N6k esetében az 0j esetek 57%-a volt
adenocarcinoma, 12%-a laphdmcarcinoma, 9%-a Kissejtes és 6%-a nagysejtes carcinoma volt

(Zhang és mtsai, 2023). Az adatokat a 3. dbra szemlélteti.
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Szovettani tipusok

3. dbra: A tiidordk szovettani tipusainak megoszlasa. A fobb szovettani tipusok megoszlasa lathato
szazalékos aranyban megadva. A kék oszlopok a férfiak, a piros a nékre vonatkozo aranyokat jelenitik
meg. Az adatok 2020-as Globocan adatok uj eseteire vonatkoznak. Az dabra a forrdsként felhaszndlt
folydirat cikk eredményei alapjan késziilt Microsoft Excel program segitségével. (Zhang, Y., S. Vaccarella,
E. Morgan, M. Li, J. Etxeberria, E. Chokunonga, S. S. Manraj, B. Kamate, A. Omonisi and F. Bray (2023).
"Global variations in lung cancer incidence by histological subtype in 2020: a population-based study."
Lancet Oncol 24(11): 1206-1218.)

A hazai adatok a szvettani tipusok megoszlasardl kissé eltérnek a globalis adatoktdl. Ezt a

4. abra szemlélteti. A tiid6rak f6bb szovettani tipusainak metszeteit a 5. dbra mutatja.
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4. abra Az uj esetek sejttipus szerinti megoszlasa a 2024-es adatok alapjdn, a Kordnyi Bulletin 2025. 1.
szamdban szerepld dabra. ADC: adenocarcinoma (48%), SCC: laphdm carcinoma (21%), SCLC: kissejtes
carcinoma (12%), Nem tipizalt malignus daganat 13%, a tiidé karcinoid daganatai 2%, Nem tipizalt NSCLC:
nem tipizalt nem kissejtes tiidorak 3% és Nagysejtes daganat 1%.

Az adenocarcinoma (ADC) mirigyeket, papillaris strutktirakat és tomottebb mucin termel6
részeket tartalmaz. A mucint PAS (perjodsav-Schiff) festéssel is ki lehet mutatni. Altalaban a
tidémez6 periférids részein jellemzé megjelenésiik. Ezen tipusi daganat terjedhet az
interstitium invazioja, karositasa nélkil az alveolaris felszinnel parhuzamosan, a tiidéstruktara
mentén, lepidikusan. Hegesedésre hasonlito jeleket is mutathat, mely esetben nem egyértelmd,
hogy korabbi hegesedésrdl van-e sz6 vagy a daganat okozza-e (Losonczy és mtsai, 2020).

A szovettani diagnosztika soran figyelembe kell venni azt is, hogy az adenocarcinoméknak
lehet mucint nem termeld, vagyis szolid tipusa, melyet morfologiailag nehéz megkilénbdztetni
néhany lapham carcindmatol, igy a differencialdiagnosztika szempontjabdl sziikség van
immunhisztokémiai vizsgalatra (IHC) is. Az adenocarcinomara jellemz6 markerek a Thyroid

Transcription Factor-1 (TTF1) és a Napsin A (Travis és mtsai, 2015).

A lapham carcinomat jellemzi a keratinképz6dés és intercellularis junkciok (tliskék).
Altalaban centrélis elhelyezkedésiiek. A tiidddaganatok kozott a legkevésbé agressziv tipus

(Losonczy és mtsai, 2020). Harom f6 tipusa van a keratin termeld, a nem keratin termel6 és a

11



basaloid tipus. A nem keratin termel6 forma a szOvettani diagnosztika sordn IHC vizsgélat is
szlikséges a pontos diagnozis felallitasahoz. Jellemzé markerei a p40 és a p63 (Travis és mtsai,

2015).

Kissejtes carcinoma

5. dbra: A fobb szovettani tipusok metszetei, a differencidldiagnosztikdhoz sziikséges markerekkel. Az egyes
tipusokra jellemzé markerek kombindcioit a szévegben részleteztiik. A kép forrasa: Rossi, G., Pelosi, G.,
Barbareschi, M., Graziano, P., Cavazza, A., & Papotti, M.G. (2013). Subtyping Non-Small Cell Lung
Cancer. International Journal of Surgical Pathology, 21, 326 - 336. (Rossi és mtsai, 2013)

Az SCLC apro, ovalis, kevés citoplazmaval rendelkezd sejtekbdl all, melyek fészkekben
helyezkednek el egyméas mellett, mitdzis is gyakran lathat6. Zabszemekhez is hasonlitotték a
sejtek megjelenését. A legrosszabb progndzisu daganatok koze tartozik, intenziv metasztatizalo
hajlammal. Kezelés nélkil median talélése 3 honap (Losonczy és mtsai, 2020). Az aktualis
szdvettani klasszifikacio szerint high grade neuroendocrin tumornak felel. Az alacsonyabb
gradust neuroendocrin tumoroktol valo elkildnitesben a Ki 67 proliferacios index a

legnagyobb segitség (Travis és mtsai, 2015).

A nagysejtes carcinoma morfologiat tekintve nem mutat elszarusodast, mirigy iranyd

differencialtsagot, valamint nyaktermelést sem. Jelent6sen nagy a citoplazma nagysaga és
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prominensek a sejtmagvak (Losonczy és mtsai, 2020). Az alacsonyan differencidlt tipusu
daganatok, ugynevezett null-immunfenotipusuak, tehat nem rendelkeznek pneumocyta
(pl.Thyroid Transcription Factor-1), lapham (pl. p40), sem neuroendcorin IHC markerekkel (pl.

chromogranin, synaptophysin, CD56) (Travis és mtsai, 2015).

Etiologia

A tiidérak f6 etiologiai tényez6je mai legjobb tudasunk szerint a dohanyzas, az esetek 85%-
aban lehet etiologiai tényezének tekinteni (de Sousa és Carvalho, 2018). Ez megel6zhet6 és
elkeriilhet6 ok lenne, ennek ellenére vilagszerte a lakossag atlagosan naponta 15 milliard szal
cigarettat sziv el. A cigarettafiist korulbelil 4000 kémiai anyagot tartalmaz, melyek kozdl
legaladbb 70 karcinogén, igy szdmos mechanizmus atjan jarul hozza a tiidérak kialakulasahoz
(Losonczy és mtsai, 2020). Kozullk igen ismertek mar a policiklusos aroméas szénhidrogén
molekulak, melyek reaktiv metabolitokka torténé atalakulasat kovetden reakcioba lépnek a
DNS-el génmutaciokat okozva példaul a TP53 génben, de DNS metilacion, a hiszton
modositasokon keresztll is hozzajarulnak a carcinogenezishez (Berg és mtsai, 2023). A
szennyezett levegd belégzése utjan is talalkozunk rengeteg karcinogén anyaggal (Berg és mtsai,
2023).

Az altaluk okozott oxidativ stressz soran reaktiv oxigén molekuldk keletkeznek, melyek
DNS-karosodast okoznak, amely gyulladasos jelatviteli kaszkadokat indit be, késébbiekben
krénikus gyulladast okozva és tartva fenn (Addissouky és mtsai, 2024). Az egyik ilyen az
nuklearis faktor kappa B (NF-xB) Utvonal, melynek mikodése kifejezett fokozodik

dohanyosokban (6. abra).

Az NF-«B jelatviteli ut aktivalodasanak szertedgazo epigenetikai hatasai lehetnek. Az egyik
ilyen a DNS-metildcid6 mintazatdnak megvaltozasa, amely az NF-xkB és a DNS-

metiltranszferazok kozotti kdlcsonhatas kbvetkezménye lehet. Ennek sordn tumorszuppresszor
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gének hipermetilacidja és onkogének hipometilacidja alakulhat ki. Az NF-kB tovabba
fokozhatja ~a  hiszton-acetilaciot  bizonyos  génpromotereken,  ezaltal  ndvelve
proinflammatorikus citokinek és mas onkogén tényezOk expresszidjat. Emellett az NF-kB
szdmos olyan mikroRNS expressziojat is modulalhatja, amelyek onkogénként miikddnek.
Példaként emlithetd a miR-21 fokozott expresszidja, amely tumorszuppresszor genek (pl.
PTEN) downregulécidjat eredményezi, ezaltal fokozva a sejtek proliferacids képességét.

(Thapa és mtsai, 2024)

DNS metilacio (CH3) 4—| = =
| \ : :.,- “-“:‘:‘%..
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6. dbra: Az NF-xB utvonal aktiviléddsa dohdnyzds hatdsdara, mely hozzdjdrul a tiidérak kialakuldsahoz.
NF-xB: nukledris faktor kappa B, MARCKS.: myrisztoilezett alanin-gazdag C-kindz szubsztrdat, NKAP: NF-
kB aktivdlo fehérje, IxBa: kappa B gadtlé alfa, P50/P65: az NF-xB komplex alegységei, MPS-peptid:
MARCKS-foszforilacio gatlo peptid, EMT: epitelidlis-mezenchimadlis dtmenet, CHs / DNS-metildcio:
DNS-metildacié, ncRNS: nem kédolé RNS-eK. (Thapa és mtsai, 2024)

A myrisztoilezett alanin-gazdag C-kinaz szubsztrdt (MARCKS) és az NF-kB aktivald fehérje
(NKAP) fehérjek szabalyozd szerepe van a kappa B gétlo alfa (IxBa) lebomlasaban, melyet
foszforilaciojuk és kolcsonhatasaik révén segitenek eld. Mindez lehetévé teszi az NF-xB

alegységek (p50 és p65) sejtmagba jutasat, ahol komplex forméajaban génatirast inditanak el. A
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folyamat kovetkezménye az epitelidlis-mezenchimalis &tmenet (EMT) és az Ossejt-szerii
tulajdonsagok fokozodasa és kulonféle citokinek termelése. Ezek a véaltozasok egyiittesen
hozzajarulnak a malignus transzformaciohoz és a tiidérak progresszidjahoz (Thapa és mtsai, 2024).

A dohanyfiist kozvetlen karosito hatasai mellett bizonyos genetikai hajlamosito tényezok nek
is lehet jelentOségiik. Az egyik ilyen a Glutathion S-transferdz Mu 1 gén delécioja (un. null
genotipus), mely fennéllasa esetén a dohanyfiistnek valo kitettség jelentdsen noveli a tiidorak
kialakuldsénak kockazatét (Y. Wang és mtsai, 2023).

Az azbesztexpozicio is jol ismert etiologiai tényez6 a malignus mesothelioma esetén,
azonban a horgoérak kialakulasaban is jelentds szerepe van (van Zandwijk és mtsai, 2024).
Dohanyzassal egylttes fennalldsa a karcinogenezisben szinergista hatast, a horgdrak
megjelenésének kockézatat 100-szorosara is emelheti (Kwak és mtsai, 2022). A radon
expozicio a tiidorak etiologiai tényez6i koz¢ tartozik, egy kanadai tanulmany szerint a horgérak

incidencijanak akar 7%-ét is kiteheti (Villeneuve és mtsai, 2024).

Pathogenezisben szerepet jatszd genetikai eltéresek

A carcinogenezis egy tobblépcsos, Osszetett folyamat, mely soran az etiologiai tényezok
hatasara olyan valtozasok mennek végbe az egészséges sejtekben (pl. genetikai mutaciok
sokasaga), melyek végil malignus transzforméaciot okoznak. Ugyanazon daganaton belili
genetikai heterogenitas, mely akar 30% is lehet, nagyban elésegiti/felgyorsithatja a tumor
evolUcidjat és a gyogyszer rezisztencia kialakulasat is (Jamal-Hanjani és mtsai, 2017).

Legismertebb és legrégebben kutatott eltérések a sejtciklus szabalyoz6 gének mutécidinak
szerepe a carcinogenezisben. A TP53 gén altal kodolt p53 fehérje szekvenciaspecifikus
transzkripcios faktor, mitkodésének eredménye lehet a sejtciklus megallitasa és a karosodott
DNS javitasa, apoptozis (sejthalal), sejtéregedés, anyagcsere-valtozasok vagy autofagia is. A

klasszikus tumorszuppresszor funkciok elvesztése mellett mindkét mutacié tipus képes
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funkcionyeréses fenotipusokat is el6idézni, elinditani a tumoros transzformaciét (Gibbons és
mtsai, 2014).

A masik legismertebb és a tiidordk szempontjabol jelentds eltérés a retinoblasztoma
tumorszuppresszor gén (RB1) mutéacioja. Az RB1 mutaciét az NSCLC-s betegek 8,2%-anal
azonositottak, rossz prognozist jelent. Ezzel szemben az SCLC-s betegcsoportban az RB1
mutacio az esetek 75%-aban volt jelen (Bhateja és mtsai, 2019).

Tid6rakokban gyakori a 3p delécio is, mely érinti a FHIT tumorszuppresszor gént is, ennek
kdvetkeztében az altala kodolt fehérje gyakran inaktivalodik NSCLC estén. A 9p deléciok is
gyakoriak horgdrak esetén. Példaul ciklin-fliggé kinaz gatld fehérjéket kodold génekben (pl.
p15, p16). A p16 tumorszuppresszor gén inaktivacioja inkabb NSCLC-ben megfigyelheté, SCC
esetén szinte sohasem (Losonczy és mtsai, 2020).

A c-MYC Kklasszikus porotoonkogén altal kodolt transzkripcids faktorként miikodd
fehérjének a normalis sejtekben rengeteg sejtosztodasra és fejlodésre vonatkozo hatdsa van.
Amennyiben mutacio kdvetkezik be, ez altaldban fokozott expresszidt jelent, mar kétszeres
szintnél is megfigyelhetd a korlatlan sejtosztodas. Szerepe van tovabba gyogyszer rezisztencia
(pl. efflux-pumpa mechanizmus) kialakitasaban és a metasztazis képzésben is (Wallbillich és
Lu, 2023).

A tumorban napjainkban mar lehetséges a szomatikus mutaciok 0Osszességének
meghatarozasa, ezt tumor mutacios terheltsegnek nevezzik (TMB). NSCLC esetén ez az érték
magas lehet, ez sokféle neoantigén keletkezésével jar, mely prognosztikus markere az immun-
checkpoint inhibitor terapiak (pl. PD-1, PD-L1 gatldk) sikeressegnek (Sholl és mtsai, 2020).

A fentiekben targyalt eltérések mellett vannak még fontos mutaciok, melyek nagyban
hozzajarulnak a horgérak kialakulasahoz és novekedéséhez. Tekintettel arra, hogy mutaciokkal
rendelkez6 betegek mar torzskonyvezett celzott terdpiat kaphatnak, ezeket ,,druggable”

mutacioknak nevezzik. Altaldban driver” mutaciok is, mivel a daganat novekedés
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eloidézésében és fenntartasaban kulcsszerepet jatszanak, 6k a f6 hajtoerd ez esetben, driverei a
folyamatnak (7. &bra). A carcinogenezisben betoltott szerepiik alapjan ezek a gének mind
protoonkogének. Ezen mutaciok inkdbb az adenocarcinomak esetén gyakoriak, illetve inkabb

ebben a szdvettani tipusban van terapias konzekvenciajuk (Fois és mtsai, 2021).

Driver mutaciok tiido
adenocarcinomaban

EGFR -érzékenyits 15%

EGFR- EGFR

érzékenyits ( egyéh EGFR esyéb 2%

KRAS 25%

Ismeretlen ALK 7%

HER2 2%

BRAF V600OE 2%

BRAF egyéb 1%

>1 mutdacio

NRAS ROSI 2%
PIK3CA RET 2%
MAP2K1 NTRKI 0-5%
MET BRAF V60OE MET 3%
NTRK1| | BRAF egyéb MAP2KI1 0-5%

RET ROS1 PIK3CA 1%
NRAS 0-5%

>1 mutécié 3%

Ismeretlen 31%

7. dbra: Driver mutdciok megoszldsa a tiidé adenocarcinomdban. K-RAS: Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homologue; EGFR: epidermalis névekedési faktor receptor; ALK: anaplastic lymphoma kinase;
BRAF: B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; ROS1: c-ROS oncogene 1; RET: REarranged during
Transfection;NTRK1: NeuroTrophic Tyrosine Receptor Kinase 1; MET: Mesenchymal-Epithelial
Transition; MAP2K1: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1; PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha; NRAS: Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog.
Forras: https://www.lungevity.org/lung-cancer-basics/types-of-lung-cancer

A leggyakoribb a Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue (KRAS) aktivalé mutacioi,
20-30%-ban fordulnak el6, kdzllik a KRAS p.G12C pontmutécitja a leggyakoribb NSCLC-
ben, és korulbelll az esetek 13%-aban fordul el6 az adenocarcinomékban (Janne és mtsai, 2022;

Skoulidis és mtsai, 2021).
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A masodik leggyakoribb az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) gén aktivalo
mutacidi NSCLC esetén a kaukazusi betegek 10-20%-anél, valamint az azsiai betegek legalabb
50%-anal fordulnak el6. Két mutacio, a 19-es exon delécioi ésa 21-es exonban talalhat6 L858R,
gyakran ugynevezett ,.klasszikus” EGFR mutacioként ismert, az EGFR mutaciok korilbelul
85%-at teszik ki. A fennmarad6 15%-ot az un. ritka mutaciok alkotjak ezek koze tartoznak
pontmutaciok, delécidk és inszerciok az EGFR gén 18-25. exonjaiban (pl. S768l, L861Q és
G719X pontmutaciok). A célzott terapia mellett gyakran alakulnak ki rezisztencia mutaciok, a
leggyakoribb a T790M kialakulasa (kb. 60%-ban) (Harrison és mtsai, 2020).

Aktival6 BRAF-mutaciékat NSCLC betegek 1,5-4,5%-anal mutatnak ki (Abdayem és
Planchard, 2022).

Az NSCLC-ben szenvedd betegek koriilbeliil 5%-anal fordul elé ALK (anaplastic
lymphoma kinase) atrendez6dés, transzlokacioi soran tobbféle flzids gén alakulhat ki. Az egyik
ilyen az EML4-ALK fuzios fehérje, mely alapvetd szerepet jatszik a tiidoparenchyma
rosszindulaty atalakulasaban (Lengyel és mtsai, 2023).

A c-ros oncogene 1 (ROS1) protoonkogén tirozin-receptor kindz aktivitasa fehérjét kodol.
A ROS1-et érint6 génatrendezddések konstitutivan aktiv fizids onkoproteinekhez vezethetnek.
Ritka mutaciok, NSCLC tumorok 1-2%-aban vannak jelen (Drilon és mtsai, 2022).

A neurotrophic tyrosine receptor kinase (NTRK) flzidk szerepe az NSCLC- ben 2018. 6ta
ismert, ezek tirozin-kinaz receptorokat kddolnak. Az NTRK gének 0sszeolvadasanak
kdvetkezményeként 1étrejové onkoproteinek ligandum fliggetlen, konstitutiv aktivacidval
rendelkeznek. Az NTRK 0,2% el6fordulasa tidérakban (Harada és mtsai, 2021).

RET (rearranged during transfection) protoonkogén, mely transzmembran tirozin-kinaz
fehérjéket kodol, koros mitkodés pontmutacio vagy fizio altal jelenik meg. Ritka eléfordulasq,

1-2%-ban van jelen (Spitaleri és mtsai, 2024).
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Fontos megemliteni a human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) mutaciot is, mely
szintén szerepet jatszik a tiidorak kialakulasaban. Bar a mutacié ritkabb, mint eml6rak esetén,

célzott terapias lehetdség elérheté azoknal a betegeknél, akik ezt a mutaciot hordozzak. (B. T.

Li és mtsai, 2022).

gén carcinogenezisben betdltott szerep

TP353 tumorszuppresszor

retinoblasztoma (RB1) fumorsZuppresszor

FITH (3p delécio) fumorszuppresszor

plo (9p delécio) tumorszuppresszor

c-MYC protoonkogén
driver mutaciok (K-RAS, EGFR, BRAF, .
ALK, ROS1, NTRK, RET, HER?) protoonkogenek

1. tdablazat: A pathogenezisben szerepet jdtszo gének carcinogenezisben betoltott
szerepének osszefoglaldsa. Az egyes gének tulajdonsdagai a szovegben részletezve.

Pathogenezisben szerepet jatszo epigenetikai eltéresek

A daganatos transzformacio kdzben szdmos jelatviteli esemeény zajlik, amelyeket a
poszttranszlacios madositasok (PTM) atfogd rendszere szabalyoz, ezek leggyakrabban
acetilaciok, metilaciok, foszforilaciok és ubiquitinaciok lehetnek (Swain és mtsai, 2019).

A fehérjék metilaciojanak szerepe igen intenziven kutatott terulet napjainkban. Mind a
hiszton fehérjék (Markouli és mtsai, 2021), mind a nem-hiszton fehérjék metilacidjanak fontos
szerepe van transzkripcid és az RNS-anyagcsere szabalyozasaban, valamint a DNS-karosodas
javitasanak koordinalasaban (Swain és mtsai, 2019).

A fehérjék foszforilacioja az egyik legjelentésebb PTM, fontos sejtszintii szabalyozo
mechanizmus. Szamos enzim és receptor miikodése foszforilacios és defoszforilacios

események altal modosithatd. Jelentds szerepiik van a fehérjeszintézis, a sejtosztodas, a
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jelatvitel, a sejtnovekedés, a fejlodés és a sejtoregedés szabalyozasaban. A kindz enzimek
overexpressziOja vagy miukodésbeli hibaja szamos betegségben, foként daganatokban

megfigyelhet6 (Swain és mtsai, 2019).

Hisztonok

A hisztonok a kromatin felépitésében részt vevd fehérjék 6 csoportjat alkotjak. Két o
tipusuk van, core és linker hisztonok. Ezeket szerkezetiik és funkciojuk alapjan
csoportosithatunk (Cheema és Ausid, 2015). A core hiszton fehérjék (H2A, H2B, H3 és H4)
100-140 aminosavbol allnak, melyek szerkezetileg hiszton redé doménbe rendezddnek (histone
fold domain, HFD), ezt bels6 rendezetlenséget mutatd N- és C- termindlis régiok hatarolnak. A
H3 és H4 fehérjék esetén a C-termindlis regiok rovidek (3-8 aminosavbol allnak). Ezen
hisztonok koré 200 bazispar hosszi DNS tekeredik, Iétrehozva a nukleoszomat (Cheema és
Ausid, 2015). A nukleoszomak a kromatin szalon beldl linker DNS-szakaszon keresztll
kapcsolodnak egymashoz, melyekhez a linker hisztonok (H1 csalad) kapcsolodnak, 200-400
aminosavbdl allo fehérjék. Fontos szereplik van a kromatinszal térbeli feletekeredésenek
szabalyozasaban (Cheema és Ausio, 2015). Tehat a DNS és a kromatin megfeleld hajtogatodasa
a hisztonok épségétdl, stabilizalasatol és kondenzacidjatol fligg. A fokozott kondenzacio a
génrepressziot jelent, mig a csokkent kondenzacié a génaktivacidval jar egyutt (Markouli és
mtsai, 2021).

Ez a folyamat nagymertékben fligg a poszttranszlacios modositasoktol, melyek a
hisztonfehérjék N- és C-termindlisain vagy a DNS-en mennek végbe (8. abra). A hiszton
modositasok altalaban lehetnek aktivalo vagy repressziv (gatld) tipusuak, attol fiiggden, hogyan
hatnak a génexpressziora. Az aktivalo hiszton modositasok kozé tartozik elsdsorban az
acetilacio, a demetilacio, valamint bizonyos esetekben egyes hisztonok metilacioja is. Ezzel
szemben a repressziv modositasok kdzé sorolhaté a metilacid, a dezacetilacid, és ritkabban a

demetilécié is (Markouli és mtsai, 2021).
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A kromatin csdkkent A kromatin fokozott
kondeznacioja kondenzécigja

Acetilacio Metilacio
tumorszupresszor
Me3 i Me3 il Me3 . TRy
z z z ; ; @ gének metilaciodja ‘ ,
\\ , > ."
gének transzkripciéjanak gének transzkripciéjanak = |
aktivacicja represszidja

malgingus daganatok, pl.
tiidorak kialakulasa

8. dbra A poszttranszldcios modositdasok hatdisa a daganatképzodésre. Az abra felsé részén a nukleoszomat
alkoto hiszton fehérjék ket gyakori poszttranszlacios modositas lathato (Ac: acetilacio;, Me: metildcio). A
hisztonok acetilacioja a kromatin dllomanyban csokkent mértékii kondenzaciot jelent, igy a génatirds
aktivaciojat okozza. Ezzel szemben a metilacio a kromatin dallomdny kondenzdcidjanak fokozodasat okozza,
igy a géndtirdsra repressziv hatdsu. (Az abra a BioRender feliiletén késziilt.)

A hiszton metilacié szerepét a horgérak pathogenezisben is vizsgaltak korabban.
Bizonyitottdk, hogy a hiszton 3 lizinjének 4-es pozicidjaban torténé metilezés (H3K4me)
szintje emelkedett tiidédaganatokban, mely Osszefiiggésbe hozhaté a koros transzkripcios
szabalyozéssal. Megallapitottak, hogy a SEDTA1A, a H3K4me3 metiltranszferaz egyik
komponense, expresszidja magasabb a tiidérakokban. Csendesitését végzé kisérlet soran a
tumor novekedés Utemének csokkenését tapasztaltdk, melyet xenografton végeztek (Du és

mtsai, 2021).

Protein arginin metiltranszferaz enzimek, a PRMT5

Az arginin metilacié egy igen gyakori poszttranszlaciés maodositas, amely mind a
sejtmagban, mind a citoplazmaban talalhato feherjéken létre johet. A folyamatot egy
enzimcsalad, a fehérje-arginin-metiltranszferazok (PRMT-k) katalizljak. Eddig kilenc PRMT

enzimet azonositottak emberi sejtekben: PRMT1, 2, 3, 4 (co-activator-associated arginine
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methyltransferasel, CARML1), 5, 6, 7, 8 és 9 (F-box only protein 11, FBXO11) (Motolani és
mtsai, 2021).

A PRMT enzimek 4 csoportba sorolhatok (1-1V-ig), attdl fiiggden, hogy az ltaluk katalizalt
reakcioban milyen a beépiilé metilarginin tipusa. I, IT és III-as tipusuak S-adenozilmetioninbol
visznek &t metilcsoportokat a célfehérje arginin oldallancanak terminalis ®-guanidin
nitrogénjére, mig a 1V-es tipusi PRMT az arginin bels6 (8) guanidin nitrogénjét metilalja, igy
monometilarginin keletkezik (Motolani és mtsai, 2021).

A protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) enzim a ll-es tipusi PRMT fehérjék kdzé
tartozik. Hasonléan az I-es tipusi PRMT enzimekhez, eldszér monometilaljak az arginin
oldallancot, igy m-NG-monometilarginin (MMA) keletkezik, mint koztes termék. Ezt kovetoen
a Il-es tipusi PRMT-k (PRMTS, PRMT7 és PRMT9) a szimmetrikus ©-NG, N’G-
dimetilarginin (SDMA) eléallitasat végzik (Motolani és mtsai, 2021).

Antonysamy és munkatarsai fedezték fel az emberi PRMTS elsé kristalyszerkezetét. 637
aminosavbol all, 435 kDa tomegi heterooktamer komplexet alkotva csatlakozik a metiloszéma
protein 50-hez (MEP50). A PRMTS bels6 tetramerét 4 MEP 50 molekula veszi koril a PRMT5
N-terminalisaihoz kotodve, ez stabilizalja a PRMT5 komplexet és segiti a metiltranszferaz
aktivitasat (9. abra). Ehhez a komplexhez tovabbi partnerfehérjek is csatlakoznak. A
PRMT5:MEP50 komplex osszeallasat a szerkezet elsé eleme, egy N-terminalis TIM-barrel
domén segiti. Ezt a Rossman-fold domén koéveti, mely az (SAM) kotésért és a katalitikus
aktivitasért felelés (Antonysamy és mtsai, 2012). A C-terminalis B-barrel domén végzi a
PRMTS5 dimerizacidjat, igy alakul ki a komplex bels6 tetramere (Motolani és mtsai, 2021).

A PRMTS5 szamos folyamatban vesz részt, mint a sejtek novekedése, fejlodése
differencialddasa, kromatin szabalyozasa, transzlacio stb. Az egyik ilyen folyamat a TP53 gén
transzkripcidjara gyakorolt repressziv hatasa, melyet a hiszton fehérjék szimmetrikus

dimetilaciojan keresztiil okoz (Motolani és mtsai, 2021). Tehat a TP53 gén altal kddolt fehérje
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9. dbra: (A) Az emberi PRMTS5 kristdilyszerkezete, a MEP50-el alkotott heterooktamer
komplexben. (B) 4 PRMT5 strukturdlis és funkciondlis doménjei (Motolani és mtsai, 2021).

tolt be kozponti szerepet a sejtciklus-ellendrzésben, a DNS-karosodasra adott valasz
Iétrejottében és az apoptozis elinditasaban (Gibbons és mtsai, 2014). Emellett a PRMT5 nem-
hiszton fehérjék modositasara is képes befolyasolva azok miikodését, példaul a p53-ét is, igy
tobb mechanizmus Gtjan is szerepet jatszik a daganatsejtek proliferacidjaban és
transzformacidjaban (Cai és mtsai, 2021). A karcinogenezisben betoltétt szerepe vitathatatlan,
intenziv kutatasok irdnyulnak a kezelésben val6 felhasznalhat6sagara is. Mind a sejtvonalakon,
mind a xenograftokon végzett vizsgalatok igéretesek voltak (Bajbouj és mtsai, 2021; Kong és
mtsai, 2017). Jelenleg mar Fazis I/11 klinikai vizsgalatok sorén is tesztelik a PRMT5 gatlok
daganatellenes hatékonysagat (Motolani és mtsai, 2021).

A PRTMS aktivitasa f6képpen poszttranszlacios modositasokon keresztiil torténik szamos
utvonalon keresztll. Az egyik ilyen folyamat az ubiquitinacio. A TRAF6 E3-ubiquitin ligdzként
katalizadlja a PRMT5 nem-proteolitikus, K63-kapcsolt ubiquitinaciéjat, ami a PRMT5-re

aktivalo hatast fejt ki (Liu és mtsai, 2023).
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A leginkabb vizsgalt folyamat a foszforilacid. Egy vizsgalat soran azt talaltak, hogy mind a
JAK2 (Janus kinase 2), illetve ennek onkogén mutaciot hordozé JAK2(V617F) valtozata képes
foszforilacios modositasokat végrehajtani a PRTM5-6n. Ezen modositds a PRMTS5 MEP50-el
vald kolcsonhatasat megszakitja, igy metiltranszferaz aktivitasat jelentésen csokkenti (Liu és
mtsai, 2011). Erdekességképpen megemlitends, hogy a Cyclin D1/CDK4 kinaz éltal végzett
MEP50-foszforil&cio viszont fokozta a PRMT5/MEP50 komplex hisztonmetilacids aktivitasat
(Aggarwal és mtsai, 2010). A PRMT5 Thr80 oldallancon torténé foszforilacioja viszont
bizonyitottan ndveli a PRMTH5 aktivitasat, a H4 hisztonon végzett szimmetrikus dimetilaciojat
illetéen (Borzsei és mtsai, 2022). Ezt a jelenséget human haepatocellularis carcinoma esetén is
tapasztaltak, mely tanulmany soran a miozin foszfatdz (MP), szabalyoz6 szerepére is fény
derlt. A MP altal katalizalta PRMT5 Thr80 oldallancon torténd defoszforilacidjaval a PRTM5S

aktivitasa csokken (Sipos és mtsai, 2017).

Miozin foszfataz (MP)

Az MP holoenzim egy szerin/treonin specifikus foszfataz, szerkezetét a 10. &bran mutatjuk
be. Harom alegységbdl all: egy 38 kDa méretii protein-foszfataz-1 katalitikus alegységbdl
(PP1c); egy 110-133 kDa méretii miozin-koto alegységbdl (miozin-foszfataz célpont alegyseg-
1, vagyis MYPT1) és egy 20/21 kDa méretii alegységbdl (Kiss és mtsai, 2019).

A PPlc felelds a katalitikus aktivitasért, a MYPTL1 a defoszforilacios folyamatban célzé
szerepet tolt be, mivel miozinhoz is kapcsolodik, ezaltal a PP1lc-t a foszforilalt MLC20
aminosav-maradvanyok felé iranyitja. PP1c-nek 3 {6 izoformaja ismert (o, /3, y1), a MYPT1
kizarélag a PP1cp/o izoformaval 1ép kdlcsonhatasba (Kiss és mtsai, 2019).

Az MP enzimnek szamtalan funkcioja van az emberi szervezetben. Kozulik munkank
szempontjabdl daganatellenes hatasa emelend6 ki. Egyrészt képes kozvetlenul defoszforilalni
a retinoblasztoma fehérjét, ezaltal aktivalva azt. Masrészt a mar emlitettek szerint szabalyozza

a PRMTS miukodését is (Kiss és mtsai, 2019).
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10. abra: A mizon foszfataz (MP) szerkezetének sematikus dabrdzoldasa és miikodésének foszforildcio altali
szabdlyozdsa. A MP egy protein-foszfataz-1 (PPL1C) alegységbdl, egy szabdlyozo - miozin-foszfatdaz célpont
alegység-1 (MYTI) és egy M20 alegységbdl épiil fel. A MP aktivitasat gatlo foszforilaciokat piros, aktivalo
foszforilaciojat zold szinnel jeloltiik. A foszforildciokat végzo kindz enzimeket az abra tetején lathato boxokban
soroljuk fel. ROK: Rho asszocidlt kindz; ZIPK: Zipper-Interacting Protein Kinase; ILK: Integrin-Linked
Kinase; Rafl: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 1; PAK: p21l-activated kinase; PKA: protein kindz A; PKB:
protein kindz B. Az dabra a BioRender feliiletén késziilt.

Az MP aktivitdsanak gatlasaban a MYPT1 C-terminalis régiojanak szerepe kiemelked6. A
Thr696 és Thr853 foszforilacioja gatolja az MP miikodését, melyeket elsdsorban a ROK (RhoA
asszocialt kindz) katalizélja, de mas kindzok is elvégezhetik. Mindkét oldallanc foszforilacidja
kalon-kilon is képes az MP holoenzim géatlasara. Ezek a foszforilaciok olyan konforméacios
valtozasokat idéznek eld, melyek a gatld régiot a szubsztratk6té hasadékhoz és a PPlc
katalitikus kdzpontjahoz kozelitik (Kiss és mtsai, 2019).

Erdekes mddon azonban a MYPT1 Ser695 oldallincanak PKA- vagy PKG-fiiggd
foszforilacioja ellentétes hatasi a Thr696 foszforilaciojaval, igy képes ellensulyozni az MP
szaméara a ROK- vagy mas MYPT1-kot6 kinazok altal kozvetitett gatlo foszforilacios hatast
(Wooldridge és mtsai, 2004). A fentieken leirtak mellett az MP szabalyozasa rendkivil
sokszinii, szdmtalan kolcsonhatas befolyasolhatja a MYPT1-en keresztiil az enzim miikodését

(Kiss és mtsai, 2019).
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Az MP mikodésének szabalyozasa az elébbiekben emlitett kinazok mellett foszfataz
enzimek altal is lehetséges. Egy feltaré tanulmany bizonyitotta, hogy a protein foszfataz-2A
(PP2A) enzim képes a MYPT1 Thr696 oldallancan 1év6, gatlé hatasa foszforilacio
megsziintetésével az MP aktivitasat ndvelni, melyet endothelialis nitrogén-oxid szintaz
szabalyozéaséaban bizonyitottak, mint [ényeges elemet (Batori és mtsai, 2017).

Tomegspektrometrids vizsgalatok segitségével azonositottak a Mg /Mn?*"-fliggd protein-
foszfatdz 1B-t (PPM1B) mint a MYPT1 interakcios partnerét (Horvath és mtsai, 2017). Egy
frissebb tanulmany megfigyelése szerint a PP2A-hoz hasonléan a Mg?*-fiiggé 1B protein-
foszfatazt (PPM1B) is képes defoszforilalni a miozin-foszfataiz MYPT1 szabalyozo alegységét,
a Thr696 és Thr853 gatld foszforilacionak helyet ado oldallancokon, mely az MP aktivitasanak
novekedéséhez vezet. A jelenséget Hela sejtekben és human méhnyakrak szOvettani

mintakban irtak le (Keller és mtsai, 2025) (Kiss és mtsai, 2019).

Mg?*-fiiggd 1 B protein foszfataz (PPM1B)

A PPMIB a PPM szupercsaladhoz tartozik, ami Mg*/Mn?*"-fligg6 monomerikus
foszfatazokat foglal magaban (Lu és mtsai, 2020). Az emberi PPM1B gén a 2-es kromoszoman
helyezkedik el. Ot izoforméaja van, a két f6 izoforma, a PP2CB1 és PP2CB2, melyek a kiilénbdzd
szdvetekben fordulnak el6, a vazizomban és a szivben nagyobb mennyiségben.

Egyetlen alegységbdl épll fel, az N-terminalis katalitikus domén 310 aminosavbol all, hat
a-hélixet és 11 B-red6 struktarat tartalmaz (11. abra). Az Arg-33-t0l Asp-247-ig terjedd szakasz
az enzim aktivitdsdnak szabalyoz6 régidja. A C-termindlis régié 169 aminosavbol all, a
szubsztrat fehérjék felismeréséért és megkotéséért felelés, és szerin/treonin foszfataz
aktivitassal rendelkezik (Li és mtsai, 2023).

A PPMIB miikodése, transzkripcidja szamos uton szabalyozhato. Néhany mikroRNS
csokkenti a PPM1B génexpresszidjat a 3' UTR-hez (nem kodold régid) valo kotédéssel.

Emellett a PPM1B Ser195 aminosavszarmazékon torténd foszforilacidja eléidézi az enzim
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destabilizalasat az ubikvitin-fiiggé proteaszémalis lebontasi Gtvonal réven. Ezen két fent

emlitett szabalyozas csak két kiragadott példa (Li és mtsai, 2023).

A

B
Katalitikus domén
Benne: aktivitast
N-terminilis szabalyozoé régio ztrat ko C-terminalis
—e (Arg-33- Asp-247) Smb:omé:‘kom

11. dbra: A PPMI1B szerkezete. (A) Az emberi PPMI1B szerin/treonin-foszfataz doménjének
kristdalyszerkezete. (Forras:https://www.rcsb.org/structure/2P8E). (B) A PPMIB szerkezetének sematikus
abrazolasa. Egyetlen alegysegbdl dll, az egyes doméneket az illusztracio kedvéeért valasztottunk el egymdstol.
Az N-termindlis katalitikus domén az Arg-33-tol Asp-247-ig terjedi szakaszan az enzim aktivitasanak

felelds, szerin/treonin foszfataz aktivitassal rendelkezik. Az abra a Biorender feliileten késziilt.

A PPM1B tobb jelatviteli Gtvonal szabalyozésaban is részt vesz. Ezek kozil az egyik a
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) Utvonal, melynek szerepe van a sejtosztodasban,
differencialddasban, gyulladasos folyamatok szabalyozasaban, apoptézisban is. Mas Utvonalak
kozé tartozik az NF-«xB és TGF-p jelatvitel is (Li és mtsai, 2023).

A miozin foszfatazzal vald kapcsolatara ebben a fejezetben csak utalunk, mivel ez mar
korébban emlitésre kerilt (Keller és mtsai, 2025).

A fentiek alapjan lathatd, hogy a PPM1B szerepe az emberi szervezetben dsszetett, igy nem
meglepd, hogy tobb betegséggel vald kapcsolatat is vizsgaltdk, mint az atherosclerosis,

neurodegenerativ betegségek, daganatok (Li és mtsai, 2023).
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A malignus daganatok kialakulasaban betoltott szerepét tobb szolid tumor esetén is
tanulmanyoztak. Az emlérakban feltart mechanizmus a PPM1B a Rho guanin-nukleotid
disszociacios inhibitor 1 fehérje Serl74 oldallancat defoszforildlva gatolja az epidermalis
novekedési faktor (EGF) miikodését, ami igy nem képes a RhoA, Racl és CDC42 aktivalasara.
Mindez csokkenti a daganatos sejtek invazids €s metasztatizalo képességét (Cho és mtsai,
2018). Kutatas tortént colorectalis, hélyag és hepatocellularis daganatokban is. A vizsgalatok
soran a PPM1B hianyat fedezték fel, melyet altalaban fokozott degradacio vagy transzkripcios

gatlas okozott (Li és mtsai, 2023).

A PPM1B/MP/PRMTH5/hiszton atvonal ésszefoglaldsa

A hisztonok fokozott metilaltsaga és rosszindulata daganatok, koztiik a tiidorak, kialakulasa
kozott egyértelmii 6sszefliggés mutatkozik (Du és mtsai, 2021). A hisztonok szimmetrikus
dimetilacidjanak katalizalasa a PRMT5 enzim egyik funkcidja (Motolani és mtsai, 2021). A
PRMTS5 T80 helyen torténé foszforilacidja bizonyitottan noveli a PRMTS aktivitasat (Borzsei
és mtsai, 2022). Ezen foszforilaciot tobb kindz enzim is végezheti. A PRTM5 aktivald
foszforilaciojat az MP képes megsziintetni, ezaltal csokken a PRMT5 aktivitasa (Sipos és mtsai,
2017). Az MP aktivitasanak csokkenése kovetkezik be szabalyozo alegységének (MYPT1) a
Thr696 és Thr853 oldallancok gatlé hatasu foszforilacidja altal, melyet szintén tobbféle kindz
enzim végezhet (Kiss és mtsai, 2019). Az emlitett oldallancokat a PPM1B enzim is képes
defoszforilalni, ezaltal ndvelve az MP aktivitasat (Keller és mtsai, 2025). Kiilonb6z6 daganatok
esetén megfigyelték a PPM1B csokkent koncentracigjat is (Li és mtsai, 2023). A 12. abran

foglaljuk 6ssze a folyamatot.
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12. abra: A PPM1B/MP/PRTMS5/hiszton uitvonal dsszefoglaldsa. A magyarazat a szévegben. A z6ld szinnel
jelolt foszfat (P) csoportok az aktivalo, a piros szinnel jeloltek gatlo foszforilaciot jelentenek, szovegesen
jelolve, hogy melyik oldallancon tortént a modositas. PPM1B: Mg?'-fiiggo 1B protein-foszfataz; MP: miozin
foszfataz; MYPTI: miozin-foszfatdz célpont alegység-1; PRMT5: protein-arginin metiltranszferaz 5; ROK: Ro-
asszocidlt kindz. Az abra a Biorender feliiletén késziilt.

Diagnosztika

A kivizsgalas folyamata soran arra téreksziink, hogy megfelelé adatokhoz jussunk a betegrél
és betegségérdl egyarant, mely az aktudlis szakmai ajanlasoknak megfeleld, optimalis kezelési
tervet felallitAsdhoz szilkséges. Az onkologia szakmaban ezeket a dontéseket
multidiszciplinaris onkoldgiai team (OTT) hozza meg. A személyre szabott kezelési terv
felallitisdhoz a kovetkez6 adatok ismerete alapvetd: a beteg funkcionalis &llapota, performans
statusza, a daganat stddiuma (TNM szerint) és a pontos szovettan. A Kivizsgalas folyamata
azonban ennél a gyorsan progrediald betegségnél talsagosan hosszu is lehet. Hazankban 2011-
2016 kozotti iddszakban végzett vizsgalat szerint atlagosan 64,5 nap telik el az elsé kezelésig

(Kiss és mtsai, 2021). Egy frissebb tanulmany szerint, melyet Szlovénidban folytattak a
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haziorvosi beutalastol az OTT dontéshozatalig atlagosan 50,8 nap is eltelik (Marc Malovrh és
Adamic, 2024).

A betegek performans statuszat skalak alapjan tudjuk meghatarozni. A legismertebb az
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) skala, mely szerint az ECOG 0 beteg a teljesen
onellato, a 4-es az egész napot az agyban toltd beteg (Kumar és mtsai, 2024). A masik
leggyakrabban hasznal skéla az onkoldgidban a Karnofsky index (Zhou és mtsai, 2024). A két
skala altal hasznalt pontrendszer eltérd, de vizsgalat mar iranyult arra is, hogyan feleltethetdek
meg egymasnak. Ez a szakman beluli kommunikacié szempontjabol fontos (Prasad és mtsai,
2018).

A Kkardiopulmonélis statusz felmérés elengedhetetlen mind a kivizsgalashoz, mind a
kezeléshez. Az ESMO (European Society for Medical Oncology) ajanlasa alapjan
1égzésfunkcios vizsgalat, lehet6leg testplethysmographia javasolt, mivel FEV1 (forszirozott
kilégzési térfogat az 1. masodpercben) és diffazios kapacitas mérése egy mellkasi miitét el6tt
kotelez6. Az EKG (elekrokardiogram) vizsgalat mindenképpen kotelezéen elvégzendd,
lehetségként ajanlott az echocardiographia vagy szikség esetén a komplex kardioldgiai
vizsgalat is (Zer és mtsai, 2025).

A malignus daganatok stddiumat TNM (tumor, node, metastasis) rendszer alapjan
hatdrozzuk meg a tumor szdvettani tipusat is figyelembe véve. Tartalmazza a daganat helyi
kiterjedését (T), a regionalis nyirokcsomok érintettségét (N), valamint a tavoli attétekrél (M) is
informéacidval szolgél. Napjainkban a TNM 9 a legUjabb kiadas, azonban az &ltalunk végzett
munkaban még az akkor érvényben 1évé TNM 8 alapjan keriilt meghatirozasra betegeink
stadiuma (Goldstraw és mtsai, 2016).

A 13. abra szemléletesen mutatja be, hogyan valtozik a tumor mérete és a regiondlis
nyirokcsomd érintettsége az egyes stadiumokban. Segit annak a vizualizacidjaban is, hogy

ugyanazt a stadium besorolast kapo betegségek esetében igen eltérd tumoros gocokat lathatunk.
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A forrasként hasznalt cikkben minden stddiumot bemutatnak, azonban a jelen munkéban csak
a korai, potencialisan reszekalhatd stddiumokat mutatjuk be, mivel vizsgalatunkba ezen
betegcsoport ker(lt bevonasra. A korai stadiumok (IA, IB) kis méretii, nyirokcsomo-mentes
tumorokat jelentenek, mig a magasabb stadiumok (I1A, 11B, I11A) mar regionalis nyirokcsomé
érintettséggel jarnak, amelyek jelent6sen befolyasoljak a kezelési dontést (Detterbeck és mtsai,

2017).

[ Stage 1A ] [ Stage IB ] m1
V-1 - ) , , /. ¢ T

13. dbra: A korai tiidérak stadiumai grafikusan szemléltetve. Az eredeti abrdabdl kizarélag
a korai stadiumok szerepelnek. Az abra azt szemlélteti, hogy az egyes TNM stadiumok
tumoros fokuszok kombinaciot tartalmazhatjak. (Detterbeck és mtsai, 2017)

A stadium pontos meghatarozasa képalkotd vizsgalatokkal lehetséges. Az ESMO ajanlasa
szerint mellkasi és fels6 hasi CT, a koponyarol az MR vizsgalat javasolt, de ha ez rutinszertien
nem elérhetd, akkor a koponya CT is elfogadhatd. Ezeket csontszcintigrafiaval ki lehet
egésziteni a csontattétek felkutatdsara. Még pontosabb staginget jelent, ha a betegrél pozitron
emisszios tomografia-computer tomografia (PET-CT) készul, mely a csontattétek
szempontjabdl még érzékenyebb a szcintigrafianal. Lokalis kezelések esetén, mint a miitét vagy
a kemo-radioterapia (KRT) el6tt napjainkban mar elengedhetetlen a PET-CT vizsgalat (Zer és
mtsai, 2025).

A PET-CT egy fuzios képalkotéd technika, mely egyesiti a (PET) pozitron emisszios
tomografia és a CT (computer tomografia) elényeit, mely részletes anatomia €s funkcionalis
képalkotas egyben. A leggyakrabban hasznalt tracer a 18F-flurodezoxiglikoz (FDG), amely
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felhalmozodik a magas metabolikus aktivitast tertleteken. A PET-CT megjelenésével
jelentésen felgyorsult a diagnosztika és a biomarkerek vizsgalata is (Guo és mtsai, 2022).

Egy maésik technika, mely szintén hasznos lehet a kivizsgalds soran, a virtualis
bronchoszkopia. Ennek soran a meglévd CT felvételbdl szoftver generalja a konvencionalis
bronchoszkopiara hasonlito képsorozatot, mely trachea, f6horgdk és kisebb horgék lumenét
rajzolja ki beliilr6l. Mint minden vizsgaldémodszernek, ennek is vannak elényei és hatranyai.
Elénye az, hogy invazivitas nélkiil kaphatunk informéciot a 1égutak belsejérdl, illetve a tumorok
Iégutakhoz val6 viszonyar6l. Fohorgét vagy tracheat teljesen vagy részlegesen lezaré elvaltozas
esetén az akadaly hosszardl, az elvaltozas ,,mogé latva”, amikor a bronchoszkép nem lenne
elvezethetd a nagyobb mértékii szlikiilet mellett. A hatranya az, hogy endoszkop nem kerdil
bevezetésre a legutakba, igy sem a nyalkahartya megiteléset, sem a szovettani mintavételt vagy
intervencidt nem teszi lehetévé. A bronchoszkdpos beavatkozasok tervezéséhez azonban
rendkivil hasznos lehet komplikalt esetekben. Egy tanulmany soran azt talaltak, hogy a virtualis
bronchoszkopia alkalmazasa a periférias mintavetelek tervezése soréan javitotta a talalati arany
becslésének pontossagat, azonban ez a tumor atmérdjétol is fliggott (Kitamura és mtsai, 2022).

A ket fenti technika egydttes alkalmazasa még jobb eredményeket adhat. (14. abra) Ennek
soran a PET-CT megmutatja, hogy melyik 1ézi6 metabolikusan aktiv, a virtualis
bronchoszkopia pedig az elvaltozés helyzetét endobronchialis szemszogbdl (hérgéfalhoz vald
elhelyezkedés, tavolsag, pozicid megitélése). A PET informéacidbdl szarmazo metabolikus
aktivitas alapjan tehat kivalaszthatjuk a leginkabb aktiv gécokat, nyirokcsomé attéteket, igy
EBUS (endobronchialis ultrahang) vizsgélat is sikeresebb lehet, kiegészitve az ultrahangos

vezerlést (Herbrik és mtsai, 2011).
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14. dbra: A PET-CT alapi virtudlis bronchoszkopia bemutatdsa. A. Virtudlis bronchoszkdpia sordn latott
nyirokcsomo képe, lokalizacidja a horgdfalhoz viszonyitva. B és C képen a PET-CT egy-eqy axidalis és coronalis
szelet latszik. (Herbrik és mtsai, 2011)

A tidérak szovettani verifikacidjaban els6ként a szovédmények szempontjabol a
legalacsonyabb kockézati modszert igyeksziink alkalmazni, mely a bronchoszkopia. Az
endoszkoppal lathatd elvaltozasokbol kimetszok vagy cytologiai kefék segitségével vehetiink
szOvettani mintat. Az ett6l periféridsabb elvaltozasok, vagy a tumorosan érintett mediastinalis
nyirokcsomakbdl valamilyen tajékozodast segitd eszkozt is alkalmaznunk kell, hogy elérjik a
daganatot. Ilyen példaul az EBUS (endobronchialis ultrahang) technika, mely napjainkban a
mediastinalis nyirokcsomo staging gold standarja. Hasznalhatunk emellett rontgen atvilagitot,
navigacios bronchoszkdpot is. A fenti technikdk kombindlasaval a taldlati arny nagyban
novelhetd (Rosu ¢és mtsai, 2025). Természetesen a technika robbandsszerii fejlddése a
broncholdgia tertletét is érinti, a robot - asszisztalt bronchoszkopia formajaban (Tung és mtsai,
2024).

Amennyiben bronchoszkdpia utjan nem sikerlt verifikalni a folyamatot, a transthoracalis
tibiopszia (TTB) is egy lehetéség. A beavatkozas soran core biopszia térténik CT, ritkdbban

ultrahang (UH) vezérelve a periférias daganatgyanus elvaltozasbol (Balbi és mtsai, 2025).
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Sebészi mintavételre altalaban akkor kertl sor, ha a fenti modszerek egyikével sem sikerdl
megfeleld mennyiségli vagy mindségii szovettani mintahoz jutni. Ekkor minimal invaziv
sebészeti technika ajanlott VATS (video asszisztélt thoracoszkopia) soran (Jiang és He, 2018).
Egy masik sebészi technika, melyet a daganatos folyamat igazolasara hasznalhatunk az MSC
(mediastinoscdpia). Fontos mddszer volt a mediastinalis staging soran, azonban a rutin
staginghez mar ink&dbb az EBUS ajanlott, mivel sokkal kisebb a sz6védmények kockazata
(Jiang és He, 2018).

A tiidérak kivizsgalasa a 15. abran keriilt bemutatasra sematikusan, a részletes bemutatas

ezen munka kereteit meghaladna, a részletes leiras az ajanlasokban (pl. ESMO) talalhatok.

staging vizsgalatok
(képalkoté vizsgalatok):

CT, MR, UH
szcintigrafia, PET-CT

szovettani verifikacio

bronchoscopia
TTB
sebészet

15. abra: A tiidorak diagnosztikajanak egyszeriisitett dttekintése. A staging vizsgalatai az abran felsorolt
képalkoto modalitasokbol allnak. A funkcionalis vizsgalatok a beteg dallapot és riziko felméréset szolgaljak,
egyes elemei a szévettani verifikaciot megelozik, azonban a harom boxban lathato vizsgdlatokat igyekezziik
parhuzamosan végezni a kivizsgalasi ido csékkentése érdekében. A szovettani verifikacio soran rendkiviil
fontos a jo mindségii minta vétele. Az abra a Biorender feliiletén késziilt.
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A tiidédaganat gyant esetében is alkalmazhatunk tumormarker vizsgalatokat (2. tablazat).
Ezen daganattipus esetén azonban onmagukban sajnos nem alkalmazhatok a diagnézis
felallitdsdra, a szOvettani verifikdciot nem helyettesitik, azonban a kivizsgélasi irany
megadasaban segithetnek, illetve a kovetés sordn hasznosak lehetnek, viszont itt sem

helyettesithetik a CT altali kovetést (Stieber és mtsai, 2006).

Szovettani tipus

Terapia elott

Terapia utan, kévetés

Ismeretlen

CYFRA 21-1, CEA. NSE, ProGRP

Miitét utan vagy kiterjedt betegség
esetén kovetés

Adenocarcinoma

CYFRA21-1, CEA

CYFRA 21-1 és/vagy CEA

Lapham carcinoma

CYFRA 21-1, CEA, SCCA

CYFRAZ21-1, CEA, SCCA

Nagysejtes carcinoma

CYFRA21-1 és CEA

CYFRA 21-1 és/vagy CEA

Kissejtes carcinoma

NSE és ProGRP

NSE és/vagy ProGRP

2. Tablazat: Ajanldsok a tumormarkerek haszndlatdra a tiidorak szovettani tipusai és alkalmazdsi formadi
szerint. CEA, carcino embryonic antigen; CYFRA 21-1, cytokeratin 19 fragments; NSE, neuron specific
enolase; ProGRP, progastrin-releasing peptide; SCCA, squamous cell carcinoma antigen

Jelenleg a minimum tesztelend6 biomarkerek korai tiidérak esetén a PD-L1 (programozott
halal ligand 1), az EGFR és az ALK, mivel nagy szerepik van a perioperativ terapias terv
felallitasahoz. A biomarker statusz alapjan meghatarozott gyogyszerek javasolhatok, melyek
szama folyamatosan bovil. (Zer és mtsai, 2025). A metasztatikus vonalon a terapias
lehetéségek szama nagyobb, igy a szakmai ajanlasok tobb biomarker tesztelését hatarozzak
meg. A korabban emlitett teszteket ROS1, BRAF (V600E), K-RAS meghatarozasokkal kell
kiegésziteni. A centrumok sokkal tobb lehetéséggel rendelkeznek, igy olyan ritkdbb mutéciok
meghatarozasa is a napi rutin része, melyekre torzskdnyvezett célzott terdpia adhat6. Tehét,
amennyiben lehetdség van ra, tesztelend6k az NTRK, RET, HER2, MET mutacidk is (Hendriks

és mtsai, 2023b).
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Kezelés

Mint ahogy a korabbiakban méar bemutattuk, a kezelés meghatarozasahoz sziikséges ismerni
a beteg altalanos és funkcionalis allapotat, a daganat stadiuméat (TNM szerint) és szdvettani
eredményt a fent felsorolt biomarkerekkel egyitt annak érdekében, hogy a lehetseges kezelési
modalitadsok kozul (sebészet, sugarterapia, szisztémas kezelés) kivalaszthassuk a
legidealisabbat, vagy ezek kombinacidjat. Az ajanlasok szerint a kezelést a TNM alapjan harom
nagy kategoria szerint hatdrozzuk meg altalaban, korai, lokalisan kiterjedt, nem reszekalhat6 és
metasztatikus csoportok alapjan.

A korai NSCLC kezelésében (I-111A stadium) prioritas a sebészeti megoldas, célja az RO
reszekcio. A gold standard miitéti tipus a lobectomia és a radikalis nyirokcsomo disszekcio, de
<2 cm-e tumor méretnél a teljes talélést nem befolyasolja, ha miitét kevésbé kiterjesztett, vagyis
a szegmentectomia is elegendé lehet. A preferalt miitéti technika a video asszisztalt
thoracoszkopia (VATS). A kisebb méretii daganatok esetén nem mindig torténik szovettani
verifikacio a mitét elétt, ami jelenleg elfogadott, amennyiben a malignitas alapos gyanuja
fennall (Jiang és mtsai, 2025).

A kiljulds kockazata, illetve a miitéti kiterjesztés csokkentése érdekében neoadjuvans
kezelést alkalmazhatunk a m{itét el6tt. Ez lehet kemoterapias vagy sugarkezelés is (Zer és mtsai,
2025). A neoadjuvans, illetve a perioperativ kezelések egyik Ujdonsaga lett az elmdlt években
az (immuncheckpoint-inhibitor) IClI hozzdaddsa a kemoterapidhoz. A neoadjuvansan
alkalmazott ICI kemoterapiaval kombinalva kb. 20%-ban eredményezett komplett patholégiai
valasz (a miitéti anyagban nem talaltak é16 tumor sejtet) és tovabbi kb. 30%-ban majdnem teljes
patholdgiai valasz (a mitéti anyagban a tumor kevesebb mint 10%-ban tartalmaz él6
tumorsejtet 6sszehasonlitva a necrosis és stroma méretével) (Lieber és mtsai, 2024).

A helyi kezelési technikak fejlodésének ellenére is a tiidordk kitjuldsanak aranya RO

reszekcio mellett is 25-50%. Az adjuvans kezelésre mar a 4 cm-es tumormeret felett (T2b),
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illetve ett6l magasabb stadiumtol sziikség van. Ez altalaban kemoterapiat jelentett, azonban a
perioperativ immunterapia hozzaadasa jelentésen javithatja a tulélési eredményeket (Zer és
mtsai, 2025). A driver mutaciokkal rendelkezOk esetében is lehetdségiink van a kemoterapiat
kiegésziteni, a metasztatikus vonalon mar jol bevalt célzott terdpiakkal. Az egyik az EGFR
aktivald mutacioval rendelkez0 betegek esetén adhaté az adjuvans kemoterapia utidn
osimertinib kezelés (Wu és mtsai, 2020). A masik az ALK atrendez6dés esetén az adjuvans
alectinib kezelés (Wu és mtsai, 2024).

Ebben a stddiumban a sugarterapia akkor jon szoba, ha miitét nem lehetséges. A preferalt
technika az SBRT (Stereotactic Body Radiation Therapy), vagy utokezelésként PORT (post-
operative radiotherapy) formajaban alkalmazandé (Zer és mtsai, 2025).

A lokélisan kiterjedt NSCLC kezelése (nem reszekalhato Ill-as stddium) a kemo-
radioterdpia (KRT) a standard kezelés, mely napjainkban tobbféle konszolidald kezeléssel
igyekeznek kiegésziteni. PD-L1>1%-0s expresszio esetén ICI terapiaval, EGFR mutéacid esetén
a megfeleld célzott terapidra is van lehetdség. ALK atrendezddés esetén is folynak a vizsgélatok
az konszolidalo kezelést illetéen (Zer és mtsai, 2025).

A metasztatikus NSCLC kezelésében csak palliativ intencioju kezeléseket alkalmazhatunk.
Ez a legtobb esetben valamilyen szisztémas kezelés, illetve palliativ dézisu sugarkezelés lehet.
Amennyiben driver mutécio igazolodott a kivizsgalas soran, az mindig prioritast élvez a kezelés
soran. Kezelheté driver mutacié hianyaban ICl vagy kemoterapia+ICl az els6dlegesen

valasztand6, amennyiben nincs kontraindikécidja (Hendriks és mtsai, 2023a, 2023b).
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Célkituzeések

Korabbi vizsgalatok soran bizonyitast nyert a PRMT5, az MP és a PPM1B enzimek szerepe
kiilonb6z6 daganatos betegségek kialakulasaban. Egymassal valo kdlcsonhatasaik egy finoman
hangolt foszforilacids Utvonalat hataroz meg, mely egyensulyanak felboruldsa hozzajarul a
malignus transzformaciohoz. Bar a fehérjék kdlcsonhatasai és szabalyozd mechanizmusaik mar
feltarasra keriiltek in vitro méhnyakraksejtekben, azonban a tiidddaganatban, illetve annak
kiilonbozd szovettani tipusaiban vald Osszefliggéseik még nem keriiltek leirasra. Ezen
PPM1B/MP/PRTMS5/Hiszton dtvonal rendellenes mikodését vizsgaltuk munkank soran
tiidédaganat esetében.

A mellkasi daganatok szdvettani verifikacioja sok esetben nehézségekbe tkozik, mivel a
1éziok gyakran nehezen hozzaférhetok. Emiatt a mintavételt tdmogatd eszkozok fejlesztése
napjainkban is kiemelt jelentdségli. A képalkotas teriiletén egy, a funkciondlis virtualis
bronchoszkopiat tovabbfejleszté vizsgalatban vettem részt (Debreceni Egyetem Altalanos

Orvostudomanyi Kar Orvosi Képalkoto Intézet).

Munkank soran az alabbi célkitlizéseink voltak:

= A PPM1B/MP/ PRMT5/ hiszton onkogén jelatviteli palya elemeinek expresszios

szintu elemzése.

= A PPM1B/MP/ PRMTS5 enzimek aktivitdsat meghatarozo foszforilaciok és a hiszton

dimetilacié elemzése.

= A PPM1B/MP/ PRMT5/ hiszton onkogén jelatviteli palya expresszidjanak és
aktivitdsanak 0Osszefiiggese a betegek teljes tulelésével Kaplan-Meier modszer

szerint.

= Tovabbi célunk volt egy olyan dedikalt funkcionalis virtualis bronchoszcépia (fVB)
protokoll kialakitasa, mely egyszerre teszi lehetévé az anatomiai és a funkciondlis
informaciok megjelenitését, a légutak képenek részletesebb és strukturaltabb

megjelenitésével ¢€s rendelkezik a hdCT képek mindségével.
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Antitestek

Anyagok és mddszerek

A felhasznalt antitesteket a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

3. tablazat. A felhasznalt Antitestek.

Antitest Gyarto Kataldgusszam Antitest tipusa H |g|La:)sZWB-
MYPT1 LS&;@??&”ESQ”A) 612165 Egér, monoklonalis 1:500
Foszfo- Merck-Millipore
MYPT1 (Darmstadt, 36-003 Nyul, monoklonalis 1:500
(Thr853) Németorszag)
Merck-Millipore
PRMT5 (Darmstadt, 07-405 Nyul, monoklonélis 1:1000
Németorszag)
Foszfo- Ab |
PRMT5 (nll?;ta)nc Sipos et al. Nyul, monoklonalis 1:500
(Thr80)
Santa Cruz
GAPDH Biotechnology sc-47724 Egér, monoklonalis 1:5000
(USA)
PPM1B Abnova H00005495-B01P Egér, monoklonalis 1:350
(Taiwan)
Merck-Millipore
H2A (Darmstadt, 07-746 Nyul, monoklonalis 1:1000
Németorszag)
Merck-Millipore
Dimetil-H2A (Darmstadt, 07-413 Nyul, monoklonalis 1:500
Németorszag)
Cell Signalling . -
H4 Technology L64C1 Eger, mor_10k|0nalls 1:1000
(Massachusetts, USA) antitest
Merck-Millipore , -
Dimetil-Ha (Darmstadri, 07-047 Nyul, monoklonalis 1:500
) ) antitest
Németorszag)
Santa Cruz Egér, monoklonélis
pRB Biotechnology sc-377539 B 1:1000
(USA) antitest
Santa Cruz , -
B-actin Biotechnology Sc-47778 Nyal, mc;qoktlonalls 1:500
(USA) antites
Cell Signaling HRP-
egér IgG Technology #7076 konjugalt poliklonalis, 1:5000
(USA) nyul
. Sigma-Aldrich HRP- }
nydl 1gb (Németorszag) A0545 konjugalt poiklondlis nyul 1:5000
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Betegek

Vizsgélatunkba olyan betegeket valogattunk be, akiknél tiidédaganat gyanti miatt indult
kivizsgalas, melyet kovetéen a tiidé OTT vagy a tovabbiakban miitéti kezelést javasolt. Ezt
kovetden az anesztezioldgiai vizsgalat soran a miitétet elvégezhetonek tartottak, és a betegnek
mar mitéti elGjegyzése is volt. A miitéti eldjegyzés alapjan valasztottuk ki azokat a betegeket,
akiknek legalabb 2 cm-es arnyéka volt mellkas CT szerint. A preoperativ szovettani verifikacio
nem volt bevélasztasi kritérium, tehat tobb esetben a mintavétel utan derult ki a pontos
szOvettan. A daganat mérethataranak kijelolését az vezette, hogy figyelembe kellett venniink,
hogy a beteg pathologiai diagnozisat nem veszélyeztetheti a mintavétel, igy tul Kicsi
daganatokbdl nem vehettiink mintét.

A mitéteket a Debreceni Egyetem Sebészeti Intézet Mellkassebészetén végezték. A
betegadatok gytijtése 2019.12.11-2023.07.25-ig tortént a GDPR szabalyokat betartva, a
Debreceni Egyetem &ltal kiadott etikai engedéely (34199-L/2019/EKU) szerint.

Osszesen 38 beteg mintait gyfijtottiik dssze ebben a vizsgalatban, és elemeztiik a klinikai
adataikat. A nemek megoszlasat tekintve 12 n6 (33%) és 26 férfi beteg (67%) volt. A ndk
atlagéletkora 63,92 év, mig a férfiaké 65,81 év volt. Az egész populécidt tekintve csak 2 beteg
nem dohanyzott, egyebekben atlagosan 26,42 csomagév dohanyzas volt feltarhat6é a betegek
anamnézis felvétele soran. Onkologiai szempontbol a vizsgalatunkba bevonas elott harom beteg
primer tumora keriilt el6zetesen eltavolitasra. Egy ADC betegiinknél tortént emlddaganat, egy
betegnél tortént korabban colon tumor eltavolitdsa (az 6 szdvettana a vizsgélatunk soran colon
adenocarcinoma attétének igazolodott), tovabbi egy betegiink esetében szintén colon carcinoma
miatt tortént matét, azonban az O szOvettana a mi vizsgalatunkban primer tiido
adencocarcinoma lett. Neoadjuvans kezelést vizsgalatunk el6tt harom betegiink kapott, egy
ADC és két SCC beteg. A betegek kozott nem volt olyan, akinek megelézéen primer

tiid6édaganata lett volna, igy recidiva gyanus beteg nem Kkertlt be a vizsgélatba.
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Mintavétel és szOvettani mintak

A szovetmintdkat a sebészeti beavatkozéas eredményeképpen eltavolitott lebenybdl vagy
szegmentbdl vettiik. Mintavétel tortént magabol a daganatbol és az egészséges tiidoszovetbol
is. Ez utobbit az eltavolitott lebeny vagy szegment lehetd legtavolabbi pontjardl vettik,
mindenképp a daganat infiltracios zonajan kiviili teriiletrdl, mely soran figyelembe vettlk, a
daganatok atlagosan varhatd, a szolid komponenst meghaladd, mikroszkopos terjedését is. Egy
vizsgélat soran, melyben a korai tiidédaganatokat vizsgaltak, azt talaltak, hogy a mikroszkdpos
terjedés 90. percentilise 12,0 mm volt gradustol fiiggéen (Grade 1: 13,0 mm, Grade 2: 9,7 mm,
Grade 3: 4,4 mm) (Grills és mtsai, 2007).

Daganatos es kontroll mintabdl is 3-3 tortént levételre: 1.) Friss fagyasztott szovet Western
blottra 2.) Szdveti matrixba agyazott szovet, melyek folyékony nitrogénbe kerlltek még a
miitében, a mintakat ezutan -70 °C-on taroltuk. 3.) RNS later-ben elhelyezett mintakat -20 °C-

on téroltunk.
Fehérje extrakcid

A biopsziak tomegmérését kovetden a fehérjét RIPA pufferrel (50 mM Tris (pH 7,4), 0,2%
natrium-dezoxikolat, 0,2% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 1% Triton X-100, és 1 mM EDTA,
kiegészitve 1x proteaz gatld koktéllal, 1x foszfataz gatld koktéllal, 1 mM fenilmetilszulfonil-
fluoriddal és 1 pM mikrocisztin-LR-rel) tartuk fel 100 mg szovethez 1000 ul puffer
hozzdadasaval. A szOvetdarabokat TissueRuptor késziilékkel homogenizaltuk jégen, majd 3000
g, 4 °C-on 5 percig centrifugaltuk. A feluliszdkat (szovet lizatumok) Eppendorf-csévekbe
mértlk at. A fehérjekoncentraciokat a Pierce BCA Protein Assay Kit-tel mértik meg (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) (Lontay és mtsai, 2012). A teljes sejtlizatumok
fehérjekoncentracigjat 1:10 higitasban a BCA-modszerrel hataroztuk meg, ELISA-leolvasoval

540 nm-en, BSA-t hasznalva standardként. Az adatok elemzésére GraphPad Prism (GraphPad
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Software, LLC, USA) szoftvert hasznaltunk, linearis regressziot alkalmazva hataroztuk meg a

fehérjekoncentraciot (mg/ml).
Western blot analizis

A feherjék szétvalasztdsa méret szerint tortént SDS-PAGE segitségével a Laemmli altal
(1970) leirt médon, 4-20%-os elére 6ntott Criterion géleken (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA), majd a fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk. (Lontay és mtsai, 2004)
A Western blot analizishez a fehérje lizdtumokat 1:5 aranyban 6x SDS mintapufferrel
higitottuk, majd 100 °C-on 5 percig denaturaltuk 100 °C-on. Minden mintabol 30 pg fehérjét
vittlink fel SDS-PAGE gélre. A fehérjéket elektroforetikus uton transzferaltuk nitrocelluléz
membranra BioRad transzfer egységgel (Bio-Rad Laboratories, USA), 100 V-on, 90 percig,
BioRad hiitéegységek (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznélataval (Muranyi és mtsai, 1998). A
membran blokkolasdhoz 5% zsirszegény tejport alkalmaztunk PBS-ben, amely 0,05% Tween
20-at tartalmazott (PBST). A blokkolas utdn a membranokat PBST oldattal mostuk 3x 5 percig,
majd primer antitestekkel inkubaltuk 90 percig szobah6mérsékleten, vagy egy éjszakan at 4°C-
on, amit HRP-konjugalt szekunder antitestekkel valé kezelés kovetett (3. tablazat). A
fehérjesavokat a WesternBright ECL kemilumineszcens szubsztrattal (Advansta Inc., San Jose,
CA, USA) tettik lathatova, és a képeket a ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad
Laboratories; Hercules, CA, USA) készulékkel rogzitettiik, és azokat Image Lab Software (Bio-
Rad Laboratories, USA) segitségével elemeztik. A kvantitativ Western blotokhoz

gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendz-t (GAPDH) hasznaltunk bels6 kontrollként.
RNS izol&cio

A teljes RNS-t a daganatokbol, illetve a kontroll tiid6szovetbdl izolaltuk TRIzol reagens
(Life Technologies, Carlsbad, CA) segitsegevel, a gyarto mddositott protokollja szerint. A

mintakat 200 ul TRIzol-ban homogenizaltuk TissueRuptor homogenizator segitségével. A

42



sejtlizatumokat 200 pl kloroformmal kezeltiik, majd 13000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk 15
percig. Az RNS-t tartalmazo fazishoz 500 ul izopropanolt mértiink hozza, és a keveréket ismét
13000 rpm-en centrifugaltuk, 4 °C-on 10 percig. Az igy kapott pelletet 75%-0s etanolban
atmostuk, majd ismét centrifugaltuk 13000 rpm-en, 4 °C-on 5 percig. A végso pelletet 10 ul
nukleazmentes vizben oldottuk. Az RNS koncentraciojat NanoDrop spektrofotométerrel

mértik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Reverz transzkripcio quantitativ polimeraz lancreakcié (RT-qPCR)

A reverz transzkripciot 1 pg teljes RNS felhasznalasaval végeztiik minden mintabol, CDNS
szintéziskeszlet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, 37°C-on, 120
percen keresztil. Az igy kapott cDNS-t templatként hasznaltuk a kvantitativ PCR-ben, melyet
a 2x Xceed qPCR SYBR Green Master Mix segitségével (Institute of Applied Biotechnologies,
Prédga—Strasnice, Csehorszag) végeztiink. A primer szekvenciak a 4. tablazatban talalhatok. A
PCR-amplifikacio LightCycler 480 rendszeren (Roche Applied Science, Penzberg,
Németorszag) zajlott le, a kovetkez6 hdciklus-bedllitasokkal: kezdeti denaturacié 95 °C-on 3
percig, majd 50 ciklus 95 °C-on 3 maésodpercig, 60 °C-on 30 mésodpercig, és 72 °C-on 90
masodpercig. A Cp-értékeket a GAPDH és a Cyclophilin A housekeeping gének mértani

atlagahoz viszonyitva normalizaltuk.
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4. tablazat: qPCR analizishez haszndlt primer szekvenciék és jellemzdik
Gén Irdny Szekvencia 5°->3’ Koncentracid Tm
reakcionként

Human GAPDH Eléremend AGCCTCAAGATCAGCAATG 0,4 uM 52,6°C
Human GAPDH Visszamené | ATGGACTGTGGTCATGAGTCCTT 0,4 uM 57,9°C
Human Cyclophillin A | Eléremend GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC 0,4 uM 58,2°C
Human Cyclophillin A | Visszamené | CTTGCCACCAGTGCCATTATG 0,4 uM 56,7°C
Human MYPT1 Eléremend CAACAACCCTGACTACAACTAC 0,4 uM 60,0°C
Human MYPT1 Visszamené | TCTCCTTCTTTCTCCTCTTCTCT 0,4 uM 60,7°C
Human PRMT5 Eléremend CGGAGAAGGGCAGACTA 0,4 uM 52.4°C
Human PRMT5 Visszamené | CAATTTCAAGAGCCACTGC 0,4 uM 58.6°C
Human PPM1B El6remend GACTGAATCCCATAGAGAAA 0,4 uM 48.8°C
Human PPM1B Visszamené | GCACCCAAAGTATCGCCAGAA 0,4 uM 57,8°C

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémaia vizsgalatokat tiid6 planocellularis- €és adenocarcindmakbol
szdrmazd és ugyanazon betegek egészséges tiidOszovetébdl vett kontroll szovetmintakon
végeztiuk, melyekbdl formalinban fixalt, paraffinba &gyazott metszetek késziiltek. Ezeket
szilannal bevont tirgylemezekre helyeztiik, majd levegén torténd szaradas utan frissen készitett
1-4%-os paraformaldehid-oldattal TPBS-ben (Tris-pufferlt sboldat) 1-10 percig fixaltuk.

A metszeteket kétszer 10 percig xilollalban inkubaltuk a paraffin eltavolitasanak céljabol.
Ezutéan I€pcsdzetes alkoholos rehidraciot végeztiink szobahdmérsékleten az alabbi séma szerint:
100%-o0s etanol 2x5 percig, 96%-o0s etanol 1x5 percig, 70%-o0s etanol 1x5 percig, végll
desztillalt viz 1x5 percig. Az antigén feltardsa nyomas alatt hevitett kamraban tortént, ezt
kovetden a metszeteket alkoholos kezelés utan citrat pufferbe (11 mM, pH 6,0) tettlink, melyet
29,4 g natrium-citrat és 2,1 g citromsav 1000 ml desztillalt vizben val6 feloldasaval készitettiink
el. Az aspecifikus kotohelyek blokkolasa céljabol a metszeteket 1 Oran at 5%-0s szarvasmarha
szérum albumin (BSA) oldattal inkubaltuk, melyet 1x TBST-ben higitottunk. A metszeteket 48
o6ras inkubalast kovetden 4°C-on MYPT1, PRMTS5 és PPMI1B ellenes elsodleges antitestekkel
kezeltik (3. tAblazat), melyet 1:100 aranyban higitottunk BSA/Triton X-100/PBS oldatban. A

tovabbiakban torma peroxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestekkel (3. tablazat) 1 6ran
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keresztiil, szobahOmérsékleten inkubaltuk a metszeteket, majd az immunjeleket DAB (3,3'-
diaminobenzidin) szubsztrat segitségével tettlik lathatova, mely a torma peroxidaz enzimmel
torténd barna szinii csapadékot eredményezett. A szinreakciot PBS-ben (pH 7,4) DAB- oldattal,
sOtétben, 5-10 perces inkubalassal végeztiink, melyet mikroszkdppal kévettiink. A reakciot
desztillalt vizzel torténd oblitéssel allitottuk le. A 3,3’-diaminobenzidin (DAB) szubsztréttal
valo munka soran a megfeleld laboratoriumi biztonsagi eléirasokat betartva, elszivofiilkében
tortént a kisérlet. Az ellenfestést hematoxilin-eozinnal végeztiik. A kromogén jel kifejlodését
Leica mikroszkoppal és Leica MC120 HD kameraval felszerelt rendszerrel vizualizaltunk

(Leica Microsystems, Németorszag).

Immunfluoreszcens festés

A daganatos szovetekbdl (lapham és adenocarcinoma) és a hozzajuk tartozo, kontroll
(egészséges) tiidészovetbol szarmazd mintakat 4%-0s paraformaldehid (PFA) oldatba
helyeztik 4 6rara 4 °C-on. A fixalas a szovetek 0,1 M foszfatpufferben (PBS; pH 7,4) torténd
mosasa kovetkezett, majd 40-60 um vastagsagu metszetek késziiltek vibracios mikrotommal
(Microm International GmbH, Walldorf, Németorszag). A metszetek Oblitése elsoként PBS-
ben, majd Tris-pufferes s6oldatban (TBS, pH 7,4) tértént 10 percig. Az immunjeldlést szabadon
Usz6 metszeteken végeztik. A blokkolas és permeabilizalas TBS-ben, 10% normal borjaszérum
és 0,1% Triton X-100 hozzaadasaval tortént (1 ora, 4 °C-on). Ezutan a mintakat TBS-ben 1%
normal 10- vagy kecskeszérum és 0,1% Triton X-100 jelenlétében higitott elsédleges
ellenanyagokkal (MYPT1, MYPT1PT853 PRMT5 és PRMT5PT®0) (3. tablazat) inkubaltuk 24
oran at, 4 °C-on.

Az els6dleges ellenanyag-inkubacié utan a metszeteket TBS-ben dblitettiik, majd Alexa
Fluor 488 és 546-konjugalt eger, illetve nyul 1gG ellen termeltetett masodlagos ellenanyagokkal

inkubaltuk TBS-ben, 1% normal 16szérum és 0,1% Triton X-100 tartalommal 3 éran at. Ezutan
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a metszeteket ismét TBS-ben mostuk (3. tAblazat). A sejtmagokat DAPI-val (4',6-diamidino-2-
fenilindol; kék fluoreszcencia) festettiik.

A képalkotas a Leica SP8 konfokalis mikroszkdp (Leica Microsystems, Németorszag) 40X-
es objektivjével tortént. A tarsfestett (co-lokalizalt) pixelek jobb lathatésaga érdekében az
atfedési (overlay) képeken a zOld és piros csatorndk intenzitdsat optimalizaltuk. Az
optimalizalas soran az egyik csatorna (zold vagy piros) minden pixelének intenzitasi értékét
megszoroztuk egy azonos szammal, annak érdekében, hogy a mddositott intenzitas maximum

értéke megegyezzen a masik csatorna maximalis értékével.

Kaplan-Meier tulélési analizis

Ateljes talélés (OS) és a betegségmentes talélés (DFS) a betegek bevonasatol 2024. jaliusaig
keriilt meghatarozasra, melyeket hénapokban adtunk meg. Az eredményeket Kaplan-Meier
gOrbéken abrazoltuk a szovettani altipus és a molekularis marker expresszigja alapjan. A
lapham (SCC, piros) és adenocarcindmas (ADC, fekete) betegeketa MYPT1, PRMT5, H2A és
PPM1B relativ expresszios szintje, valaminta MYPT1PT853 ¢s PRMT5PT80 relativ foszforilacios
statusza, illetve a H2A szimmetrikus dimetilacioja alapjan csoportositottuk. Minden
molekularis paraméter esetében a betegeket ,,magas” és ,,alacsony” csoportba soroltuk, melyhez
az egész kohorsz median értékét wvettik hatarértéknek. A csoportok kozotti tulélési
kilonbsegeket log-rank (Mantel-Cox) teszttel elemeztiik, a p <0,05 értéket vettik statisztikailag

szignifikansnak. A log-rank teszt statisztikajat a khi-négyzet eloszlas alapjan interpretaltuk.
Statisztikai analizis

Az immunblotok denzitometriai analizisét az ImageJ szoftverrel végeztik (NIH, Bethesda,
MD, USA). A kvantitativ adatokat oszlopdiagramokon abrazoltuk, melyeket a GraphPad Prism
8 szoftverrel készitettiik (GraphPad Software, San Diego, CA, USA); és a statisztikai

elemzéshez is ezt a szoftvert hasznéltuk. A foszforilalt fehérjeszinteket a hozzajuk tartozo teljes
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fehérjeszintekhez viszonyitva normalizaltuk, és relativ értékekként adtuk meg. A teljes
fehérjeexpressziota GAPDH bet6ltési kontrollhoz normalizaltuk, és szintén relativ értékekkent
abrazoltuk. Az adatokat oszlopdiagrammon &brézoltuk, ahol egy oszlop az atlagot + szorast
(SD) jeloli, az ,,n” pedig a fiiggetlen biologiai ismétlések szadmat jelenti. Két csoport
dsszehasonlitasdhoz parositatlan, kétoldali t-probat alkalmaztunk, mig két csoportnal tébbet
érint6 elemzésekhez egy- vagy two-way ANOVA-t, Tukey-féle tébbszords dsszehasonlitd
probaval. A kiugro értékeket a Grubbs-teszt alapjan azonositottuk és kizartuk. A p <0,05 értéket

tekintettlk statisztikailag szignifikansnak.

Funkcionalis virtudlis bronchoszkopia: modszertani beéllitdsok

A modszer kidolgozésa soran tiidégyogyasz/bronchologusként a betegek kivalasztasaban, a
betegadatok gylijtésében, a konvencionalis bronchoszkdpia vegzéseben, a horgd anatomia
egyeztetésében vettem részt. A bronchoszkopia soran szerzett tapasztalataim megosztasaval
segitettem a horgbrendszerben vald tajékozodasban, mely kritikus a virtualis bronchoszkopia
rekonstrukcidja soran. A munka soran a késziil6 képi modellekrdl konzultaltunk.

Tidédaganat iranyt kivizsgalason ates6 betegek koziil 22 beteg (11 n6 és 11 férfi) kertilt
bevélasztasra, akiknél PET/CT és hdCT vizsgéalat tortént. A hdCT képek Siemens Emotion 16
készulékkel (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Németorszag) késziltek, azonban
eléfordult, hogy egyes betegek hdCT vizsgalatai nem Klinikdnkon, hanem masik intézetben,
eltéré berendezéssel torténtek. Az IdCT és PET vizsgalatokat Philips GEMINI TF TOF 64
PET/CT keszilékkel (Koninklijke Philips N.V., Amszterdam, Hollandia) torténtek. Az IdCT és
hdCT képalkotas kevesebb mint 1 év eltéréssel tortént. A vizsgalati feltételek nem voltak

A virtualis bronchoszkopia elkészitésehez a hdCT és IdCT képek regisztraciojara volt
szlikség, mely elastix algoritmussal tértént. A funkcionalis informéacio (PET képek) mar eleve

regisztralva voltak a I[dCT-hez. A regisztracio eredményét radiologus ellendrizte. A megfeleld
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regisztraciohoz szegmentalt hdCT tiidékép elkészitésére volt sziikség az M-SEGM algoritmus
segitségevel, mely a -1000 és -400 HU kozotti intenzitdsi voxelokat vélasztotta ki, ezek
képviselik a horgdi 1égutakat és a parenchymat. A folyamat elsé lepésekent a tiidokép nem
szegmentalt voxelok intenzitasa a nulla, mig a szegmentalt voxelok az egy értéket kaptak, igy
1étrehozva egy tiidémaszkot (,,Jlung-mask™). Ezutan a tiiddmaszk intenzitasértékeinek és az
IdCT vagy hdCT voxel intenzitasainak szorzataként alltak elé a tiidémaszkolt 1dCT és hdCT
képek, ezekkel tortént a regisztracid. A mikodo tiiddmaszk 1étrehozasahoz az elastix mellé egy
specialis alkalmazas kifejlesztése tortént, mely eltdvolit minden nagyobb megszakitast, és
hozzaadja a mediastinalis voxelokat a tiidémaszkhoz. A horgéfa szegmentalasa az IdCT és
hdCT képekrdl médositott GeoS 2.2 Microsoft szoftverrel (Microsoft Corporation, USA), vagy
alternativaként sajat (Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi Képalkotd
Intézet - Nuklearis Medicina Nem Onall6 Tanszék), region-growth alapi szegmentald
modszerrel (multi-SEGMentation: M-SEGM, a M3l keretrendszer része) tortént, mely egy
voxelintenzitas-alapt iterativ eljaras, mely még fejlesztés alatt van. Az M-SEGM
alkalmazéasaval lehetévé valt a hdCT légeséfa szegmentalasa egészen a szegmentalis horgdk
eredetéig.

A léguti fa és feliletmodell a szegmentalt 1éguti voxelekbdl, szeletenként meghatarozott
stlypontok Osszességébdl, mas néven csontvazbdl épll folt. A horgéesontvaz Iehetévé teszi,
hogy egy virtudlis kamera konnyen bejarja a horgéfat, megfigyelve a légut szerkezetét és
miikodését. A horgdta agképzddési pontjainak szama, mint pontosan meghatarozott anatémiai
helyek, szintén konnyen megszamolhaté a csontvaz segitségével. A horgdéfa szegmentacid
eredménye bemenetként szolgalt a marching cubes algoritmushoz, mely haromdimenzios
feluletmodellt generalt (nagyszamu haromszdoggel) a légut burka mentén. A fellletmodell
haromszdgeinek szdma egy halo egyszeriisité algoritmussal csokkentheté volt. A szdveti

anyagcserét jelz6 FDG-halmozas merdlegesen kerult a 3D fellletmodellre, a felilettdl
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legfeljebb 10 mm tavolsagra 1évé voxelokat tartalmazta, mely a transzbronchialis ti
hatotavolsaga. Az érintett erek is szegmentalasra kertltek.

A regisztracio ellenérzését eredetileg egy radiologus szakérté vegezte, azonban ez a dontés
gondos, iddigényes munkat igényelt, és személyfiiggd, szubjektiv is, emiatt egy gyorsabb,
objektiv mddszerre volt sziikség. Bevezetésre kerlilt egy numerikus paraméter, a D-pontszam,
mely a regisztracio mindségét jellemzi. Ezt 25 kiilonb6z6 tavolsagtipusi mennyiségbdl allt
6ssze, melyek valédi mm-ben mért tavolsagokon alapultak. Egy orvosi képalkotasban jartas
szakember azonositotta a bifurkaciot, a f0, lebenyi és szegmentalis horgék eredési pontjait,
megjeldlte az 6sszes lumen kdzéppontjat a hdCT-n, majd ellenérizte a pontok helyzetét IdCT
esetében is. A 1égcs6é és féhorgdk esetén a lumen kozéppontok tavolsaga mm-ben kerilt
meghatarozasra a regisztralt hdCT és 1dCT képparok kozott. Minden kisebb horgé esetében
ellendrzésre keriilt, hogy a hdCT-n megjeldlt pont a megfelelé IdCT horgé lumenben van-e. Ha
igen, az adott tavolsagtipus értéke 1 lett, egyébként 0. A cél az IdCT és hdCT kép-parok
(nem)egyezbségét azonositasa volt, hogy egy numerikus érték kiszamithat6 legyen, mely hat
paraméterbdl all: Pearson korrelacios egyiitthatd, kolesonds informécio (MI), normalizalt
kolcsonds informacio, Kullback-Leibler divergencia, L1 norm, L2 norm négyzet. Az objektiv
regisztracios minbség létrehozasahoz abszolUt tavolsdgokat keriiltek meghatarozasra a
regisztralt képek megfelelé pontjai kozott, megvizsgélva azt, hogyan korrelalnak a
(nem)egyezdség paraméterei €s a regisztracid mindségének mértéke a koherens 1dCT és hdCT
képparok esetében. Kozeli és alacsony korrelaciok elfogadhatd, illetve nem megfeleld

regisztraciokra utaltak.
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Eredmények
A bevalasztott betegek klinikai adatai

A szOvettani megoszlast tekintve a 38 betegtdl gyljtétt daganatos mintak kozil a
leggyakoribb az adenocarcinoma volt (21 beteg, 55,26%), ezt kdvette a laphdm daganat (10
beteg, 26,31%). Tekintettel arra, hogy nem minden betegnek volt a sebészeti beavatkozas elott
lehetOség a szovettani igazolasra, igy az NSCLC daganatokon kiviil sz&mos més szdvettani
eredménnyel is talalkoztunk vizsgélatunk soran. Ezek a kovetkezok voltak: kissejtes carcinoma,
nagysejtes carcinoma, neuorendocrin carcinoma, vastagbél daganat attéte, gyomor daganat
attéte, nekrotizalé granulomatosus gyulladas, mely nem felelt meg TBC-nek, valamint
sarcoidosis. A tovabbiakban csak az NSCLC szovettannal rendelkez betegek mintait

dolgoztuk fol. A tovabbi szOvettani megoszlast a 5. tAblazatban és a 16. dbran mutatjuk be.

5. tablazat: A miitétet koveté szovettani megoszlas

Szovettani tipus Az érintett betegek szama Szézalékos arany (%)
Adenocarcinoma 21 55,26
Lapham carcinoma 10 26,31
Kissejtes carcinoma 1 2,63
Nagysejtes carcinoma 1 2,63
Neuroendocrin carcinoma 1 2,63
Nekrotizal6, granulomatosus gyulladas 1 2,63

(nem TBC-nek véleményezték)

Vastagbél daganat attéte 1 2,63
Sarcoidosis 1 2,63
Gyomordaganat attéte 1 2,63
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Gyomor daganat attéte
Sarcoidosis

Vastagbél daganat attéte
Nekrotizalé granulomatosus
gyulladas (nem TBC)
Neuroendocrin carcinoma
Nagysejtes carcinoma
Kissejtes karcinoma
Lapham carcinoma
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16. dbra A szovettani megoszlas grafikus dbrdzoldsa. Y tengelyen az egyes
szovettani tipusok, az x tengelyen a szdazalékos megoszlds lathato.

A klinikai adatok gytijtése soran a patologiai stadiumok is meghatarozasra kertiltek, az akkor
érvényben 1év6 TNM 8. kiadas alapjan (Asamura és mtsai, 2015). Az egyes stadiumok
megoszlasat az 6. tablazatban mutatjuk be részletesebben, illetve grafikusan a 17. abran is

lathato.

6. tablazat: a pathologiai stddiumok megoszldsa TNM 8. kiadésa szerint
Patologiai stadium Betegek szama Szézalékos arény (%)
T1bNOMO 2 5,26
T1cNOMO 5 13,16
T1cN1MO 3 7,89
T1cNOMO 1 2,63
T2aNOMO 9 23,68
T2aN2MO 3 7,89
T2bNOMO 2 5,26
T2bN1MO 3 7,89
T2bN2MO 2 5,26
T3NOMO 4 10,53
TNM nem kerult
meghatarozasra, mivel nem 4 10,53
tiidodaganatos minta
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17. abra. Az egyes patologiai stadiumok megoszlasa szordsdiagrammon dbrazolva. T (T1-T3) és N (NI-
N3) kategoridk eloszldsat mutatia a szovettani altipusok (SCC és ADC) szerint. Az abran az M kategoridt
nem tiintettiik fel, mivel ez egyik beteg esetében sem volt relevans, betegeinknek tavoli attéte nem volt.

A T kategoridk kozott a T2 volt a leggyakoribb (17 beteg — 54,84%), ezt kovettek a T1-es
tumorok (10 beteg — 32,26%) és legkevesebben a T3 méretii tumorral rendelkez6k voltak (4
beteg — 12.91%). A betegek jelentds részének nem igazolddott nyirokcsomo metasztazisa, igy
19 betegnel (61,29%) NO kategoria kerilt megallapitasra. 6 beteg (19,35%) esetén hilaris
ipszilateralis nyirokcsomo kerlt véleményezésre, ez N1 kategoriat jelentett, valamint tovabbi
6 (19,35%) beteg esetében sajnos mar ipszilateralis mediastinalis nyirokcsomo attét is latszott
a patoldgiai feldolgozas soran, ez N2 besorolast jelentett. Az N2-es betegek nagy részének T2-
es primer tumora volt. A daganatok gradus szerinti megoszlasa a kovetkez6 volt: G1 3 beteg
esetén (8,82%), G2 18 beteg esetében (52,94%) és G3 13 esetben (34,21%). A vizsgalt
populacidban néhany daganat rendelkezett csak terapias célpontot képz6, driver mutacioval. 3
beteg esetében talaltak ALK mutéciot és 1 esetben EGFR aktivalé mutéciét (ez 19-es delécio
volt).

A tulélési adatokat is elemeztiik, melyek korrelacidit az egyes fehérjék expressziojaval is a

kés6bbickben 0Osszevetettink. A teljes tulélés vizsgalata a klinikai onkolégidban a gold
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standard, hiszen minden er6feszitésiink leginkabb azt célozza, hogy betegeink minél
hosszabban tuléljék betegségiiket, természetesen a legjobb elérhetd ¢életmindségben.
(Blumenthal és mtsai, 2015) A korai tiidérakban szenvedd betegek esetében, akik RO
reszekcion estek at az esemény/betegség mentes tulélés (DFS), tehat a recidivaig vagy halalig

eltelt id6 is rendkiviil fontos (Yue és mtsai, 2022). A tulélési adatok a 18. dbran lathatdak.

Teljes tualélés (OS) Betegség mentes tulélés (DFS)
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18. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbéken lathatok a betegek teljes tuilélése (OS) és betegségmentes tulélése

(DFS). A4 tulélési valdsziniiséget az idd (honapokban, a vizsgdlatba valo bevondstdl szamitva) fiiggvényében.

ADC fekete, SCC piros szinnel dbrdzolva. A tilélési gorbék statisztikai osszehasonlitisa log-rank (Mantel-

Cox) teszttel tortent. A szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltiik, ahol *p <0,05. A log-rank teszt statisztikdja

megkézelitoleg a Khi-négyzet értékének felel meg.

A median OS 44 hénap volt az adeoncarcindmas betegek korében és 20 hdnap volt a lapham
carcinomas betegnél (p=0,0170). A median DFS 17 honap volt az adenocarcinoma és 14 honap
a lapham carcinomas betegek korében (p=0,0326). Mind az OS mind a DFS az
adenocarcinOmas betegek esetén volt kedvezébb. Az adatgyiijtés idészaka alatt a 38 betegbdl
13 vesztette életét (34,21%), 15 beteg (39,47%) eletben van és nem recidivalt, valamit a tovabbi
még életben 16v6 10 beteg (26,31%) recidivalt.

A tumorok elhelyezkedését is @sszehasonlitottuk. A nemzetkdzi szakirodalomnak
megfelel6en a legtobb esetben jobb felsé lebenyi kiinduldsu volt a folyamat, 12 beteg esetében,

mely 39%-ot jelentett (Mazzone és Lam, 2022). 8 betegnél a daganat bal felsé lebenyi

elhelyezkedésii volt (26%). Egy beteg estében jobb kozEéps6 lebenyben fedeztiik fel a daganatot
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(3%). A jobb és bal alsé lebenyi elhelyezkedést 5-5 beteg esetén tapasztaltunk (16-16%). A 19.

abran lathat6 az elhelyezkedés megoszlasanak grafikus abrazolasa, melyen az adenocarcinomas

és lapham carcinomas eseteket is elkulonitettik.
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19.dabra: A daganatok lebeny szerinti elhelyezkedése. A sitét szinii pontok az adenocarcinomak (ADC
és A), a pirps pontok a laphdam carcinomak (SCC és P). 1 pont 1 betegnek/tumornak felel meg.

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

Vizsgalatunk soran 38 operalt betegminta koézil tovabbi elemzéseket a leggyakoribb
szOvettani altipusokon, az adenocarcinoma (55,26%) és laphamsejtes carcinoma (26,31%)

mintakon vegeztink.

Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai soran azonositotta a PPM1B fehérjét, ami a

MP/PRMT5/hiszton jelatviteli utvonal felsébb szabalyozodjdnak igazolddott, mely a

carcinogenezist tekintve (j mechanizmust jelent a HeLa sejtek és méhnyakrak esetén. (Keller

és mtsai, 2025)
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Az ADC és SCC szovetmintdkat, illetve az ugyanabbdl a betegbdl vett egészséges
tiidészovetmintakkal 6sszehasonlitva vizsgaltuk semi-kvantitativ Western blot analizissel. A
vizsgéalat sorén anti-PPM1B primer antitestet és GAPDH bels6 kontrollt alkalmaztunk.

A 20. abra A panelje mutatjaa PPM1B relativ fehérje expressziot, ahol a PPM1B expresszio
csokkenését tapasztaltuk mindkét daganattipus esetében a sajat kontroll mintakkal
dsszehasonlitva. Az SCC mintak esetén 69%-o0s csokkenést (0,31-szoros érték; p=0,0009), mig
ADC szOvetekben 55%-0s csokkenést (0,45-szoros érték; p=0,0003) tapasztaltunk.
Osszehasonlitva a két daganattipust az SCC szévetekben a PPM1B expresszio 46%-kal volt
kevesebb (0,54-sszoros értek; p = 0,029) az ADC mintak atlagos expresszids szintjéhez kepest.

Eredményeink meger6sitéséhez RT-PCR analizist alkalmaztunk, azonban a PPM1B mRNS
expresszidjat tekintve (20. abra B panel) statisztikailag szignifikans kilénbség az mRNS

szintek kdzott nem volt kimutathato.
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20. dabra: A PPMIB fehérje és mRNS relativ expresszidja laphdmcarcinoma (SCC) és adenocarcinoma
(ADC) tiidodaganatos mintakban. (A) ADC és SCC daganatokbdl (T jelzéssel elldtott oszlopok) és a hozzajuk
tartozo tiiddészévetekbdl (N jelzéssel elldatott oszlopok) szarmazo fehérje lizatumok SDS-PAGE elvalasztdsat
kévetd Western blot vizsgdlata tortént anti-PPMIB antitest haszndlataval. GAPDH-t hasznadltunk belsé
kontrollként. A PPM1B relativ fehérjeexpresszidjat oszlopdiagramok szemléltetik (atlag + SD, csoportonként
n = 5-7). Astatisztikai szignifikancia szintje: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). (B)
A PPMIB mRNS expressziojanak ADC, SCC tu moros és kontroll mintik RT-PCR-rel tértend k
meghatarozasa. A Cp-értékeket a GAPDH és a Cyclophilin A haztartasi génekhez normalizaltuk, és relativ
expresszios ertékekként abrazoltuk. Az oszlopok elnevezése megegyezik A panelen alkalmazottakkal. Az
eredményeket oszlopdiagramokon dabrazoltuk (atlag + SD, csoportonként n = 3—4). A tébb csoport kozotti
statisztikai  dsszehasonlitasokat  egyutas vagy kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle tobbszoros
osszehasonlitasi teszttel végeztiik,; két csoport osszehasonlitasa parositatlan, kétoldali t-teszttel tortent.

55



Vizsgalati eredményeinket immunhisztokémiai vizsgalattal is alatamasztottuk SCC, ADC és
az egészséges tiiddszoveti mintakon egyarant, ezeken jol lathato a PPM1B expresszio
kilénbsége. A normal szévetekben erdsebb volt a DAB jel, mint a daganatos mintakban, ami

az egészséges tiidoszovetekben 1évé magasabb a PPM1B expressziora utal (21. 4bra A panel).
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21. dabra: A PPMI1B expresszidjanak oOsszefiiggése a tuléléssel laphamkarcinoma (SCC) és
adenocarcinoma (ADC) tiidédaganatos mintdkban. (A) Reprezentativ immunhisztokémiai képek DAB-
festett (barna szinreakcio) SCC, ADC daganat és a megfelelo egészséges kontroll tiidoszovetekrol, anti-
PPMB elsddleges antitest alkalmazasaval. Méretardany: 200 um. (B) Kaplan-Meier tulélési gorbék az
SCC vagy ADC betegek teljes tulélésérol, a PPM1B expresszios szintjei alapjan. A tulélés valosziniiségét
az idé (honapokban megadva, a vizsgalatba valo belépéstol szamitva) fiiggvényében. SCC: piros; ADC:
fekete szinekkel jelolve, alacsony vagy magas PPMIB expresszios szint alapjan tovabb bontva (a teljes
kohorsz medidnértékét haszndlva) ldthatok. A tulélési gorbéket log-rank (Mantel-Cox) teszttel
hasonlitottuk ossze. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket p (<0,01) (**)-al jeloltiik. A log-rank teszt
statisztikdja kézeliti a Khi-négyzet eloszldst.
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A PPM1B expresszidjanak prognosztikai szerepét is fel kivantuk mérni. Az SCC és ADC
szOvettani altipusu betegeket a teljes betegcsoport median PPM1B expresszidja szerint tovabb
bontottuk alacsony- és magasan expresszalé alcsoportokra. Kaplan-Meier talélési analizist
hasznaltuk a kérdés megvalaszolasara. A szamitasok alapjan szignifikans 0Osszefliggést
talaltunk az OS, a daganat tipusa (SCC vagy ADC) és a PPM1B relativ expresszioja kozott
(p=0,0091) (21. abra B panel). Az alcsoportok kozott a PPM1B-t magasan expresszalé ADC
betegeknél figyeltik meg a leghosszabb median talélést (45 honap), 6ket kovették az
alacsonyan expresszalé ADC betegek (37 hdénap). Szignifikans talélési kilénbséget talaltunk
az SCC és ADC magasan expresszald csoportjai kozott is (p=0,04). Mindkét SCC alcsoport
rovidebb OS-t mutatott. A median OS 17 honap volt az alacsonyan expresszalo, és 10,5 honap

volt a magasan expresszalé SCC csoportban.

A miozin foszfataz MYPT1 szabalyoz6 alegységének expresszidja emelkedett az ADC és

SCC szdvetekben.

A PPM1B-ltal szabalyozott jelatviteli Utvonal kovetkez6 eleme a MYPT 1, a MP szabalyozd
alegysége. Koréabbi vizsgélatok soran mar fény deriilt a MP tumorszuppresszor szerepére,
melyet azaltal tolt be, hogy defoszforilalja a PRMT5 aktivald foszfo-Thr80 helyét. A jelenseget
HCC eseten figyelték meg (Sipos és mtsai, 2017). Tanulmanyunk soran ezen szabalyozasi
mechanizmus jelenlétét vizsgaltuk tiid6 adeno- és laphamcarcinomak esetén.

A MYPT1 fehérje expresszidja egyarant ndvekedett mind az SCC, mind az ADC daganatos
mintakban: SCC esetén 3,93-szorosara (p=0,0002), mig ADC esetén 1,96-szorosara (p=0,003)
a kontroll szovetekhez képest (22. abra A panel). Emellett az SCC daganatos mintakban a
MYPT1 expresszio 51%-kal alacsonyabb volt (0,49-szoros érték; p=0,02) az ADC-s betegek
daganatos szOveteihez képest. A MYPT1 mRNS expressziojat kvantitativ RT-PCR-rel

modszerrel hataroztuk meg. (22. abra B panel) 12,11-szoros (p=0,0008) és 5,68-szoros
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(p=0,0334) novekedés volt lathatd ADC és SCC szdvetekben a megfeleld kontroll mintakhoz
képest. Az ADC daganatos szovetekben a MYPT1 mRNS expresszioja 6,86-szor magasabb
volt, mint az SCC-s betegek kontroll széveteiben (p=0,016), mig az SCC szdvetekben 10,03-

szor magasabb volt, mint az ADC-s betegek kontroll széveteiben (p=0,05).
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22. dabra. A MYPTI fehérje és mRNS relativ expresszidja tiidd laphdm- (SCC) és adenocarcinoma (ADC)
esetén. (A) SCC és ADC szévetekbol, valamint ezek kontroll széveteibdl szarmazo fehérjekivonatokat SDS-PAGE
elvalasztast kovetéen Western blot modszerrel vizsgaltuk anti-MYPTI antitest segitségébel, GAPDH belsé
kontroll mellett. Az eredmények oszlopdiagramokon abrazoltuk, az atlag + SD értékekkel (n=8-19). A fehér
oszlopok a SCC (T) és a megfeleld kontroll (N), a fekete oszlopok az ADC (T) és a megfelel6 kontroll (N) szdvetek
eredményeit mutatjak. (B) A MYPTI1 mRNS relativ expresszidjat RT-PCR-rel hataroztuk meg ADC és SCC és
kontroll szévetmintakon. A Cp értékeket a GAPDH és Cyclophilin A haztartasi génekhez igazitottuk, az
eredményeket oszlopdiagramon abrazoltuk (atlag + SD, n=3-10). A csoportok kozétti kiilonbségeket egy- vagy
kétutas ANOVA és Tukey-féle post hoc teszt, illetve parositatlan kétoldalu t-teszt segitségével értékeltiik.
Statisztikai szignifikanciaszintek: (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (****) p<0,0001.

A 23. dbra A paneljén az SCC, ADC és normal szdvetek IHC képeit mutatjuk be, melyeket
MYPT1-re teszteltink. A DAB jelintenzitdsa mindkét kontroll szévetcsoportban hasonléan
er6s volt. A daganatos szovetekben a MYPTI1 fest6dés szintén erdés volt. ADC esetén
kifejezettebb jelintenzitds latszott, mint az SCC szOvetekben, ami magasabb MYPT1
fehérjeszintre utal ADC szbovetekben. Ezt az eredményt megerdsitette a MYPT1 (zold)
immunfluoreszcens festése is, DAPI-val (kék) tarsitva a sejtmagok festésére (28. abra B

panelje).
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Kaplan-Meier tulélési analizis segitségével vizsgaltuk, hogy van-e dsszefliggés a MYPT1

expresszio és az OS kozott (23. dbra B panelje). Az el6z6 fejezethez hasonléan az SCC és ADC

betegcsoportokat magasan és alacsonyan MYPT1 fehérjét expresszald csoportokra osztottuk,
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23. dbra. A MYPTI expressziojanak oOsszefiiggése a tuléléssel tiidé lapham- (SCC) és
adenocarcinoma (ADC) esetén. (A) Reprezentativ DAB-alapii immunhisztokémiai képek MYPTI
festéssel SCC és ADC tumoros, valamint egészséges kontroll szoveteikbol. Méretarany: 200 um.
(D) Kaplan-Meier tulélési gorbék SCC és ADC betegek korében, MYPTI expresszio alapjan. Az
id6t honapokban adtuk meg a bevalasztastol szamitva. A betegeket szovettani tipus szerint (SCC:
piros; ADC: fekete), a MYPTI expressziot a medianérték alapjan alacsonyan és magasan
expresszalo csoportok szerint abrazoltuk. A tulélési kiilonbségeket log-rank teszttel értekeltiik (**
p<0,01). A teszt statisztikaja a Khi-négyzet eloszlashoz kozelit.
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az egész kohorsz median relativ expresszios szintje alapjan. A log-rank teszt szignifikans
Osszefliggest mutatott a talelés és a MYPTL1 expresszid kozott (p=0,003). Az ADC betegek
MYPT1-et magasan expresszald alcsoportjanak median OS értéke 45 hdnap volt, mig az
alacsonyan expresszald csoporté 28 honap. Az SCC csoportban az alacsonyan és magasan
expresszalo alcsoportok esetén a median OS értékei 21 és 25 honap volt (p=0,006).

A MYPT1 Thr83 gatl6 oldallancanak foszforilacidja emelkedett a tiidérakos
szovetmintakban

A MYPT1 Thré3pldallancon térténd fokozott foszforilacidja az MP holoenzim aktivitasanak
csokkenését okozza (Gao és mtsai, 2016; Hartshorne és mtsai, 1998), ami a PRMT5 Thr80
aminosavmaradék defoszforilacidjanak csokkenéséhez vezet. Tekintettel arra, hogy az el6bb
emlitett PRMT5 Thr80-oldallanc foszforilacidja aktivalo hatasu, az MP gatlasa a PRTM5
enzim aktivitasanak novekedését okozza (Sipos és mtsai, 2017).

Az eléz6 vizsgalatokhoz hasonloan itt is értékeltik a MYPT1 Thr82 oldallancon torténd
relativ foszforilacio mértékét (24. abra A panelje). Elemzésink soran azt talaltuk, hogy a
MYPT1 Thr8%3 foszforilacijanak aranya 6,89-szoros, szignifikansan névekedést mutatott az
SCC tumoros szOveteiben, illetve 6,98-szoros ndvekedést az adenocarcinomas (ADC) betegek
kontroll, egészséges tiidészoveteihez képest (p<0,0001). Az ADC tumoros szévetekben 3,25-
szoros novekedés volt megfigyelhet6 a MYPTIP™2 relativ foszforilacidjaban a
kontrollszévetekhez képest (p=0,0055). A fentiek is alatAmasztjdk az dsszefiiggést a MYPT1
gatlé foszforilacidja és a tumor kialakulasa kdzott. A két tipusd tumoros minta értékei kozott is
talaltunk kilénbséget, mégpedig, hogy az ADC és SCC tumoros mintdkban a MYPT1pT853
foszforilacié jelentésebb volt az SCC tumorokban, 2,147-szeres novekedéssel az ADC-hez
képest (p = 0,0004).

A MYPT1rT83 immunfluoreszcens jel6lése soran az latszott, hogy a tumoros és kontroll

szdvetekben a MYPT1PT83 jel igen intenziv az ADC daganat sejtekben, és atfedésben van a
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magfestésre hasznalt DAPI magfestékkel (kék), ami arra utal, hogy a MYPTL1rT83 3

"oz

tiidorakszovetekben a sejtmagban is jelen van. (24. abra B panelje)
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24. abra. A MYPTI1 foszforildcidja tiido laphdam (SCC) és adenocarcinoma (ADC) esetén. (4) SCC és ADC
mintakbol és a hozzajuk tartozé nem daganatos tiidészovetek fehérjekivonatait Western blot modszerrel
vizsgaltunk anti-MYPTIpT853 antitestet alkalmazva. A foszforildacios szintet a teljes MYPTI expressziohoz
viszonyitottuk. Az eredményeket oszlopdiagrammon mutatjuk be (atlag = SD, n = 3—18). A fehér oszlopok a
SCC (T) és sajat kontroll (N), a fekete oszlopok az ADC (T) és kontrolljaik (N) eredményeit jelenti.
Statisztikai elemzés egy- vagy kétutas ANOVA-val, Tukey-féle tobbszords dsszehasonlitdssal tortént,
valamint parositatlan kétmintds t-tesztet haszndltunk. Szignifikanciaszintek: (**) p<0,01,( ***) p<0,001,
(****) p<0,0001. (B) MYPTIpT853 immunfluoreszcens festése Alexa Fluor 488-al (zold) tortént a tumoros
és kontrollszéoveteken, a sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. Méretardany: 100 um



A teljes tulélés (OS) és a MYPTL1PT83 relativ foszforilacios szintje kozotti dsszefliggést
Kaplan-Meier-féle talélesi analizissel vizsgaltunk ADC és SCC betegek esetében (p=0,0095)
(25. &bra). Az ADC-betegek median OS-e a magas foszforilacidt mutato csoportban 39 hénap,
mig az alacsony foszforilacios csoportban 45 hdonap volt. Az SCC-betegek esetében a magas
foszforilacioju csoport median tulélése 21 honap, mig az alacsony foszforilacioju csoporté 25
honap volt. Az SCC és ADC magas foszforilaciés csoportjainak talélési eredményeit
Osszevetettlik log-rank teszt segitségével, és szignifikans kilonbséget talaltunk (p=0,0344). Ez
azt jelenti, hogy a tulélést befolyasoljaa MYPT1 Thr853 helyén bekovetkezé foszforilacidja,
dsszhangban a szovettani altipussal. Kijelenthetjlk tehat, hogy a jobb talélés, az alacsonyabb

MYPT1 foszforilacio és a fokozott MP aktivitas kdzott erds kapcsolat van.
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25. Abra. A MYPTI foszforilicidja és annak Gsszefiiggése a tuléléssel tiidé lapham (SCC) és
adenocarcinoma (ADC) esetén. SCC és ADC betegek Kaplan-Meier tulélési gorbéi, a MYPTIpT853
foszforilacios szint szerint. A tulélést a vizsgalatba valo bevonastol szamoltuk, honapokban adtuk meg.
A betegeket szovettani tipus (SCC: piros; ADC: fekete) és foszforilacios szint (alacsony/magas) szerinti
csoportokat dbrazoltunk. A kiilonbségeket log-rank teszt segitségével értékeltiik (** p<0,001). A teszt
statisztikaja kézeliti a Khi-négyzet eloszlast.

Emelkedett PRMT5 szint az ADC és SCC mintakon.

A PRMTS5S expressziojanak meérését ADC és SCC és ugyanazon betegek tumormentes
tiidoszovetekbdl késziilt fehérje lizatumokon vizsgaltunk (26. abra A panelje). Eredményeink

szerint mind az ADC, mind az SCC mintdkban szignifikansan megndvekedett PRMT5
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fehérjeszint volt mérhetd a megfelelé kontrollmintakhoz képest. ADC esetén 1,54-szoros

(p=0,02) es SCC mintakon 1,88-szoros (p=0,042) emelkedést tapasztaltunk.
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26. Abra. A PRMTS fehérje és mRNS relativ expresszidja tiidé laphdm- (SCC) és adenocarcinoma (ADC)
esetén. (A) ADC és SCC mintakbdl, valamint azok megfeleld kontrolljaibol késziilt teljes fehérjelizatumokkal
SDS-PAGE elvdlasztasat kovetéen Western blot vizsgdlat tortént. A vizsgadlat soran anti-PRMTS antitestet
és GAPDH belsd kontrollt hasznaltunk. A kvantifikalt fehérjeszintek oszlopdiagramként abrazoltunk, az
egyes csoportok esetén atlag + SD formaban (n = 5—16). A fehér oszlopok a SCC (T) és kontrolljaik (N), a
fekete oszlopok az ADC (T) és kontrolljaik (N) eredményeit mutatjik. (B) A PRMT5 mRNS expressziojanak
vizsgalata RT-PCR-rel tértent az ADC és SCC daganatos mintdaiban, valamint az ugyanazon betegek nem
daganatos tiidoszévetében. A Cp értekeket a GAPDH és Cyclophilin A haztartasi génekhez normalizaltuk.
Az eredményeket oszlopdiagram formdjaban jelenitettiik meg. (dtlag + SD, n = 3-8). A csoportok statisztikai
osszehasonlitasat egy- vagy kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle tobbszords dsszehasonlito teszttel
végeztiik, a paronkénti dsszehasonlitasokon parositatlan kétoldalu t-teszttel végeztiink, ahol p<0,05 esetén
az eltérés szignifikansnak tekinthetd (*).

Az eredmények megerdsitésére a PRMTS mRNS szinteket RT-qPCR-rel is meghataroztuk

(26. abra B panelje). Az ADC szovetekben 2,71-szoros emelkedést tapasztaltunk (p=0,04), mig

az SCC mintakban nem szignifikans valtozas.

A PRMT5 expressziojanak daganatban torténé valtozasainak tovabbi elemzésére DAB

immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink ADC és SCC metszeteken (27. abra A panelje). Az

ADC szovetein er6sebb DAB-reakcio volt lathaté.

A PRTM5 tekintetében is dsszevettiik a fehérjeexpressziét a teljes tuléléssel. A Kaplan-

Meier tulélési elemzés nem mutatott statisztikailag szignifikans Osszefiiggést a PRMT5
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expresszios szintjei (magas vagy alacsony) és a teljes tulélés kozott sem ADC, sem SCC

tiid6rakos betegek esetében (27. dbra B panelje).
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27. Abra. A PRMTS5 relativ expresszidjanak osszefiiggése a tiléléssel tiid6 laphim- (SCC) és
adenocarcinoma (ADC) esetén. (A) Reprezentativ immunhisztokémiai (DAB) festett képek PRMTS
kimutatasara SCC és ADC pdciensek daganatos és kontrollszoveteibdl. Méretarany: 200 um. (B) Kaplan-
Meier gorbek, melyek az ADC és SCC betegek teljes tulélését abrazoljak a PRMTS expresszio alapjan. Az
iddt honapokban adtuk meg, a vizsgalatba valo bevalasztastol szamitva. A betegeket szévettani altipus
szerint (SCC: piros; ADC: fekete), majd ezen beliil a teljes kohorsz median expresszios értéke alapjan
alacsonyan és magasan PRMTS5 expresszalo csoportokra osztva.
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Az aktivalé PRMT5PT80 foszforilacié aranya, igy a PRMTH5 aktivitasa né az ADC és SCC
mintakon

A PRMT5 Thr80 oldallancon torténd, aktivalé foszforilacio PRMTS expressziohoz
viszonyitott aranyat is vizsgaltuk. Western blot vizsgalat sordn az SCC és az ADC
daganatszovetekben szignifikdnsan magasabb foszforilacids szinteket talaltunk a kontroll,
egészséges megfeleldikhez képest, 2,08-szoros (p=0,003), illetve 1,89-szoros (p=0,013)
novekedéssel (28. abra A panelje). Az SCC daganatos mintadkban 1,5-szeres (p=0,03)
foszforilacios szintnovekedés volt megfigyelhetd az ADC mintakhoz keépest.

Az immunfluoreszcens festés tovabbi megerésitést jelentett a PRMTS Thr80 oldallancon
megfigyelhet6 fokozott foszforilaciot a daganatszovetekben (28. dbra B panelje). Az dsszevont
képeken a PRMT5PT® (piros) és a DAPI (kék) festés egylittes megjelenése (lila) a PRMT5
kifejezett sejtmagi lokalizaciojara és aktivalo foszforilaciojara utal, ami a PRMT5
génexpresszidra gyakorolt hatasat jelzi.

A Kaplan-Meier talélési elemzést a PRMT5PT0 esetében is elvégeztik, mely a 29. abran
lathatd. Vizsgalatunk soran szignifikans Osszefliggést talaltunk a daganattipus (SCC vagy
ADC), a PRMT5PT80 foszforilacid szintje (magas vagy alacsony) és a beteg talélése kozott
(p=0,002). Kuldnodsen nagy kulonbséget fedeztiink fol az SCC betegek koérében. A magas
foszforilaciéval rendelkezd csoport median tulélése 6,5 honap volt, mig az alacsony
foszforilacioju csoporté 33,5 hdnap. Az ADC-s betegek magas foszforilacidju csoportjaban a
median talélés 35,5 hénap volt, mig az alacsony foszforilacidés csoportban ez 45 hénapot
jelentett. A log-rank teszt az SCC és ADC betegek kozott, akiknél magas PRMT5PTE0
foszforilacio volt jelen, szignifikans kulénbséget mutatott az OS-ben (p=0,018), mig az SCC
magas és alacsony PRMT5PT® foszforilacidji csoportjai kozott is jelentds talélési kiilonbség
volt megfigyelhet6 (p=0,018), ami egyértelmiien jelzi a PRMTS aktivitas és a rosszabb tulélési

eredmények kozotti dsszefuggest.
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28. abra. A PRMTS5 Thr80 relativ foszforildcidja tiido lapham- (SCC) és adenocarcinoma (ADC) esetén.
(A) SCC és ADC daganatos mintdk, és azok megfelelS kontroll mintdkbdl késziilt fehérjelizatumok Western
blot analizise, anti-PRMT5pT80 antitest alkalmazdsaval. A foszforilacié intenzitasdat a teljes PRMTS
expressziohoz normalizaltuk. Az eredményeket oszlopdiagram formajaban mutatjuk be, ahol minden oszlop
az dtlag + SD értékét mutatja (n = 3—15 csoportonként). A fehér oszlopok az SCC (T) és kontroll (N), a fekete
oszlopok az ADC (T) és kontroll (N) mintdk eredményeit mutatja. A csoportok kozétti kiilonbségeket egy-
vagy kétutas ANOVA, majd Tukey-féle post hoc teszt segitségével értékeltiik t6bbszords dsszehasonlitas
esetén, valamint parositatlan kétmintds t-teszttel pdronkénti Gsszehasonlitds esetén. A statisztikai
szignifikancia szintjei: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. (B) Immunfluoreszcens festés MYPTI (zold,
Alexa Fluor 488) és PRMT5pT80 (piros, Alexa Fluor 546) jeldléssel daganatos és kontrollmintakon. A
sejtmagokat ellenfestése DAPI-val (kek) tortént. Méretarany: 100 um.
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29. dabra. A PRMTS5 Thr80 foszforiliciojanak hatdsa a teljestulélésre tiidé lapham- (SCC) és
adenocarcinoma (ADC) Kaplan-Meier tilélési gorbék mutatidk SCC és ADC betegek teljes tulélését a
PRMT5pT80 foszforilacio szintje szerint. Az idot a vizsgalatba valo bevonastol szamitva, honapokban fejeztiik
ki. A betegeket szovettani tipus szerint (SCC: piros; ADC: fekete) csoportositottuk, majd mindegyik csoporton
beliil alacsony vagy magas foszforilacios szint alapjan tovabbi alcsoportokba osztottuk, a teljes populdcio
medidn foszforilacios értéke alapjan. A tulélési eloszlasokat log-rank (Mantel-Cox) teszttel hasonlitottuk
ossze. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket dupla csillag jelzi (** p<0,01). A teszt statisztikdja
kozelitéleg a Khi-négyzet eloszlast koveti.

A hiszton fehérjék (H2A és H4) szimmetrikus dimetilacidja fokozddik az ADC és SCC
esetén.

A PPM1B/MP/PRMT5/H2A jelatviteli Gtvonal utolso tagjat, a H2A fehérje expresszidjanak
és szimmetrikus dimetilaciojanak (DM) vizsgalatat is elvégeztik. Bar az egészseges tiid6szovet
¢s tiidddaganatos mintak kozott nem volt szignifikéns eltérés a hiszton fehérje expresszidjaban,
de a két kiilonbozé szovettani mintan (ADC és SCC) eltéré expressziot tapasztaltunk. 2,54-
szoros (p=0,005), szignifikansan magasabb H2A-expresszid-emelkedést észleltiink az ADC-
mintakban az SCC-mintakhoz képest (30. abra A panelje).

A Kaplan-Meier-analizis nem mutatott szignifikans korrelaciot a H2A-expresszio és a

talélés kozott egyik szovettani tipus esetén sem. (30. dbra B panelje)
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30. abra: A H2A fehérje relativ expresszidjanak dsszefiiggése a teljes tuléléssel. (A) Az SCC és ADC és a
hozzajuk tartozo kontroll tiidészovetekbdl szdarmazo fehérje-lizatumokat Western blot segitségével
vizsgaltuk, anti-H2A antitest felhasznalasaval. A teljes fehérje szinteket a GAPDH-hoz normalizaltuk. A
kvantitativ adatokat oszlopdiagramokon abrazoltuk. A fehér oszlopok az SCC (T) és kontroll (N), a fekete
oszlopok az ADC (T) és kontroll (N) mintak eredményeit mutatja. Az atlag = SD formdjaban (n = 3-20
CSoportonként). A csoportok kozotti dsszehasonlitasokra egy- vagy kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle
post hoc analizist hasznaltunk, a paronkeénti dsszehasonlitasokat parositatlan, kétmintas t-probaval
vegeztiik. A szignifikancia kiiszobértékei a kdvetkezok voltak: p <0,05 (*), p <0,01 (**), és p <0,001 (*¥**).
(B) A Kaplan-Meier gorbék a tiidédaganatos betegek OS-ét dbrdzoljdk a H2A-expresszidjanak mértéke
alapjan. Az idot a vizsgalatba valo bevonastol szamitva, honapokban adtuk meg. A betegeket szévettani
altipus szerint kiilonboztettiik meg (SCC: piros; ADC: fekete), majd a teljes adathalmaz medianértékét
hatarértekkent alkalmazva alacsony és magas expresszios aranyt mutato csoportokat hataroztunk meg. A
tulélési gorbék kozotti kiilonbségeket log-rank (Mantel-Cox) mddszerrel teszteltiik. A log-rank teszt
statisztikdja kozelitoleg Khi-négyzet (Chi-square) eloszldst kévet.

A H2A fehérje expresszidjaval ellentétben a génexpresszid aktivitasaval korrelaldé H2A
szimmetrikus dimetilacio 24,74-szoros (p<0,0001), illetve 2,49-szoros (p=0,0015) emelkedest

mutatott az SCC- és ADC-daganatmintakban a megfelelé kontrollokhoz képest (31. abra A

68



panelje). Tovabba, az SCC-daganatok szignifikdnsan magasabb DM-szintet mutattak az ADC
daganatokhoz kepest, 1,66-szoros kilonbseggel (p=0,017).
A Kaplan-Meier-analizis szerint a H2A-fehérjék szimmetrikus dimetilalacigjanak szintje

szignifikans dsszefliggest mutat a taléléssel (p=0,04) (31. abra B panelje). Az SCC betegek
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31. abra a H2A fehérjék relativ relativ dimetilaltsagdanak osszefiiggése a teljes tuléléssel. (A) Az SCC és
ADC és a hozzajuk tartozo kontroll tiidészovetekbdl szarmazo fehérje-lizatumokat Western blot segitségével
vizsgaltuk, anti-szimmetrikusan dimetilalt H2A (DM-H2A) antitest felhaszndlasaval. A teljes fehérje
szinteket a GAPDH-hoz normalizdaltuk. A kvantitativ adatokat oszlopdiagramokon dbrdzoltuk. A fehér
oszlopok az SCC (T) és kontroll (N), a fekete oszlopok az ADC (T) és kontroll (N) mintak eredményeit
Mutatja. Az atlag = SD formdjaban (n = 3—20 csoportonként). A csoportok kozétti dsszehasonlitasokra egy-
vagy kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle post hoc analizist haszndltunk, a paronkénti dsszehasonlitasokat
parositatlan, kétmintas t-probaval végeztiik. A szignifikancia kiiszobeértékei a kovetkezok voltak: p <0,05 (*),
p <0,01 (*%, p <0,001 (***), és p <0,0001 (****). (B) A Kaplan-Meier gorbék a tiidédaganatos betegek
OS-¢t abrazoljak a H2A dimetilaltsaganak meértéke alapjan. Az idét a vizsgalatba valo bevonastol szamitva,
honapokban adtuk meg. A betegeket szdvettani altipus szerint kiilonboztettiik meg (SCC: piros;, ADC:
fekete), majd a teljes adathalmaz medianértékét hatarértékkeént alkalmazva alacsony és magas dimetilacios
aranyt mutaté csoportokat hatdaroztunk meg. A tulélési gorbék kozotti kiilonbségeket log-rank (Mantel-Cox)
modszerrel teszteltiik. A statisztikailag szignifikdans dsszefiiggéseket (p <0,05) csillag (*) jeldli. A log-rank
teszt statisztikdja kozelitoleg Khi-négyzet (Chi-square) eloszlast kovet.
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esetében a median talélés 15,5 honap volt az alacsony DM-szintii csoportban, és 15 honap
magas DM-szintii csoportban. Az ADC betegeknél az alacsony DM-szint esetén 45, a magas
DM-szint esetén 27 hdnap volt a median OS.

A PPM1B/MP/PRMTS5 proto-onkogén tengely downstream elemekre gyakorolt hatasanak
tovabbi feltarasa érdekében, a H2A vizsgéalataihoz mellett elvégeztik a hiszton H4
expresszidjanak és szimmetrikus dimetilalciojanak elemzését is (32. abra). A teljes H4-fehérje
expresszidban nem talaltunk szignifikans kilénbséget az egyes csoportok kézott (SCC, ADC
és kontrolljaik) a H2A adatokhoz hasonléan (32. abra A panelje). Ugyanakkor a H4
szimmetrikus dimetilacioja az SCC mintakon megkozelitéleg 2,55-szorosara emelkedett
(p=0,05) a megfelel6 kontroll mintakhoz képest (32. abra B panelje). Hasonloképpen, az ADC
¢s kontrollszovetek esetében a H4 szimmetrikus dimetilalaciojanak megkozelitdleg 2,50-szoros
(p=0,0325) emelkedését mutatta a daganatmintdkban a megfelelé kontrollokhoz képest (32.

abra B panelje).
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32. abra: A H4 relativ expresszidja és szimmetrikus dimetilacidja. (A, B) Az SCC, ADC, valamint a hozzdajuk
tartozo kontroll tiidészovetekbdl szdarmazo fehérje-lizatumok Western blot analizisét végeztiink anti-H4 (A),
illetve anti-szimmetrikusan dimetilalt H4 (DM-H4) (B) antitestekkel. A teljes H4-jeleket a GAPDH-hoz, mig a
dimetilalt H4-jeleket a teljes fehérjeszintekhez normalizaltuk. Az eredményeket oszlopdiagramokon mutatjuk
be, az atlag + SD formdjaban (n = 3—6 csoportonként). A fehér oszlopok az SCC (T) és kontroll (N), a fekete
oszlopok az ADC (T) és kontroll (N) mintdk eredményeit mutatja. A csoportok kozétti kiilonbségeket egy- vagy
kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle post hoc teszttel analizdltuk, a pdronkénti kiilonbségeket parositatlan,
kétmintas t-probaval elemeztiik. A statisztikai szignifikancia hatdrértéke p <0,05 (*) volt.
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A hiszton szimmetrikus dimetilacio génexpressziora Kkifejtett hatasanak kozvetlen
vizsgalatara az egyik jol jellemzett célgén, a tumorszuppresszor retinoblasztoma gén fehérje
(pRb) termékeének expresszios szintjeinek valtozasat is elemeztiik. A hiszton modositasok
génexpresszidra gyakorolt hatdsanak, ezen keresztiil az &ltalunk vizsgalt utvonal proto-onkogén
szerepének igazolasa céljabol (33. abra A panelje).

A pRb-fehérje expresszidjat SCC, ADC, illetve a hozzajuk tartoz6 kontrollszévet Western
blot analizisével hataroztuk meg. A pRb-fehérje szintje jelentdsen csokkent az SCC mintakban,
2,06-szoros mertékben (p=0,011) a kontrollokhoz viszonyitva. Az ADC mintédkon 1,94-szoros
csokkenést tapasztaltunk (p=0,0145).

Az altalunk vizsgalt proto-onkogén titvonal miikodési zavarainak klinikai jelentéségét keresve
egy Osszevont Kaplan-Meier talélés vizsgalatot is végeztink az egyes betegcsoportok kozatti
tulélési kilonbségek dsszevetésere (33. abra B panelje). A betegeket szdvettani altipus, majd a
MYPT1pT853 ¢s PRMT5PT80 foszforilacids poszttranszlacids mddositasok, illetve a H2A
szimmetrikus dimetilacios szint szerint, konzisztensen alacsony vagy inkonzisztensen magas,
tovabb csoportositottuk. A log-rank teszt szignifikans kilonbséget mutatott az alcsoportok
teljes tulélése kozott (p=0,01). Az alacsony poszttranszlacios modositasi szintekkel jellemzett
ADC betegek talélése volt a legkedvezdbb (median tulélés 45 hoénap), mig a magas
poszttranszlacios madositasi szinteket mutatdé SCC-betegek tulélése volt a legrosszabb (median

talélés 15 hénap).
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33. dabra: (A) a pRB fehérje relativ expresszioja. Az SCC és ADC és a hozzdjuk tartozo kontroll
tiidoszovetekbdl szarmazo fehérje-lizatumokat Western blot segitségével vizsgaltuk, anti-retinoblasztoma
protein (pRB) antitest felhaszndldsaval. A teljes pRB-szinteket B aktinhoz normalizdltuk. A kvantitativ
adatokat oszlopdiagramokon abrazoltuk. A fehér oszlopok az SCC (T) és kontroll (N), a fekete oszlopok az
ADC (T) és kontroll (N) mintak eredményeit mutatja. Az datlag + SD formajaban (n = 3—20 csoportonként).
A csoportok kozotti osszehasonlitasokra egy- vagy kétutas ANOVA-val, majd Tukey-féle post hoc analizist
hasznaltunk, a paronkénti osszehasonlitdasokat parositatlan, kétmintds t-probaval végeztiik. A szignifikancia
kiiszobértéke p <0,05 (*). (B) A vizsgdlt poszttranszldacios modositasok hatdsa a teljes tulélésre. Kaplan-
Meier gorbén abrazoltuk a teljes tulélést a MYPTI PTSS g5 PRMTSP™ foszforilacio, és a H2A dimetilacio
poszttranszlacios modositasai (PTM) alapjan csoportositva. Az idét a bevonastol szamitott honapokban
fejeztiik ki. Szovettani altipus szerint is csoportositottunk (SCC: piros; ADC: fekete), majd a teljes
adathalmaz medidnértékét hatarértékkent alkalmazva alacsony és magas PTM-értékii alcsoportokat
hatdroztunk meg. A tulélési gorbék kozotti kiilonbségeket log-rank (Mantel-Cox) modszerrel vizsgaltuk. A
statisztikailag szignifikans osszefiiggéseket (p <0,05) csillag (*) jeldli. A log-rank teszt statisztikdaja
kozelitéleg Khi-négyzet (Chi-square) eloszlast kovet.

72



Vizsgalatunk eddigi eredményei ravilagitottak arra, hogy a poszttranszlaciés maédositasok
fontos szerepet toltenek be a tumorbioldgidban. Mig ezen biokémiai folyamatok vizsgéalata a
tumor ndvekedése és a tulélés szempontjabol szolgaltatnak G informaciokat, a mindennapi
diagnosztikaban es a személyre szabott terdpia tervezésében tovabbra is kiemelt szerepe van a
részletgazdag, j6 mindségi képalkoto technikaknak.

Tevékenységem masik célja volt, hogy részt vegyek egy olyan technika kialakitasaban,
amely tovabb javithatja a bronchoszkopos beavatkozasok tervezhetdségét és biztonsag0ossagat.
Ennek megfeleléen a kovetkezé fejezetben a funkcionalis virtualis bronchoszkdpia

modszerének kidolgozasat és alkalmazhatosagat ismertetem.

A funkcionalis virtualis bronchoszkdépia fejlesztésének eredményei

A modszer kidolgozasa soran tiidogydgyasz/broncholdgusként a betegek kivalasztasaban, a
betegadatok gylijtésében, a konvencionalis bronchoszkdpia veégzéseben, a horgd anatomia
egyeztetésében vettem részt. A bronchoszkopia soran szerzett tapasztalataim megosztasaval
segitettem a horgbrendszerben vald tajékozodasban, mely kritikus a virtualis bronchoszkopia
rekosnstrukciéja sordn. A munka soran a készild képi modellekkel kapcsolatban
konzultdltunk, hogy a jov6beni bronchoscOpos mintavételek tervezéseét mennyire segiti a
letrehozott a képanyag.

A kutatasunk célja egy olyan protokoll kialakitasa volt, mely 6tvozi a PET funkciondlis
informécioit a magas felbontdsi CT anatémiai informacidjaval, eldsegitve a tiidérak
kivizsgalasat a mar meglévd vizsgalatok alapjan, kertilve az ismétl6do sugarterhelést.

A (nem)egyezOség paramétercinek szamitasa az 0sszes voxel felhasznaldsaval is
kiszamithatd (o modszer), ezen maszkok egyéltalan nem kerultek alkalmazasra. Csokkentett
voxel mennyiséggel is tértént szamitas, a p modszer, mely mindkét CT tipus esetén ugyanannak

a ,,mikod6 maszknak™ a hasznalatat tette lehetévé. A y modszer esetén a szegmentalt 1éght egy
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modositott valtozata szolgal maszkként, mely a Kiterjesztett eredeti légutat annak hataran tul 10
mm tavolsagban abrazol. Mindkét CT tipus képeinek esetén kilon-kulon kerdlt alkalmazésra.

A tavolsagméré mutatok meghatarozasa osszetett volt. A milliméterben meért paraméterek
egységesitése volt sziikséges a kovetkezo szabalyok szerint: 1-es értéket kapott, ha a két tipusu
CT horgokozéppontjai kozotti tdvolsag kisebb, mint a horgd atmérdjének 10%-a (< 1,8 mm a
légesonél, < 1,22 mm a f6horgdknél). 0,5 értéket kapott, ha ez a tavolsag a horgd atmérdjének
10-20%-a ([1,8; 3,6] mm a légcsonél, [1,22; 2,44] mm a f6horgdéknél). 0-nak felelt meg, ha a
tavolsag meghaladja a horgd atmér6jének 20%-at (> 3,6 mm a légcsénél, > 2,44 mm a
fohorgéknél). A regisztracid minéségét D szam fejezte ki, ez a tvolsagtipusi mennyiségek
sulyozott 6sszege. A stlyszorzot a légesore, f6horgok, lebenyi horgok, szegment horgékre és
szubszegment horgdk 16, 7, 3, 1, illetve 1 értéket kaptak. A D pontszam jellemzi tehat a
megfeleld anatomiai pontok tavolsagi viszonyat, igy fejezve ki a regisztracio minéségét.

A korreléacid elemzeés tortént Linearis modell alapl regresszids szamitdsokkal, MASS R-
csomag segitségével, melynek célja a D pontszammal korrelaciot mutatd (nem)egyezdségi
paraméterek keresése volt. Az elemzés alapjan csupan a kdlcsonds informacié (MI) mutatta a
legszorosabb korrelaciét az anatémia alapu tavolsagmérokkel.

Konfidencia intervallumok meghatarozasa soran a vizsgalat célja volt annak megallapitasa
volt, hogy a kdlcsonds informacid (MI) numerikus értéke alkalmas-e arra, hogy az |[dCT-hdCT
tiidoképparok regisztraciojanak elfogadhatosdga meghatarozhatd legyen. Ez az alacsony
mintaszdm miatt bootstrap statisztikai mddszerrel volt lehetséges. A vizsgalt populé&cidban két
alcsoport kerllt meghatarozasra a regisztracié minésége alapjan. Kilon bootstrap Ml eloszlast
készilt az elfogadhaté (15 alany) és elégtelen (7 alany) alcsoportokra. Az MI értéke
képparfiiggd, és mintanként valtozik, melynek ingadozast konfidencia intervallumokkal lehet
jellemezni. Ezek alapjan az elégtelen regisztraciok 95%-os konfidencia intervalluma: [0,15;

0,22]. Az elfogadhat6 regisztraciok 95%-o0s konfidencia intervalluma: [0,28; 0,37]. Az
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elutasitast jelzi 95%-0s biztonsaggal, ezzel tamogatva a radioldgus dontését. Amennyiben az

"oz

MI értek 0,22 és 0,28 kozott van, az Uj regisztracidra volt szikseg. A kovetkez6 abrakon a

fentiekben leirt modszer eredményeképpen létrejott képeket mutatjuk be. (34. és 35. abra)

34. dbra. Az abra bal oldalan funkciondlis virtudlis bronchoszkopos kép lathato, mely a bifurkdcios pont
vizualizacidjat mutatja. A szegmentalt légcsé hatdrozza meg a geometriai format, a textura a légesa kiilsé
felszinétdl 10 mm-en beliil elhelyezkedd pixelekben felhalmozodott radioaktivitasbol szarmazik. Az abra
jobb oldaldn a valédi endoszkdpos kép lathaté ugyanarrol a régiorol.

35. dbra. Az dbra bal oldaldan a légiiti fa és a vérerek vizualizdacidja lathato kiviilrél. A fehér nyillal
jeldlt elvaltozas kérnyezetében készitett ortogonalis metszetek az abra jobb oldalan lathatok. Az
elvdltozasban megjelend, vetitett FDG-halmozas abrdzoldsa spektralis skdlan tortént.
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Diszkusszié

Kutatasunk soran a PPM1B/PRMT5 onkogén jelatviteli Utvonal vizsgalatat és U
funkcionalis Virtualis bronchoszkopia (fVB) modszer fejlesztését végeztik.

A tiidérak kivizsgalasanak optimalizalasara egy atfogo elemzest végeztiink, mely sorén
human tiidédaganatos szovetekben a PPM1B/MP/PRMT5/hiszton jelatviteli Gtvonal jelenlétét

vizsgaltuk, amely dsszefoglalasa a 36. dbran lathatd.

. Thess 4

. Thrao f
PPM1B >

MYPT1 S — PRMT5
expresszio J'
H2A
szimmetrikus T
dimetilacio
—
expresszio + kromatin fokozott

kondenzacidja

Invazié
Progresszié
Proliferacié

36. dbra: A PPM1B/MYPTI/PRMTS5/H2A utvonal osszefoglalasa a daganatsejtben. A zold szinnel jelolt
foszfat (P) csoportok az aktivalo, a piros szinnel jeldltek gatlo foszforilaciot jelentenek, szévegesen jeldlve,
hogy melyik oldallancon tortént a médositas. Osszefoglalva a folyamatot: A daganatos sejtben a PPM1B
expresszioja csékken. Szubsztratianak (MYPTI) gatlo foszforilacioja tulsulyba keriil, emiatt a PRMTS aktivalo
foszforilaciojanak aranya emelkedik. Mindezek kovetkeztében a hitszon fehérjék (H2A) szimmetrikus
dimetildciojanak szintje emelkedik, ami a kromatin fokozott kondenzdcidjaval jar. Ez repressziv hatdst
gyakorolhat egyes tumorszuppresszor gének transzkripcidjdara. Esetiinkban a retinoblasztéma-fehérje szint
merésével indikrekt modon vizsgaltuk a folyamatot. A tumorszupresszor fehérje expresszidja csokken, igy
tumoros propagdcio fokozodkik. Me: metilacio. A piros nyilak jeldlik a valtozas iranyat, azaz lefelé mutato
nyil az adott folyamat mértékének csokkenéset, a felfelé mutaté a novekedését mutatiak. PPMI1B: Mg*'-fiiggd
1B protein-foszfatdz; MYPTI: miozin foszfatdz szabdlyozé alegység-1; PPlc: a miozin foszfatdz katalitikus
alegysége PRMT5: protein arginin metiltranszferdz 5; pRB: retinoblasztéma fehérje. Az dbra a BioRender
feliiletén késziilt.
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Egy Uj onkogén mechanizmus feltarasan dolgoztunk, mely soran az ADC és SCC sz6vettani
altipusokat is megkilonboztettiik. Vizsgalatunk eredményei szerint e jelatviteli itvonal zavara
hozzajarul a tidoérak kialakuldsdhoz, mely epigenetikai modositdsokon keresztiil a
tumorszuppresszor gének expressziojanak elnyomasaval torténik.

Az altalunk vizsgalt Gtvonal elsé tagja, a PPM1B potenciélisan tumorszuppresszor szerepet
tolthet be tiidodaganatok esetén, melyre tobb eredménylink is utal. A fehérje expresszidja
mindkeét szdvettani tipus (SCC és ADC) esetén szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollként
alkalmazott, normal tiid6szovethez képest. Szembed6tl6 volt a kiilonbség az SCC esetén, mivel
ott 46%-0s csokkenést tapasztaltunk (0,54-szoros érték; p=0,029) az ADC-hez képest, mely a
20. abra A paneljen lathatd. Ezen eredmeényekkel a teljes tulélési (OS) adatok is korrelalnak,
miszerint a PPMI1B-t alacsonyan expresszalo daganattal rendelkez6 betegek OS-e
szignifikansan alacsonyabb volt a magas expresszidju csoporthoz képest. A két szdvettani tipus
volt a 37 honappal szemben. Az SCC estén a kulonbség kevéshé volt kifejezett, azonban a
legrosszabb tlé16k az alacsony expressziot mutaté SCC-s betegek kozil kerltek ki, igy ezen
daganattipus kialakulasa/progresszidja esetén valosziniileg mas molekularis mechanizmusok
lehetnek talsulyban. Szignifikans kilonbség volt az ADC és SCC betegek tulélése kozott a
magas PPM1B-expresszidju csoportban (p=0,04) (21. 4bra B panelje). Ujabb kutatasok soran
is hasonl6 eredmények szilettek, illetve a PPM1B tumorszuppresszor szerepét szintén
felvetették gyomor adenocarcinoma (R. Li és mtsai, 2022) és emlédaganat esetén is (Cho és
mtsai, 2018; Du és mtsai, 2023), tovabba cervix carcinomaban is tapasztaltak a PPM1B
expresszidjanak csokkenéset (Keller és mtsai, 2025; Li és mtsai, 2023). A fehérje expresszidban
tapasztalt kiilonbségek mellett meglepd modon az mRNS szintek kozott nem talaltunk
szignifikans kulonbséget az egyes csoportok kozott (20. abra A panelje), melyet mas

tanulmanyok soran is megfigyeltek (Keller és mtsai, 2025; Li és mtsai, 2023). Ennek tébb oka
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is feltételezhetd, mint példaul a mikroRNS szabalyozas (Jansson és Lund, 2012), egyes fehérje
lebontési utvonalak (Chen és mtsai, 2002), transzlaciés kontrollmechanizmusok (Truitt és
Ruggero, 2016). Tovabba emlérak esetén azt is megfigyelték, hogy a pleckstrin-2 Altal
eldsegitett PPM1B fokozott lebontdsa eldsegiti a TGF-f 4ltal medialt invazidt és metasztazis
képzést. (Du és mtsai, 2023)

Vizsgalataink soran a kutatocsoportunk korabbi munkajabél HCC daganatban tapasztaltakat
vizsgaltuk meg tiidédaganatok esetén. Azonban a HCC daganat vizsgalatainak eredményeivel
ellentétben, a tiidérakban a MYPT1 fehérje és mRNS expresszid szignifikdnsan emelkedettnek
talaltuk mind SCC, mind ADC daganatokban, kontrolljaikkal 6sszehasonlitva (22. dbra A és B
panel). Ez arra utal, hogy az MP aktivitasat szabalyozo mechanizmusok tiidérakban eltérnek a
HCC esetén tapasztaltaktol. A MYPT1 mRNS-expresszio 12-szeres az ADC és 5,68-szoros
SCC esetén, ami er6s transzkripcids aktivaciora utal. Ennek hatterében kompenzécios
mechanizmus allhat, melyet a fokozott onkogén jelatvitel indukal. Mivel a PPM1B a MYPT1
aktivitasat annak gatlé Thr853 és Thr696 aminosavmaradékainak defoszforilacidja atjan
szabalyozza (Keller és mtsai, 2025), a PPM1B hianya tartdés MYPT1-foszforilaciét, ezaltal
csokkent MP aktivitast és fokozott PRMTS5 aktivaciét okoz. Ezen folyamatok epigenetikai uton
a tumorszuppresszor gének csendesitéséhez vezetnek, elésegitve ezaltal a tumor képzédést. A
korabbi, HCC esetén végzett vizsgalatok szerint a MYPT1 tumorszuppresszorként miikodik a
PRMT5-aktivitas szabalyozasan keresztil (Sipos és mtsai, 2017), azonban a MYPT1
foszforilacié jelentés novekedése a Thr853 oldallancon arra utal, hogy a fehérje aktivitasa
jelentsen csokken a daganatos sejtekben (24. dbra A panelje). A MYPT1 gatlé foszforilaciojéat
szamos kinaz enzim (pl. ROK) katalizélhatja, igy a MP nem tudja hatékonyan defoszforilalni
szubsztratjait, tobbek kdzott a PRMT5 enzimet sem. A daganatok sejtek igy kertlhetik meg ezt

a tumorszuppresszor Utvonalat.
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A talélési adatokat tekintve a MYPTL1 expresszidja, foszforilacios allapota szignifikansan
befolyasolja a tulélést (23. abra B panelje és 25. abra). Mindkét szovettani tipus esetén az
alacsony MYPT1 foszforilaciot mutatd csoportoknal lattunk jobb teljes talélési eredményeket
(SCC esetén 25 hdnap, ADC esetén 45 honap), mely kilonbseg statisztikailag szignifikans volt
(p=0,034), mig a magas foszforilacidju csoportok esetén szerényebb eredményeket kaptunk
(SCC: 21 honap, ADC: 39 hoénap). Ennek fényében elmondhaté tehat, hogy a tulélés
szempontjabol a MYPT1 foszforilacios allapotanak nagyobb jelentdsége van a prognozis
becslése szempontjabdl, mint a fehérje teljes mennyiségének. Az alacsony MYPT1
foszforilaciot mutatdé ADC betegek talélése volt a legjobb vizsgalatunk soran, igy az 6
prognozisuk eredmenyeink alapjan jobbnak mondhatd a tobbi csoporttal szemben.
Eredményeink alatdmasztjak tehat, hogy a MYPT1 géatlo foszforilaciojanak tulsulyba kerilése
Osszefliggésbe hozhatd a daganatképzddéssel, melyet mar mas daganatok esetén is vizsgaltak
(Liang és mtsai, 2018; Wang és Sun, 2018). EImondhat6 az is, hogy a MY PT1 expresszidjanak
csokkenése nem egyértelmiien 4llt dsszefliggésben a daganatképzddéssel, azonban a Thr853
helyen torténd foszforilaci6 emelkedése igen, mely részben magyardzhat6 a PPMI1B altal
szabalyozott MP miikodéssel.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a PRMT5 onkogén szerepet t6lthet be a tiidérak
esetén, melyet fokozott expresszidjan és a Thr80 oldallancon torténd aktivalo foszforilacidjanak
fokozodasa révén érel. Az ADC és SCC szovetekben egyarant latszott az emelkedett PRMT5-
expresszio, melyet mar mas vizsgalatokban is leirtak korabban tébb daganattipus esetén is (Kiss
és mtsai, 2019; Motolani és mtsai, 2021; H. Wang és mtsai, 2023; Wolf, 2009). Egy
metaanalizis soran, kb. 15000 beteg adatait elemezve, is erre a kvetkeztetésre jutottak. Eszerint
a PMRTS kiilonb6z6 tumorokban mérhetd magasabb fehérje szintjei mérhetdk, és ezek
kedvezétlen taléléssel jartak maj-, hasnyalmirigy- emld- és tildédaganatokban (Liang és mtsai,

2021). A sajat munkankban a PRMTH5 és a tulélés estén nem talaltunk szignifikans dsszefliggést,
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mely a kis mintaszam miatt lehetett. Tumoros mintakon jelentés PRMT5 Thr80 foszforilacio-
novekedést mertiink (28. dbra A panelje), mely megndvekedett aktivitasra utal, hiszen ez a
foszforilacios esemény ismert médon fokozza a PRMTS5 metiltranszferaz aktivitasat. A
PRMT5PT80-foszforilacio mérésének klinikai jelent6sége lehet, mivel dsszefliggést taldltunk az
OS adatokkal is (29. abra). A magas PRMT5PT80 foszforilacids szintet mutatd6 SCC betegek
esetén jelentGsen alacsony OS értéket kaptunk (6,5 honap) az alacsony foszforilacids szintet
mutatokéhoz képest (33,5 honap), ennek fényében a jovoben ez a modosulas potencidlis
prognosztikai biomarkerré és terapias célponttd valhat reményeink szerint. Az ADC-betegek
esetében az OS adatok kozotti kiilonbseg kevesbé volt markans, de szignifikansak bizonyult
(magas foszforilacioju csoport: 35,5 honap, alacsony foszforilacioju csoport: 45 hénap). Tehat
ezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a PRMT5PT80 aktival6 foszforilacidjanak szerepe az SCC
szovettani tipus kialakulasa esetén kritikusabb, ezt alatamasztja az is, hogy a magas PRMT5pT80
foszforilacioval rendelkezé SCC és ADC betegek kozott is jelentds kiilonbség mutatkozott OS-
ben. Immunfluoreszcens vizsgalatok soran egyértelmiien latszott a PRMTS és a PRTM5PTE0
sejtmagi elhelyezkedése (28. abra B panelje), mely 0Osszefligg hiszton metiltranszferaz
funkciojaval, és alatimasztja annak epigenetikai génszabalyozasban betoltétt szerepét.

A PRMTS fokozott miikodésének downstream eredménye, a hiszton H2A szimmetrikus
dimetilacidja, mindkét altalunk vizsgalt daganat tipusban nagy mértékben ndévekedett (31. dbra
A panelje). A H2A-expresszié az ADC kontrollszévetekben volt a legmagasabb (30. abra A
panelje), azonban a H2A dimetilacios szintjének emelkedésével ADC betegek esetén jelentGsen
csokkent talélést tapasztaltunk adataink alapjan. A hiszton H2A szimmetrikus dimetilécidja,
mint az altalunk vizsgalt Utvonal egyensuly eltolédasanak funkcionalis kdvetkezménye,
hatalmas mértékben fokozddott a daganatszévetekben, ami a PRMT5 fokozott enzimatikus
aktivitasat jelenti in vivo. A kilondsen figyelemre mélto, 24,74-szoros ndvekedés SCC-ben és

2,49-szoros novekedés ADC-ben, mely egyértelmiivé teszi, hogy az altalunk azonositott
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jelatviteli datvonal eltérései ténylegesen, funkcionalis downstream kovetkezményekben
nyilvanulnak meg. Ez a hiszton mddositas ismerten a génexpresszid csokkenésehez vezet,
kalondsen a tumorszuppresszor gének csokkent kifejez6déséhez. Ennélfogva a kapcsolat a
PRMT5 fokozott miikodése és az onkogenezis kozott igen valoszinii. A H2A (31. dbra A
panelje), illetve a H4 (32. &bra B panelje) dimetilaciojanak mertéke eltéré volt a kiilonbz6
szdvettani altipusok kozott, ami a tumortipusok eltéré molekularis sajatossagait jelentheti. A
valtozas SCC-ben nagyobb mértékii volt, mint ADC-ben, ami utalhat arra, hogy az SCC
kialakulasa soran inkabb epigenetikai elnémitasi mechanizmusok jatszanak szerepet, mig az
ADC-k esetében méas onkogén mechanizmusok nagyobb szerepet kaphatnak.

A tumoros szévetmintakon alacsony pRb tumorszuppresszor-expressziot tapasztaltunk (33.
abra A panelje), ami kozvetett bizonyitekot szolgaltat a hiszton szimmetrikus dimetilacidjara,
ezaltal megerdésitést nyer az MP/PRMTS5-Utvonalhoz kapcsolddd génexpressziot gatld hatés,
melyet Sipos és munkatarsai korabban HCC esetén mar sugalltak. Ezen megfigyelésiinket az
OS adatok is alatdmasztjak, melyek elemzése sordn a H2A-dimetilacio er6sebb prognosztikai
jelent6ségilinek bizonyult SCC-betegek eseténben, mint ADC-betegekben.

Kutatasunk soran egy 0j, onkogén jelatviteli tengelyt vizsgaltunk a tiidérakban, ennek soran
az SCC és ADC altipusok eltér6 molekularis kornyezetét tartuk fol. Eredményeink Uj
lehetOségeket jelenthetnek a biomarker-fejlesztés es akar terapias beavatkozasok terén is, ebbol
a szempontbol kiléndsen fontosnak tartottuk a PPM1B-t. Ezen enzim csokkent expresszidja
egy olyan molekularis eseménylancolatot indithat el, mely a tumorszupresszor gének
csendesitéséhez és ezaltal tumorprogressziéhoz vezethet, igy a PPM1B funkci6janak
helyreédllitaisa vagy tumorszuppresszor-aktivitdsanak kifejezodést fokozo  terdpidk
fejlesztésének alapjat képezheti. A PRMTS5 esetében mar tbb PRMT5-géatl6 jelenleg is klinikai
vizsgalat alatt all (Hwang és mtsai, 2021). A PRMT5PT™0 mint prognosztikai biomarkerként

valo azonositasa, kilondsen SCC esetében, alkalmas lehet kockazatelemzeésre, esetleg bizonyos
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terapiads optimalizalara is. Hu és munkatarsai kimutattak, hogy a PRMT5 gatlasa (shRNS-sel
vagy farmakologiai Uton) lassitja a tumorprogressziot, és fokozza a PD-L1 expressziot, igy
fokozza az immunellenérz6pont-gatlok hatasat (Hu és mtsai, 2021), ezaltal a jov6ben lehetdség
nyilhat komplexebb terapiak fejlesztésére is. A MYPT1pT853 é¢s PRMT5PTE0 foszforilaciojaért
felelés kinazok célzésa potencialis terapias lehetGséggé valhat, az onkogén utvonal
megszakitasa altal.

A beteganyagunk eredményei (dohanyzasi anamnézis, atlagéletkor, szdvettani megoszIas,
tulélés) a napi gyakorlatunk sordn tapasztaltakat egyértelmiien reprezentélta, jol tikkrozte azokat
a rutin kihivasokat, melyekkel nap, mint nap szembesulink. 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 célcsoportjat alkottak. Tekintettel a betegbevonasra, kutatasunk egyik
limitacidja, hogy hianyoznak bel6le az igen kis méretii (T1-es stddiumu) és az igen Kiterjedt
(irreszekabilis Ill-as és IV-es stddiumi betegek) méretli daganatok. Igen érdekes lenne
Kiterjeszteni vizsgalatunkat a magasabb stadiumu betegekre is. Tanulmanyunk masik, még
jelentsebb limitacidja a viszonylag kis mintaszam, mely egyértelmi 6sszefliggést mutat az
onkogén jelatviteli utvonal elemeinek poszttranszlacios modosulasaival, elsésorban feltard
jelent6ségili, és tovabbi, nagyobb betegcsoportokon végzett vizsgélatokat igényel az
eredmények megerdsitésére.

Alkalmam volt részt venni egy tovabbi vizsgalatban, mely soran a funkcionalis virtualis
bronchoszkopia mindségének javitasaval foglalkoztak. Az Id és hd CT képek regisztracidjanak
fejlesztése és a regisztracio ellendrzésének automatizdlhatosaga volt a cél. Ezzel egy olyan
maodszer latott napvilagot, mely a gyakorlatban kénnyen alkot egy hdCT és PET informéacién

alapa virtualis bronchoscopiét a beteg mar meglévo képalkoto vizsgalataibol, melyek akar nem
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is egy intézményben torténtek, mely igen gyakran eléfordul és igen nagy fennakadéasokat
okozhat a beteg kivizsgéalasa soran.

A mddszer kidolgozasa soran tiidégyogyasz/bronchologusként a betegek kivalasztasaban, a
betegadatok gylijtésében, a konvencionalis bronchoszkopia vegzeéseben, a horgd anatomia
egyeztetésében vettem részt. A bronchoszkdpia soran szerzett tapasztalataim megosztasaval
segitettem a horgérendszerben valé tajékozodasban, mely kritikus a virtualis bronchoszkopia
rekonstrukcidja soran. A munka soran a késziilé képi modellekkel kapcsolatban konzultaltunk,
hogy a jov6beni bronchoszkdpos mintavételek tervezését mennyire segiti a létrehozott a
képanyag.

A széles korben elterjedt voxel-alapl virtualis bronchoszkopia hatékonysagat noveli, ha
lehetéség van azt funkciondlis (PET vizsgalattal kiegészitve) voxel-alapu virtualis
bronchoszkopiaként generalni, mivel a részletes morfoldgiat metabolikus, azaz funkcionalis
elemzéssel is kiegészitjik. Ez segithet abban, hogy a tumor legviabilisabb részér6l vegyiink
mintat, vagy tobb goc/nyirokcsomé estén a legaktivabbdl, novelve ezzel a mintavetel
sikerességét. Olyan algoritmusok is Iéteznek (Bauer és Steiner, 2007), amelyek a két 3D képet
(hdCT-PET és digitalizalt bronchoszkopos felvétel) egyetlen, 6sszevont képen tesz lathatdva.
A jo minéségt funkcionalis virtualis bronchoszkdpiahoz elengedhetetlen az IdCT és hdCT
képek regisztracidja, ehhez egy transzformécids maétrixra van sziikség, hogy a PET és hdCT
képek anatomiailag helyesen illeszkedjenek egymashoz.

Az elsé regisztraciokat radiologus biralta el az iranyban, hogy a regisztracio elfogadhatd
volt-e, ez szubjektiv és nehezen skalazhaté volt. Olyan megoldasra volt sziikség, mely
objektiven jellemezte a regisztracid mindségét, ehhez a nem(egyezés) numerikus értékkel valo
kifejezése elengedhetetlen. Amennyiben az adatok kozott szoros korrelécid volt, a szoftveres

eljaras helyettesithette a radioldgus altali elbiralast a IdCT és hdCT regisztraciok esetében.
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Korébbi tanulmanyok soran azt talaltak, hogy a regisztraciés hibak megbizhatd jelentéséhez
a tavolsag alapu hibakat kell elemezni (Rohlfing, 2012). A D egy tavolsag alapu jellemzése a
regisztralt képparok pontjainak, igy egy vele korrelal6 paraméter is hasonlo jellemzést ad. A D
kiszamitasa nagyon munkaigényes, igy a szoftveres eljaras egyszeriibb lehet, de
minéségbiztositasban ez alatt marad. A szoftveres eljaras létrehozasahoz olyan paraméterek
kivalasztdsa képezte a mddszer alapjat, melyek a képek voxeleinek intenzitdsadatainak
hasonlosagat (minél nagyobb, annal jobb) és kiilonb6zdségét (minél kisebb, annal jobb) irjak
le. Ezek voltak a Pearson korrelacios egyutthatd, a kélcsonds informéacié (Ml), normalizalt
kdlcsonds informécio (NMI), Kullback—Leibler divergencia, L1 normét és L2 norm négyzet.
Azonban csak egyetlen esetben volt szoros a korrelacio, ami arra utal, hogy a (nem)egyezdségi
paraméterek eltérden értelmezik a hasonldsag és kiilonbozoség fogalmat.

A kategorizalas elvégezhetd konfidencia intervallumok segitsegével is. Azok a
regisztraciok, melyek MI értéke az ,,a” vagy ,,b” konfidencia intervallumba esnek, elfogadhato
vagy nem elfogadhatoként értékelédnek. Amennyiben az értékek a ,,b” intervallumba esnek,
azt jelentik, hogy a regisztraci6 nem megfeleld és szigoribb feltételek mellett kell Gjra
elvégezni. A madszer hatranya és jelentds limitacioja, hogy barmilyen képalkoté berendezés,
szegmentacid vagy regisztracios protokoll valtozas esetén Ujra kell szamitani a konfidencia
intervallumokat. Ezen modszer megfeleld koriilmények kdzott megbizhatd és reprodukalhatod

keretet biztosit a regisztracio mindségének objektiv értékelésére.

Kutatasunk eredményeképpen az Uj onkogén Utvonal feltarasa és a funkcionalis virtualis
bronchoszkopos modszer fejlesztése egyarant hozzajarulhat a tiidérak diagnosztikus és terapias
tarhazanak bovitéséhez, segitve kiizdelmiinket egy emberek millidinak életét koveteld betegség

ellen.
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10.

Uj megéllapitasok

A PPM1B/MYPT1/PRMT5/hiszton szignalutvonal egyes elemeinek vizsgalataval
megallapitottuk, a poszttranszlaciés modositasok egyensulyanak felborulasa hozzajarul
a tiid6 adeno- és lapham carcinoma kialakulasahoz és progressziojahoz.

Kimutattuk, hogy a PPMIB expresszio szignifikdnsan csokkent mind a tiido
adenocarcionma, mind a lapham carcinoma eseten.

Megallapitottuk, hogy a MPYT1 relativ expresszidja emelkedett tumoros mintakban.
Ezzel 0Osszhangban a MYPT1 Thr8% gatlé oldallancanak foszforilacidjat is
emelkedettnek talaltuk a tiidérakos szovetmintakban.

A jelatviteli Gtvonal kdvetkez6 elemének, a PRMTS5-nek a relativ expresszidja mindkét
vizsgalt szovettani tipust tiidérakban szignifikdnsan emelkedett volt.

Ezzel parhuzamosan az aktivald6 PRMT5 pT80 foszforilacio aranyat is szignifikdnsan
magasabbnak mértiik mindkét tiidérdk szovettani altipusaban, ami a PRMTS
aktivitdsanak fokozodasat jelzi a daganatos szovetekben.

Kimutattuk, hogy a PRMT5 ismert szubsztratjai a hiszton fehérjék (H2A és H4)
szimmetrikus dimetilacidja szignifikansan emelkedett volt a tiidé adeno- és lapham
daganatos mintakban, mely a génatiras repressziojara utal.

A jelatviteli dtvonal eltéréseinek génrepressziot okozo hatasat a jol ismert
tumorszupresszor, a retinoblasztoma fehérje vizsgalataval igazoltuk, melynek
expresszidja csokkentnek bizonyult a tumoros mintakban.

Az altalunk vizsgalt poszttranszlacios modositasok dsszevont tulélési elemzése alapjan
azon betegek tulélése volt kedvezdbb, akik daganataban ezen modositasok alacsonyabb
szinten voltak jelen.

Az Uj, funkcionalis virtualis bronchoszkopos maddszer automatizalt, magas felbontasu
CT-képek PET-felvételekkel torténd fuzidjan alapul, amely 1ényegesen jobb anatomiai
tajékozodast tesz lehetévé. A modszer eltérd paraméterekkel, valamint kiilonb6zo

intézményekben készilt CT-vizsgalatok felhasznalasara is alkalmas.
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Osszefoglalas

Osszefoglalva, munkank soran a tiidérak komplex megkozelitése volt a célunk az onkogén
jelatviteli mechanizmusok és innovativ képalkoté eljarasok egyuttes vizsgélataval a személyre
szabott diagnosztika szolgalatdban. Tanulméanyunk sordn megmutattuk, hogy a
PPM1B/MP/PRMT5/hiszton onkogén jelatviteli utvonal szerepet jatszik a tiidorak
kialakulasédban és progressziojaban. Ennek az Gtvonalnak a szabalyozasi zavara, melyet a
PPM1B expressziojanak csokkenése, a MYPT1 megnovekedett expresszioja ellenére
bekovetkezd funkcionalis inaktivalddasa, a fokozott PRMTS5-aktivitas, valamint a hiszton H2A
metilacidjanak novekedése jellemez, Uj aspektusat tarja fol a tlidédaganat kialakulasaban
szerepet jatszé molekularis mechanizmusainak. Az ADC és SCC altipusok kozétt megfigyelt
kiilonbségek ramutatnak a tiidorak molekularis heterogenitasara, €s reményeink szerint
eredményeink a jovOben hozzajarulhatnak majd ahhoz, hogy a tiidérak terdpids palettdja €s
terapias lehetdségei boviilhessenek.

A molekularis mechanizmusok és lehetséges diagnosztikai lehet6ségek mellett a képalkotod
lehetOségeket is vizsgaltuk. A tiidoérak kivizsgaldsa soran a betegeknél sok esetben torténik
kontrasztos mellkas CT és PET-CT vizsgalat is. A PET-CT soran altalaban IdCT torténik a
sugardozis csokkentése miatt. Egyetemiinkon fejlesztett automatikus funkcionalis virtualis
bronchoszkopia, mely egyesiti a PET-, mind hdCT eldnyeit, és retrospektiv felvételeket
hasznal, ezzel elkerllve a tovabbi sugarterhelést. A funkcionalis informaciok segithetik a

mintavétel sikerességét, az erek abrazolasa a szovodmények kockazatat csokkentheti.
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Summary

In summary, our work aimed to approach lung cancer in a comprehensive manner by
examing a new oncogenic signalig pathway and an innovative imaging technic in the service of
personalized diagnostics. In our study, we demonstrated that the PPM1B/MP/PRMT5/histone
signaling pathway plays a role in the development and progression of lung cancer.

Disregulation of this pathway (the reduced expression of PPM1B, functional inactivation of
MYPT1 despite its elevated expression, elevated PRMTS5 activity, and increased methylation
of histone H2A) reveals new mechanism of lung cancer developement. The differences between
the adenocarcinoma (ADC) and squamous cell carcinoma (SCC) subtypes further highlight the
molecular heterogeneity of lung cancer, and we hope that our results may, in the future,
contribute to lung cancer treatment.

In addition to molecular mechanisms and potential diagnostic approaches, we also explored
imaging possibilities. During the diagnostic porcess of lung cancer patients usually ungergo
contrast enhanced CT and PET-CT examination. The automated functional virtual
bronchoscopy developed at our university combines the advantages of both PET and high-
resolution CT while using retrospective scans, thereby avoiding additional radiation exposure.
Using of functional information may enhance the success rate of tissue sampling, while vascular

visualization could help to reduce the risk of complications.
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