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1. Roviditések jegyzéke

ADC
AIC
ALK
BTLA
CAR
Cl
CISH
COPD
CPS
CT
CTLA-4
DDR?2
EGFR
EML4
ERK
FDA
FGFR1
FISH
FFPE
GAL9
HE
HER?2
HR
HVEM
IGFR
IHC

JAK
KIR
KRAS
LAG3

Adenocarcinoma

Akaike information criterion

Anaplasztikus lymphoma kinaz

B és T lymphocyta csillapito

Kiméra antigén receptor

Konfidencia intervallum

Kromogénes in situ hibridizécid

Kronikus obstruktiv tiidobetegség

Kombinalt pozitiv score

Komputertomografia

Citotoxicus T-lymphocyta-asszocialt antigén-4
Discoidin domén receptor tirozin kinaz 2
Epidermalis novekedési faktor receptor
Echinoderm mikrotubulus-asszocialt fehérje 4
Extracelluléris szignal-regulalt kinaz

Food and Drug Administration

Fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 1
Fluoreszcens in situ hibridizaciod
Formalin-fixalt, paraffinba agyazott

Galectin 9

Hematoxilin-eozin

Human epidermalis novekedési faktor receptor 2
Hazard ratio

Herpesvirus entry mediator

Inzulin-szer(i ndvekedési faktor receptor
Immunhisztokémia

Immunsejt

Janus kinaz

Kozponti idegrendszer

Kirsten patkany sarcoma virus onkogén homolog

Lymphocyta aktivalo gén-3
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MAPK Mitogén altal aktivalt protein kinaz
MEK MAP kinaz kinaz

MGY Mononuklearis gytri

MHC F6 hisztokompatibilitasi komplex
MK Monoklonalis

MR Magneses rezonancia

MSI Mikroszatellita instabilitas

mTOR Mammalian target of rapamycin

N Esetszam

NK sejt Természetes 616 sejt

NSCLC Nem-kissejtes tiiddcarcinoma
OKITI Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézet
OKTPI Orszagos Koranyi Tbe és Pulmonoldgia Intézet
0S Teljes talélés

PCR Polimeréz lancreakcid

PD-1 Programozott sejthalél receptor-1
PD-L1 Programozott sejthalal ligand-1
PD-L2 Programozott sejthalal ligand-2
PET Pozitron emisszids tomografia

PFS Progresszié mentes tulélés

PI3K Foszfatidilinozitol-3-kinaz

PK Poliklonalis

PTEN Foszfataz és tenzin homolog

ROS1 Receptor tirozin kindz 1

SCLC Kissejtes tiidécarcinoma

SD Standard devidcio

SRS Sztereotaxias sugarsebészet

STAT Jelatalakito és transzkripcids aktivator
TAM Tumor asszocialt macrophag

TCR T-sejt receptor

TIL Tumor infiltralé lymphocyta
TIM-3 T-sejt immunglobulin mucin-3
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TMA Szoveti multiblokk

TMB Teljes mutacios terhelés

TNM Tumor, nyirokcsomo6, metasztazis

TPS Tumor proportion score

TRA T-sejt receptor alfa lokusz

TRB T-sejt receptor béta lokusz

TRD T-sejt receptor delta lokusz

TRG T-sejt receptor gamma lokusz

TS Tumorsejt

TTBM Agyi attét kialakulésaig eltelt id6

TTF1 Pajzsmirigy transzkripcios faktor-1
TUKEB Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
VEGF Vaszkularis endothelialis novekedési faktor
WBRT Teljes agyi besugarzas

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet
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2. Bevezetés (irodalmi hattér)

Ismert tény, hogy a sziv- és érrendszeri betegségek utan, a daganatos betegségek okozzak
a legtobb haldlozast. Magyarorszagon, csakigy, mint a vildgon altalaban, a daganatos
betegségek kozott a tiidddaganatok a leggyakoribbak, mind az 0j esetek megjelenését,
mind a halalozast tekintve [1] (1. tablazat).

2.1. Tiid6 daganatok
A tiid6 daganatai lehetnek jo- és rosszindulatiiak, hasonléan mas szervek daganataihoz.
A leggyakoribb joindulatt tiidddaganat a hamartoma, mig a leggyakoribb rosszindulata
daganat a carcinoma. Utobbi a tiidében kialakul6 6sszes daganat-tipus 95%-at teszi ki [2].
A tiidécarcinomékat szdvettani altipusokba sorolhatjuk a tumorszovetet felépitd
sejtek morfologiai sajatossagai alapjan. A 2015-6s WHO osztalyozas megjelenéséig két
f6 csoportba soroltuk a tiid6 daganatait: (i) kissejtes (SCLC) és (ii) nem-Kissejtes
(NSCLC) tiid6carcinomak. Utdobbi altipusai az adenocarcinoma (ADC), a lapham
carcinoma és a nagysejtes neuroendokrin carcinoma voltak (1. abra). A 2015-6s WHO
altal javasolt besorolas a 2. tablazatban lathat6. Egy adott tumoron beliil eléfordulhat,
hogy nagy aranyban eltéré megjelenésii sejtfészkek azonosithatok, melyek igy kombinalt

szovettani besorolast kapnak [2, 3].

10
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1. tablazat. Az elhunytak szama ¢€s aranya halaloki csoportok szerint Magyarorszagon
a Kozponti Statisztikai Hivatal adatai alapjan [1]

,F e¥t§26. Keringési | Légzo- | Emészto- Morl?ldltés .
Ev | €lGsdi Daganat | rendszer | rendszer | rendszer s Egyeb Osszesen
okozta betegségei | betegségei [ betegségei n}ortahtas' haldlok
betegség kiils6 okai
1960 4509| 17390 45 249 10 402 3551 6002 | 14 422 | 101525
1970 2771 22639 64 273 5843 4 553 9499| 10619 | 120197
1980 1523| 27937 76 901 10 031 7038 12284 | 9641| 145355
1990 963 | 31221 76 240 6 644 9015 13275| 8302| 145660
2000 659 | 33679 68 873 5168 10 047 9541 | 7634| 135601
2001 611| 33757 67 423 4334 9548 9455| 7055| 132183
2002 576 | 33537 67 826 4701 9189 9513| 7491| 132833
2003 499 | 34062 69 050 5439 9 445 9435| 7893| 135823
2004 490 | 34056 67 165 5215 9144 9097| 7325| 132492
2005 501| 32057 70938 6 502 8 504 7990| 9240| 135732
2006 435| 32396 66 561 6 287 8 638 7595| 9691| 131603
2007 480 | 32747 66 547 6771 8 814 7438| 10141 | 132938
2008 420| 32776 64 749 6 231 8 468 7361| 10022 | 130027
2009 493 | 33174 64 921 6 466 8 217 7178 9965| 130414
2010 521| 33076 65 819 6 254 7739 7073| 9974| 130456
2011 616 | 33274 64 250 6 594 7 306 6719| 10036 | 128 795
2012 928 | 33790 64 178 6790 6819 6519 | 10416| 129 440
2013 904 | 33274 62 979 7009 6 390 6124| 10098 | 126 778
Szazalékos megoszlas

1960 4.4 17,1 44,6 10,2 3,5 59 14,2 100
1970 2,3 18,8 53,5 4,9 3,8 7,9 8,8 100
1980 1,0 19,2 52,9 6,9 4.8 8,5 6,6 100
1990 0,7 21,4 52,3 4,6 6,2 9,1 5,7 100
2000 0,5 24,8 50,8 3,8 7,4 7,0 5,6 100
2001 0,5 25,5 51,0 3,3 7,2 7,2 5,3 100
2002 0,4 25,2 51,1 3,5 6,9 7,2 5,6 100
2003 0,4 25,1 50,8 4,0 7,0 6,9 5,8 100
2004 0,4 25,7 50,7 3,9 6,9 6,9 55 100
2005 0,4 23,6 52,3 4,8 6,3 59 6,8 100
2006 0,3 24,6 50,6 4,8 6,6 5,8 74 100
2007 0,4 24,6 50,1 51 6,6 5,6 7,6 100
2008 0,3 25,2 49,8 4.8 6,5 57 7,7 100
2009 0,4 25,4 49,8 5,0 6,3 55 7,6 100
2010 0,4 25,4 50,5 4.8 59 54 7,6 100
2011 0,5 25,8 49,9 51 57 5.2 7,8 100
2012 0,7 26,1 49,6 52 53 5,0 8,0 100
2013 0,7 26,2 49,7 55 5,0 4.8 8 100

11
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Kissejtes tiiddcarcinoma Adenocarcinoma

1. abra. A tiidodaganatok leggyakoribb szovettani alcsoportjait bemutato szovettani
abrak.

HE, 400X nagyitas, méretarany 50pm.

2. tablazat. A malignus epithelidlis tid6daganatok szdvettani besoroldsanak kivonata
a 2015-6s WHO alapjan [3]

Adenocarcinoma Neuroendocrin tumorok
lepidikus Kissejtes carcinoma
acinaris Nagysejtes neuroendocrin carcinoma
papillaris Carcinoid tumor
micropapillaris Kevert tumorok
szolid Adenosguamosus carcinoma
invaziv mucin6zus Pleomorph carcinoma
Lapham carcinoma Kombinalt kissejtes carcinoma
elszarusodo Egyéb ritka morfologiai variansok
el nem szarusodd Sarcomatoid carcinoma
basaloid Orsoésejtes carcinoma
Nagysejtes carcinoma Oriassejtes carcinoma

12
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2.1.1. Epidemioldgia

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2016-ban 221.200 uj tiidécarcinomas esetet és
158040 tiidocarcinoma okozta haldlozast regisztraltak. Mig férfiaknal csokkenés
figyelhetd meg az 0j esetek szamaban, addig a ndknél magasabb szamu haladlozas
mutatkozik, mint korabban. Ezt a jelenséget arra vezetik vissza, hogy az elmult 50 évben
terjedt el a dohanyzas a nék korében. A tiidédaganatok megjelenése az 50-60 évesek
kozott a leggyakoribb. Az esetek negyedében nyirokcsomo attét, tobb mint felében pedig
mar tavoli attét is megfigyelhet6 a diagnézis idépontjaban [2]. A kissejtes tiidodaganatok
kifejezetten malignus tumorok, dontéen centralisan helyezkednek el és a malignus
tidétumorok 15%-at teszik ki. A fennmaradd 85% nem-kissejtes tiidécarcinoma. A
rosszindulati tiidétumorok tobb, mint harmada dont6en a tiidé periférias teriiletein
kialakul6 ADC, melynek incidencidja az elmult évtizedekben jelentds ndvekedést mutat
[2, 4]. Erdekesség, hogy a nemdohanyz6 nék korében, valamint a 45 évesnél fiatalabb
populacidban a tiiddé ADC a leggyakoribb primer rosszindulati daganat [2]. A
tiidédaganatos betegek 5 éves tilélése 2010 koriil 15,6%-ra volt tehet6 [4]. Ez a szam az
egyre fejlettebb diagnosztikai lehetéségek és az elmult években elért jelentds terapias

fejlesztések ellenére is 20% alatt marad [4, 5].

2.1.2. Etioldgia és patogenezis

2.1.2.1. Dohanyzas

A tiidédaganatok kialakulasaban az egyik legjelentdsebb tényezé a dohanyzas [4]. A
cigarettafiistnek tobb mint 4000 kémiai Gsszetevéje van, melyek 95%-a gaznemi. A
dohanyfiistben legalabb 50 karcinogén anyag van [6, 7]. A policiklusos aromas
szénhidrogének, aromas aminok, N-nitrozaminok és mas szerves ¢és szervetlen
vegyiiletek, példaul benzol, vinil-klorid, arzén és krom mellett radioaktiv anyagok, mint
példaul a radon és annak bomlastermékei, a bizmut és polonium is megtalalhatok [8].

A tiidédaganatok 90%-a aktiv dohanyos vagy korabban dohanyzé emberekben alakul
ki [2]. A férfiak 23%-a, mig a n6k 18%-a dohanyzik. A dohanyzas a férfiak és a ndk
¢életkor-specifikus halalozasi aranyat egyarant noveli. A cigarettafiist hatasanak nagysaga
messze feliilmulja a tiidédaganathoz vezetd Gsszes egyéb tényezd, igy a foglalkozasi
artalmak szerepét is [4]. A tiidédaganat kialakulasanak kockazata a naponta elszivott

cigaretta mennyiségével és a dohanyzas idGtartamaval Osszefiiggésben linearisan
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novekszik. Massziv dohanyosok (két csomag cigaretta/nap 20 éven keresztiil) esetén akar
60-szoros is lehet a tidodaganat kialakulasanak kockazata a nemdohanyzé populaciohoz
képest, azonban csak mintegy 11%-ban alakul ki tiidédaganat massziv dohanyzas esetén
[2, 9]. Valoszinii, hogy a rakkelt6 anyagok mutagén hatasat az orokletes (genetikai)
tényezok is befolyasoljak. Példaul a citokrom P-450 géneket érinté polimorfizmus esetén
megnovekedhet a dohanyfiistben 1év6 prokarcinogének aktivald hatasa, ezaltal nagyobb
a tidoécarcinoma kialakulasanak kockazata [2]. Bar a dohanyzas abbahagyasa csokkenti
a tidédaganat kialakulasanak kockazatat, azonban az alapszintre nem fog lecsékkenni, és
a tidodaganat kialakulasaban szerepet jatszO genetikai valtozasok sokaig
fennmaradhatnak a korabbi dohanyosok horgé epitheliumaban. A passziv dohanyzas bar
csak csekély mértékben, de szintén noveli a tidédaganat kialakulasanak kockazatat [2].
A tiidédaganatok haldlozasi adatait a soha nem dohanyzoknal kiilon vizsgalva leirtak,
hogy a tiid6carcinoma csak a hetedik leggyakoribb daganatos halaloki tényez6 lenne [10].

A tiidédaganat kialakulasanak kockazat novelése mellett a dohanyzas vitathatatlanul
szerepet jatszik a kronikus bronchitis és a szivkoszoraér betegségek patogenezisében [4].

Becslések szerint a dohanyzas megsziintetésével az 6sszes daganatos halalozas 20%-

a megeldzhetd lenne [11].

2.1.2.2. Egyéb karcinogének
A tiidédaganatok esetén foglalkozési expozicioval Osszefiiggd rakkeltd hatdsa van az
azbesztnek, arzénnek, kromnak, nikkelnek, vinil-kloridnak, berilliumnak, kadmiumnak,
klor-metil-étereknek, radonnak és szilicium-dioxidnak [2, 12]. Ezen anyagok
onmagukban is rakkeltdek, melyek hatasait a dohanyzas feler6siti. Példaul
nemdohanyzokban az azbeszt 5-szorésére noveli a tiidédaganat kialakulasanak
kockézatat, mig massziv dohdnyosoknal a kockdzat kortilbeliil 55-szorosére emelkedik
[2].

A kiltéri levegdszennyezés szintén novelheti a tiidédaganat kialakulasanak
kockézatat, példaul a fosszilis tlizeldanyagok égéstermékében megtalalhatd potencialis

rakkelto osszetevok altal [4].
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2.1.2.3. Nem

Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy a nemdohanyzé ndk kozott gyakoribb a
tiidédaganatok kialakulasa, mint a nemdohanyz6 férfiak korében [13, 14]. Ennek oka nem
pontosan tisztazott, azonban feltételezheté a ndék dohanyzassal nem Osszefliggd
kornyezeti karcinogénekkel szembeni fokozott fogékonysaga, valamint az ezen rakkelto

anyagok metabolizmusaban fennallé6 nemi kiilonbségek megléte [4].

2.1.2.4. Eletkor

Habar a dohanyzas gyakorisaga alacsonyabb a 65 évnél id6sebb populacioban (9,3%),
mind a 18-24 éves (21,4%), a 25-44 éves (23,7%) és a 45-64 éves (22,6%) populacidhoz
viszonyitva [15], a tiidétumoros betegek tobb mint 65%-a 65 évnél idésebb [16]. A
tiid6étumoros betegek 31,1%-a 65 és 74 év, 29%-a 75 és 84 év kozotti, 8,3%-a pedig 85
évnél idGsebb [16]. Az elmult évtizedben a tiidécarcinoma incidenciaja és mortalitasa is

csokkent az 50 évesnél fiatalabbak korében, de nétt a 70 évesnél idésebbek korében [17].

2.1.2.5. Egyéb tiidobetegségek
Néhany nem malignus tiidobetegséggel 0sszefliggésben is megfigyelhetd a tiidédaganat
gyakoribb kialakulasa, igy példaul kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD) esetén,

melyet donten a kronikus gyulladasra és 1éguti elzarodasra vezetnek vissza [18-20].

2.1.2.6. Genetikai tényezék
A tiidédaganatok patogenezisében, bizonyos tipusainak kialakulasaban és a biologiai
terapiakra adott egyéni valaszreakcioban genetikai tényezok is szerepet jatszanak (2. és
3. abra) [4].

Spitz és mtsai kimutattak, hogy a csaladi anamnézisben szereplé tiidédaganat noveli
a tidécarcinoma kockazatat a soha nem dohanyzo, a korabban dohanyzoé és a dohanyzo
populaciokban egyarant [21, 22]. Cassidy és mtsai a csaladi anamnézisben 60 évnél
fiatalabb korban kialakul6 tiidédaganat kockazatnoveld szerepét igazoltak [23].

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) egy receptor tirozin kinaz,
melynek génje a 7-es kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. A recptor — ligand
kapcsolodast kovetéen a citoplazmatikus oldalon 1étrejove foszforilacid révén

bekovetkezd aktivalodas szamos intracelluldris jelutat aktival, melyek sejtproliferaciohoz
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¢és apoptozis gatlashoz vezetnek. Az EGFR fokozott expresszidja — melynek hatterében
gyakran mutacio all - a kiértékelési modszertl fiiggéen az NSCLC-s, dontéen
adenocarcinomds esetek 10-80%-aban kimutathat6, amely kedvezdtlen prognodzissal
tarsul. A leggyakoribb mutaciok az EGFR kinazt kodolo szakasz 18-21-es exonjai kozott
jelennek meg, és gyakoriak a nemdohanyzo tiidé adenocarcinomas nék kozott [24, 25].

Az anaplasztikus lymphoma kinaz (ALK) szintén egy receptor tirozin kinaz, melynek
génje a 2-es kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. A gén flzidja a hasonlo
kromoszomalis lokalizacioja echinoderm mikrotubulus-asszocialt fehérje 4-et kodolod
(EML4) génnel kimutathaté6 az NSCLC-s, dontéen adenocarcinomas esetek 4-7%-aban
¢és gyakori fiatal nemdohanyzé tiidédaganatos betegek korében. A fizid kovetkeztében
egy konstitutivan aktiv fehérje jon létre [25].

A Kirsten patkany sarcoma virus onkogén homolog (KRAS) egy onkogén, amely a
12-es kromoszoma hosszu karjan helyezkedik el és egy GTP-az aktivitasu fehérjét kodol,
amely szamos sejtfunkciod szabalyozasaban részt vesz [25]. Az aktivalo mutacio a 2-es és
3-as exon 12-es, 13-as vagy 61-es kodonjat érintheti [26]. A tiid6 adenocarcinomas
betegek 25-35%-aban mutathato ki ennek a génnek a mutacioja és gyakrabban fordul el
dohanyz¢ betegeknél. A KRAS mutacio jelenléte kedvezdtlen kimenetellel tarsul €s mind
a kemoterapia, mind az EGFR gatl6 kezelés hatasossagara nézve negativ prediktor [25].

Kimutattak, hogy az EGFR, a KRAS ¢s az ALK genetikai eltérései egymast kizard
események [25].

Az NSCLC-s esetek 1-2%-aban, leggyakrabban fiatal nemdohanyzo tid6
adenocarcinomaban szenvedd ndk korében mutathatd ki a receptor tirozin kinaz 1
gén a 6-os kromoszoma hosszl karjan talalhatd és szdmos fuzids partnere ismert és
atrendezddése kolcsondsen kizarja mas onkogén mutaciok, igy az EGFR, KRAS és ALK
mutacio el6fordulasat [25].

A 17-es kromoszoman talalhaté human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
(HER2) gén az EGFR-hez hasonlo jelatviteli itvonalak szabalyozasaban jatszik szerepet.
A HER2 fokozott expresszigja az NSCLC-s esetek 7-35%-aban fordul el6, ami
kifejezetten kedvezOtlen prognozissal tarsul és szinte mindig kizarja a fenti gének

érintettségét [25].
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Nem-kissejtes tiidocarcinoma
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Lapham carcinoma Adenocarcinoma
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2. abra. A tiidédaganatokban eléfordulé muticiok osszefoglalé abraja szovettani
alcsoportok szerint. Chan és mtsai (2015) munkdja nyomadn [27]

ALK: Anaplasztikus lymphoma kinaz; DDR2: Discoidin domén receptor tirozin kinaz 2;
EGFR: Epidermalis ndvekedési faktor receptor; FGFR1: Fibroblaszt novekedési faktor
receptor 1; HER2: Humdn epidermalis novekedési faktor receptor 2; KRAS: Kirsten
patkdny szarkoéma virus onkogén homolog; PI3K: Foszfatidilinozitol-3-kindz; PTEN:

Foszfataz és tenzin homolog; ROS1: Receptor tirozin kinaz 1
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3. abra. A molekularis utvonalak és a potencialis terapias célpontok attekintése nem-
Kkissejtes tiiddcarcinomaban. Chan és mtsai (2015) munkdja nyoman [27]

DDR2: Discoidin domén receptor tirozin kinaz 2; EGFR: Epidermalis novekedési faktor
receptor; EML4-ALK: Echinoderm microtubulus-asszocialt fehérje 4 és anaplasztikus
lymphoma kinaz fuzio; ERK: Extracellularis szignal-regulalt kinaz; FGFR: Fibroblaszt
novekedési faktor receptor; IGFR: Inzulin-szerii novekedési faktor receptor; JAK: Janus
kin4dz; KRAS: Kirsten patkdny szarkoma virus onkogén homolog; MEK: MAP kinaz
kinaz; mTOR: Mammalian target of rapamycin; PI3K: Foszfatidilinozitol-3-kinaz;
PTEN: Foszfatdz és tenzin homolog; ROS: Receptor tirozin kindz; STAT: Jelatalakito és

transzkripcids aktivator

2.1.3. Klinikai vonatkozasok és diagnosztika
A tiidédaganatok tobbsége mar elérehaladott, rezekalhatatlan allapotban keriil
diagnozisra. Hajlamosak a mediastinalis, a nyaki és a clavicularis régié nyirokcsomoiba

metasztatizalni és elébb-utobb tavoli attétet is képeznek. Mig a kronikus kohogés és
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kopetiirités inkabb egy lokalisan koriilirt folyamatra utal, addig a rekedtség, a mellkasi
fajdalom, a vena cava superior szindroma, a perikardialis vagy a pleuralis effizio, a
pneumonitis kialakulasakor mar lokalisan Kkiterjedt, a kornyezd szoveteket érintd
betegségre és rosszabb progndzisra szamithatunk. Gyakori, hogy nem a primer daganat,
hanem a tavoli attét(ek) okozta tiinet(ek) miatt fordul a beteg orvoshoz. Ekkor az
elhelyezkedéstdl fiiggéen példaul kialakulhatnak mentélis vagy neurologiai tlinetek,
majmegnagyobbodas vagy csontfajdalom. El6fordulhat az esetek kevesebb, mint 10%-
aban, ¢és foleg kissejtes tiidodaganatok esetén, hogy a tumorsejtek bioaktiv anyagokat
termelnek, melynek kovetkeztében kiillonbozé tiinetegyiittesek, ugynevezett
paraneoplazias szindromak johetnek 1étre. Ilyen tiinetegyiittes lehet példaul a Cushing-
szindroma, a hiperkalcémia, az anti-diuretikus hormon nem megfelelé szekrécidja,
kiilonb6z6 neuromuszkuldris szindromak és a koagulacios rendellenességek. A szovettani
altipus alapjan az NSCLC csoportba tartoz6 ADC ¢és lapham carcinoma kedvezdbb
kimenetellel tarsul, mint az SCLC. A tiidédaganatok esetében is a nemzetkozileg
elfogadott TNM (tumor, nyirokcsomo, metasztazis) beosztas alkalmazand6 a betegség

stadiumanak meghatarozasara (3. tablazat) [2, 3, 28].

2.1.3.1. Klinikai vizsgalé médszerek

Tiinetekkel jelentkezd betegek esetén a fizikalis és laborvizsgalat utan az elsé képalkoto
vizsgaldmod a mellkasrontgen. Amennyiben negativ az eredmény, de fennall a malignitas
gyanuja, kontrasztanyagos komputertomografia (CT), esetleg pozitron emisszios
tomografia (PET) sziikséges. Invaziv diagnosztikai modszer, amely egyben mintavételi
lehetdséget is jelent az esetek egy részében, a bronchoscopia €s a mediastinoscopia. A
tiidédaganatok diagnosztikaja magéaban foglalja a szovettani diagnozist, a stadium
meghatarozast és a beteg funkcionalis kapacitasanak meghatarozasat, mely vizsgalatok
egyidejli elvégzése fontos [28, 29]. A klinikai stadium meghatarozas a képalkotd és
invaziv vizsgalatok eredményein alapulnak. Idds, rosszul taplalt vagy tobbszoros
komorbiditasban szenvedd betegek esetén kérdéses a tiid6 miitéti rezekcidja. A személyre
szabott terdpia része az is, hogy felmérik a beteg altalanos fizikai allapotat. A tiid6
rezekciora alkalmas betegeknél funkcionalis vizsgélatokat végeznek, illetve az agyi
magneses rezonancia (MR) vizsgalat is a mitét elotti kotelezd vizsgalatok kozé tartozik,

kivéve az IA stadiumu NSCLC-t [28].
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3. tablazat. A tiid6daganatok diagnosztikdja soran alkalmazandé TNM
klasszifikacié a 2015-6s WHO alapjan [3]

Tumor
TX daganat nem azonosithatd
TO nincs daganat
T1 a daganat a tiid6re korlatozodik
Tla adaganat <1 cm
Tlb a daganat 1 - 2 cm nagysagu
Tlc a daganat 2 - 3 cm nagysagu
T2 a daganat 3 - 5 cm nagysagu / eléri a f6horg6t / eléri a
visceralis pleurat / tidékollapszust okoz
T2a a daganat 3 - 4 cm nagysagu
T2b a daganat 4 - 5 cm nagysagu
T3 a daganat 5 - 7 cm nagysagu / tobb tiidélebeny érintett / a
kdrnyez0 szovetekre terjed
Nyirokcsomo
NX nyirokcsomoé nem azonosithato
NO a nyirokcsomdban nincs daganatszovet
N1 daganat a tumor koriili vagy a hilusi nyirokcsomd(k)ban
N2 daganat a mediastinalis nyirokcsomd(k)ban
N3 daganat az ellentétes mellkasfél, a nyaki vagy a tiidécsucsi
nyirokcsomod(k)ban
Metasztazis
MO nincs kimutathato tavoli attét
M1 kimutathat6 tavoli attét
M1a mindkét oldali tiidd érintett / sziv koriili érintettség /
tumorsejtek a pericardialis és pleuralis folyadékban
M1b melliiregen kiviili attét, 1 régioban
Milc melliiregen kiviili attét, tobb régidban

M: metasztazis; N: nyirokcsomo; T: tumor; TNM: tumor-nyirokcsomo-

metasztazis

2.1.3.2. Patologiai vizsgalo modszerek

A tiidédaganatok szovettani megjelenésiik alapjan Kissejtes vagy nem-Kissejtes
morfologiat mutathatnak. A nem-Kissejtes daganatok az 1-es tablazatban lathato
besorolas alapjan tovabb osztalyozhatok. Az NSCLC lehet rosszul differencialt, mely
esetben csak immunhisztokémiai (IHC) és molekularis vizsgalatok segitségével torténhet

meg a pontos diagndzis meghatarozasa. Ez problémat jelenthet a biopszias mintavételkor,
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amikor csak kis mennyiségli szovet all rendelkezésre. Az optimalis kezelés
megvalasztasahoz elengedhetetlen a tumor teljes fenotipusanak ¢és genotipusanak

ismerete [28].

2.1.3.3. Szovettani vizsgalatok

A rutin patologiai eljaras a hematoxilin-eozin (HE) festett metszeteken a daganatok
morfoldgiai megjelenésének vizsgalataval kezdddik. Ahol a morfologia alapjan nem
egyértelmi, IHC vizsgalatokkkal tovabb pontosithatd a daganat tipusa. A tlidodaganatok
differencial diagnézisat segitheti a pajzsmirigy transzkripcios faktor-1 (TTF-1), napszin,
mucin, p40, p63, chromogranin-A, synaptophysin, valamint a citokeratin 5/6, 7 és 20
antigének kimutatasa [30, 31]. Fontos tudni azonban, hogy ezek az immunhisztokémiai
eljarasok sem jelentenek 100%-os specificitast és szenzitivitast [32]. Nagy esetszamon
elvégzett tanulmanyok igazoltak, hogy a terapias szempontbol fontos biomarkert vizsgalod
PD-L1 reakcio kivitelezhetd és megbizhatdan kiértékelhetd kisméretli biopszids mintan

és mutéti rezekatumon egyarant [33].

2.1.3.4. Molekularis vizsgalatok

Az EGFR statusz vizsgalatahoz alkalmazhatunk immunhisztokémiat a fehérje expresszid
kimutatasara, fluoreszcens in situ hibridizaciét (FISH) vagy kromogénes in situ
hibridizaciét (CISH) a gén képiaszdmanak meghatarozasara, valamint mutaci6 analizist
[24].

generacios szekvenalassal is torténhet [34].

Az ALK fuziés gének kimutatasara IHC, FISH és reverz-transzkripcids polimeraz
lancreakcio (PCR) alkalmas [35]. Az THC és a FISH vizsgalatok eredményei jo
atfedésben vannak, igy a magas specificitdsi €s szenzitivitasi antitestek akar
onmagukban is alkalmazhatoéak az ALK atrendez6dés kimutatasahoz [36, 37]. Azonban
egyes tanulmanyok szerint csak a FISH vizsgalat fogadhatdo el az ALK statusz
megerdsitésének standard modszereként [38]. A legoptimalisabb a két modszer
kombinalasa a megbizhato eredmény eléréséhez [38]. A mai diagnosztikai gyakorlatban

az ALK fazi6 meghatarozasa rutinszerti kovetelmény elérehaladott tiidé ADC esetén [25].
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Mivel a KRAS, az EGFR ¢s az ALK gének molekularis valtozasai kdlcsondsen kizarjak
egymast, igy a KRAS mutacié - amely csak 3 kodont érint - vizsgalata egyfajta
eldsziiroként hasznalhatd a potencialisan EGFR- ¢és ALK-pozitiv esetek kivalasztasara
[34, 39].

A ROS1 gén atrendezédésének vizsgalata IHC, FISH és reverz-transzkripcios PCR
modszerekkel torténhet, azonban ebben nincs még egységesen elfogadott allaspont [40].

A HER2 mutacidkat szekvenalasi modszerekkel vizsgaljak [25].

A 2014-es nemzetkozi ajanlasok alapjan minden tripla-negativ, azaz EGFR, KRAS ¢és
ALK vad tipusu, elérehaladott tiidé ADC esetén vizsgalni kell az egyéb célzott terapias
célpontot jelentd molekularis eltéréseket, mint példaul a ROS1-et [41].

2.1.4. Kezelés

A terapias terv felallitaisa az adott tumor szovettani és molekuldris vizsgalati
eredményeitdl, a betegség stadiumatol és a beteg altalanos allapotatdl fiigg. A dontést egy
pulmonolégus, onkoldgus, sugarterapids, mellkassebész és patologus szakorvosbol allo
multidiszciplinaris csapat (,,onco-team’) hozza meg [28, 29]. A teljes miitéti rezekcio arra
alkalmas altalanos allapotu, I-es vagy ll-es stadiumi NSCLC-s betegek esetén jon szoba.
Amennyiben lehet, minimalisan invaziv médszert alkalmaznak, mint példaul a video-
asszisztalt mellkasi mutét. A I1l-as stadiumt betegek esetén altalaban a kemoterapia és a
sugarterapia az els¢ valasztandd kezelés. A [V-es stddiumt daganatokban a
multidiszciplinaris kezelési lehetdségeket a tumor hisztologidja és a beteg allapota
hatdrozza meg, azonban sok esetben csak palliativ ellatdsra van mod. A korai palliativ
ellatas jelentOsen javitja az életmindséget, csokkenti a depresszio eloforduldsat az
Ujonnan diagnosztizalt NSCLC-ben szenvedd betegeknél, és meghosszabbithatja a

talélést [28].

2.1.4.1. Sugarterapia

A tiidérak sugarterapias technikainak fejlodéséhez kulcsfontossagi volt a képalkotod
vizsgalatok fejlédése, igy példaul a négydimenzids CT és a PET beépitése a sugarterapias
kezelés tervezésébe [42, 43]. A sugarkezelés alkalmazasa a daganatos betegség
stadiumatol és a beteg altalanos allapotatol fiigg. Megkiilonboztetiink kiilsé €s belsd

sugarterapiat. Utobbi a brachyterapia, mely sordn a tiinetek enyhitésére a légutakban 1évd
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daganatok Osszezsugoritasara kis mennyiségli radioaktiv anyagot helyeznek a
tumorszovetbe vagy kozvetlen kornyezetébe. A kiilsé sugarterapidt gyakrabban
alkalmazzak, mely lehet hairomdimenzios konformalis sugarkezelés, intenzitas modulalt
sugarkezelés, sztereotaktikus test sugarkezelés és sztereotaktikus sugarsebészet [44]. A
sztereotaktikus test besugarzast széles korben alkalmazzak NSCLC-s betegek esetén,
mely lehetdvé teszi a nagy dozisu sugdrzas biztonsdgos célba juttatasat. Korai stadiumu
NSCLC-ben ezzel a kezeléssel 90%-os tumor kontroll érheté el [45]. A betegek
progressziomentes ¢és teljes talélése hasonld értékeket mutat sztereotaktikus test
besugarzas alkalmazasakor, mint a mutéti kezelésen atesett betegcsoportban [46]. A
lokéalisan elérehaladott NSCLC és SCLC esetében a kombinalt kemo- és sugarterapia a
standard kezelés [47].

2.1.4.2. Hagyomanyos kemoterapia

Tiid6daganat esetén kemoterapia alkalmazhaté a miitéti kezelés elétt (neoadjuvans), a
mitétet kovetden (adjuvans) és sugarterapidval kombinalva. NSCLC kezelésére a
kovetkez6 szereket alkalmazzak leggyakrabban: cisplatin, carboplatin, paclitaxel,
docetaxel, gemcitabine, vinorelbine, irinotecan, etoposide, vinblastine, pemetrexed. A
leggyakrabban kombinalt kemoterapiat adnak, mely két szerbdl all, egyik tagja altalaban
cisplatin vagy carboplatin [48].

A neoadjuvans kemoterapiat széles korben alkalmazzak tiidécarcinomas betegek
kezelésére. A miitét eldtt alkalmazott szisztémas terdpia elénye, hogy csokkentheti a
tumor méretét, igy kisebb a miitéti megterhelés, illetve jol kovetheté az adott daganat
terdpids valasza az alkalmazott kemoterapiara, ami segitheti a tovabbi terdpias terv
felallitasat. Azonban a neoadjuvans terapia ellen sz6l, hogy igy a miitéti beavatkozas
eltolodik, ami novelheti az attétek kialakulasanak esélyét. Tovabbi problémat jelenthet,
ha a daganat olyan kisméretiivé valik, hogy a m{itét soran nem lehet azonositani, ezzel
megnehezitve a maradvany tumorszovet eltavolitasat, illetve bekovetkezhet a terapia

rezisztens tumorsejtek szelekcioja is, igy a késobbi adjuvans kemoterapia hatastalan lehet
[49].
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2.1.4.3. Célzott terapia

A célzott terapia a daganatokban megjelend genetikai valtozasok és a kovetkezményes
jelatviteli utvonalakban létrej6vo valtozasok felfedezésén alapul. A célzott terapias szerek
jelentdsen hozzdjarultak a tiidédaganatos betegek tulélésének noveléséhez. Az elmult
években Oriasi eréfeszitések torténnek a potencidlisan terapids célpontként szolgdlo
molekularis valtozasok azonositasara [24]. A 4. tablazat a leggyakoribb mutacidkat célzo
szerek adatait foglalja 6ssze.

EGFR mutaci6 esetén 55-78%-os valaszarany ¢€s szignifikdnsan hosszabb progresszio
mentes tulélés (PFS) érhetd el a célzott tirozin kinaz gatld kezeléssel (gefitinib, erlotinib,
afatinib) [50]. Azonban szamos beteg esetén alakul ki rezisztencia ezekkel a szerekkel
szemben és a betegség rovid idon beliil relabal. Ennek hatterében ujabb mutéciok
megjelenése, mint példaul az EGFR kinazt kodolo6 szakasz 20-as exonjanak mutacidja, a
MET onkogén amplifikacidja vagy a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) gén mutacidja
allhat [51].

ALK fuzidval rendelkezd tiidé adenocarcinomas betegek 57-74%-a reagal jol az ALK
gatld crizotinib terapiara. Szignifikdnsan jobb valaszarany és PFS mutathatdo ki a
hagyomanyos kemoterapiakhoz képest [52]. Azonban ezen betegek korében is gyakori a
rezisztencia kialakuldsa egy masodlagos mutacio kovetkeztében [53, 54]. Jelenleg tobb
klinikai tanulmany is vizsgal masodik generacios ALK gatlo szereket [55].

Habar még nem rendelkeziink célzott terapidval KRAS mutans tiidddaganatok esetén,
szamos klinikai tanulmany zajlik annak érdekében, hogy megfeleld terapias szert
talaljanak. Janne és mtsai mind a valaszarany, mind a PFS javulasar6l szamoltak be a
mitogén altal aktivalt protein kinaz (MAPK) gatld selumetinib docetaxel kemoterapiaval
torténé kombinacidja esetén a monoterapiaban adott docetaxel csoporthoz képest [56].
Dingemans és mtsai altal kozolt eredmények 50%-os betegségkontroll ratat igazolnak a
RAS/RAF, ezéltal szintén a MAPK utvonalat gatlo sorafenib alkalmazasakor KRAS
mutans I1I-as vagy IV-es stadiumi NSCLC-s betegeknél [26].

Elérehaladott, ROS1 atrendezddést mutatd NSCLC-s betegek esetén klinikai
tanulmanyokban 80%-os valaszarany volt kimutathato crizotinib kezelést kdvetéen [57,
58].
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HER2 mutaci6 esetén is rendelkeziink célzott terapias lehetdségekkel, mint az afatinib
¢s a trastuzumab, melyek alkalmazasa HER2 muténs tiid6 ADC esetén is hatékony lehet

[25].

4. tablazat. Tiido ADC esetén a leggyakoribb mutacidkat célzo terapias lehetdségek

. , Terapias PFS
Gyobgyszer Célpont Vélaszp (%) (hénap)
Erlotinib EGFR (del 19, 21-es exon pm) 71 14
Gefitinib EGFR (11 féle mutacio) 78 94
Crizotinib EML4-ALK fuzi6 74 10,9
Selumetinib + docetaxel KRAS 37 5,3
Sorafenib KRAS (12/13/61-es kodon) 10,5 2,3

ADC: adenocarcinoma; del: delécio; EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor;
EML4-ALK: echinoderm microtubulus-asszocialt fehérje 4 ¢és anaplasztikus
lymphoma kinaz; KRAS: Kirsten patkdny szarkoéma virus onkogén homolog; PFS:
progresszid mentes tulélés; pm: pontmutacio

2.1.4.4. Immunterapia
A legujabb terapias lehetdség tiidodaganatok esetén az immunterapia, melynek pontos

tipusait és azok alkalmazhatdsaganak feltételeit a 2.4-es fejezetben részletezem.
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2.2. Kozponti idegrendszeri attétek

2.2.1. Epidemioldgia

Az agyi attét a leggyakoribb koponyaiiri daganat tipus, melynek 30-60%-a tiid6 eredetii.
Emellett gyakran alakul ki agyi attét eml6é daganat (13-30%), melanoma (6-11%) és
vastagbél daganat (3-8%) esetén [59, 60]. Az agyi attétek gyakorisaga folyamatosan
novekszik, koszonhetéen a primer daganatok hatékonyabb terdpias lehetdségeinek,
ezaltal a betegek hosszabb tulélésének, valamint az egyre részletgazdagabb képalkoto
technikaknak [59, 61]. Az agyi attétek kialakulasanak kockazata el6rehaladott primer
daganat [62], illetve ALK mutacioval rendelkez6 NSCLC-s betegek esetén nagyobb [63].
Tiid6daganatos betegeknél a primer tumor diagnoézisatél az agyi attét kialakulasaig
atlagosan eltelt id6 11 honapra tehetd [64]. Agyi attét megjelenése esetén a betegek
tulélése kedvezdtlen, koriilbeliil egy honap, ami miitéti vagy sugarterapias kezeléssel is

csak 3-4 honapra novelhet6 [60].

2.2.2. Patogenezis

Stephen Paget 1889-ben irta le ,,seed and soil”, azaz ,,mag és talaj” elméletét, amely
szerint az egyes primer daganatokbol kialakulo attétek lokalizacioja nem véletlenszert.
Az egyes tumorsejtek (,,mag”) meghatarozott szervek (,talaj”) mikrokornyezetére
specifikus affinitassal rendelkeznek. Tehat attét csak akkor alakul ki, ha a ,,mag”
megfeleld ,talaj’-t talal [65]. A kozponti idegrendszer (KIR) védelmét és ezaltal
mikrokdrnyezetének allandosagat a vér-agy gat és a vér-liquor gat biztositja (4. abra). A
vér-agy gatnak koszonhet6en csak a kisméreti, t6ltés nélkiili vegyiiletek diffundalhatnak
at a KIR parenchymajaba [66]. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy agyi attét
kialakulasakor a vér-agy-gat integritasa zavart szenved [67]. Az igy fellép6 permeabilitas
valtozas a daganat kornyezetében csak egy bizonyos ideig all fenn és ez a permeabilis
id6ablak a tumor méretével parhuzamosan né [68]. Ultrastrukturalis vizsgalat soran arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy az agyi keringésbe eljuté tumorsejtek elpusztitjak a
kapillarisok endothel sejtjeit, igy az agyi attétek kornyezetében a kapillarisok
endotheljének folytonossaga sériil. Klinikai vizsgélatok sordn PET segitségével
kimutattdk, hogy az agyi attétek kornyezetében megndvekszik a vérerek
ateresztOképessége [67]. Az agyi attétek kialakulasanak hatterében szamos jelat szerepét

feltérképezték mar [67]. Példaul a melanomak fokozott vaszkularis endothelialis
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novekedési faktor (VEGF) expresszidja Osszefligg az agyi attét progresszidjaval [69]. A
VEGF gatlasaval vastagbéldaganatos és tiidé adenocarcinomas betegeknél agyi attét
ritkabban alakult ki [70]. Az attétek eredményes terapiaja érdekében sziikséges
megismerni azokat a tumor mikrokornyezeti tényezéket, amelyek a tumorsejt relativ

érzékenységétdl fiiggetleniil korlatozzak a kezelések hatékonysagat [66].
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4. abra. A kozponti idegrendszer védo gatjai. Achrol és mtsai (2019) munkdja nyoman
[66]

a) A vér-agy gat a kozponti idegrendszer kapillarisai koriil megtalalhato, két
bazalmembran rétegbdl valamint a pericitdk és asztrocitdk nyulvanyaibol all6 rendszer.
b) A vér-liquor gat a plexus choroideus epithel sejtjeibdl és bazalmembranjabol épiil fel,
melyen keresztiil a viz, a gdzok ¢€s a lipid-oldékony anyagok szabadon jutnak at a vérbdl
a cerebrospinalis folyadékba.

KIR: kdzponti idegrendszer

2.2.2.1. Molekularis eltérések

Az Uj-generacids génszekvenalas elterjedése lehetdséget adott az agyi attétek klinikai
szempontbol relevans mutécidinak azonositdsara, mely vizsgalatok eredményeibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az attétek nem kizardlag a primer daganatra jellemzd fobb
mutaciokat hordozzak. Példaul az attétekben megfigyelhetok a CDKN2A és a PI3K
kiilonb6z6 mutacidi, a PTEN elvesztése, az ERBB2 amplifikacidja €s a proto-onkogén
KRAS aktivalo mutacioja, olyan esetekben is, amikor a primer tumorban ezek nem
mutathatok ki. Ezen gének szerepet jatszanak a sejtproliferacioban, ndvekedésben és

tulélésben [66]. Saunus és mtsai. kiillonbozo eredetli agyi attéteket vizsgalva 26 olyan
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génmutaciot észleltek, melyek alapjan ugy tlinik, hogy az agyi attétek genetikai eltérései
inkabb egymashoz hasonldak, mint a primer tumorhoz [71]. Persze megfigyelhetdk olyan
molekularis eltérések is melyek kozosek a primer tumor és az agyi attét kozott, mint
példaul NSCLC esetén az EGFR, KRAS vagy ALK gént, emlédaganatok esetén a HER-2
gént érinté mutaciok [66, 67].

2.2.3. Klinikai vonatkozasok és diagnosztika

Az agyi attétek csaknem azonnal tiinetet okoznak, kdszonhetéen a megndvekedett
intracranialis nyomasnak. Az esetek felében fejfajas az elso tiinet, melyhez 15-25%-ban
papilla oedema is tarsul. A betegek 40%-a neurolégiai tiinetekkel jelentkezik, 15-20%-
ban epilepszias rohamokkal. Nem ritka, hogy a korabban nem diagnosztizalt,
eldérehaladott stadiumu daganatok elsd tlinetei az agyi attét kovetkeztében alakulnak ki.
Altalanos szabaly, hogy ismert daganatos betegeknél neurologiai tiinetek megjelenésekor
ki kell vizsgélni az agyi attét jelenlétét. Az agyi elvaltozdsok azonositidsara fejlett
neuroldgiai képalkotd technikdk alkalmazhatdk, de nem eléggé specifikusak a végleges
diagnézishoz. A pontos diagnozis feldllitisahoz a sebészi rezekcid soran nyert szévetek

hisztopatologiai vizsgalata sziikséges [66].

2.2.3.1. Klinikai vizsgalé médszerek

Agyi attét esetén az elsddleges képalkoto vizsgalomod az MR, kontrasztanyaggal vagy a
nélkiil. A kontrasztos MR vizsgalattal altalaban jol koriilirt egyszeres vagy tobbszoros
eltérés lathatd, gylrti alaki halmozassal és kifejezett tumor koriili oedemaval [66]. A
képalkoto vizsgalatok soran primer agydaganatoktdl és nem rosszindulata eltérésektol,
mint példaul talyog, fertézés, demielinizacio, vaszkularis 1€zio, kell elkiiloniteni az agyi
attétet [72]. A primer tumor tipusa befolyasolhatja az agyi attétek megjelenését, példaul
a tripla-negativ emlérak agyi attéte gyakrabban nekrotikus és cisztikus, mint mas primer
tumor esetén [73]. A diffazio stlyozott MR vizsgalat segitheti a differencial diagnosztikat
[74, 75].

2.2.3.2. Patologiai vizsgalomédszerek
Szovettani diagnozis sziigséges ismeretlen primer daganat, illetve ismert daganatos beteg

atipusos megjelenésii agyi elvaltozasa esetén [76]. A miitéti minta szovettani vizsgalata
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soran HE festett metszeten azonosithaté a minta neoplasztikus, illetve primer vagy
metasztatikus jellege. Tovabbi immunhisztokémiai markerek segithetnek a tumorok
részletes jellemzésében, melyek kiilonosen hasznosak a rosszul differencialt vagy
ismeretlen eredeti daganatoknal. Ismert primer tumor esetén elegendd az arra jellemz6
markerek vizsgalata, mivel ezek az attéti mintakra is jellemzdéek. Ismeretlen primer
daganatoknal immunhisztokémiai markerek segithetnek a primer daganat
azonositasaban, azonban ezek tobbnyire nem csak egy adott szervre specifikusak. Példaul
TTF-1 pozitivitas tidé vagy pajzsmirigy eredetre is utalhat [66, 76]. A diagnézis
megalkotasa mellett biomarker €s molekularis vizsgalatok elvégzése segitheti a terapias
javaslat felallitasat [66]. A molekularis eltérések vizsgalata agyi attéteknél is a

tiildédaganatoknal ismertetett modon torténik.

2.2.4. Kezelés

2.2.4.1. Sebészi terapia

Idegsebészeti rezekcio sziikséges a szovettani diagnozis felallitasahoz, illetve a
molekularis eltérések és terapias biomarkerek azonositdsadhoz. Emellett a mutétnek
koszonhetdéen csokken a megnovekedett intracranialis nyomas és az oedema. A
minimalisan invaziv stereotaxids idegsebészeti beavatkozads lehetdséget teremt a
kisméretli attétek eltavolitasara vagy, amikor a tumor eltavolitasa nem lehetséges, a
szovettani diagnozishoz sziikséges mintavétel [66]. A miitéti eltavolitas azon betegeknél
javasolt, akiknek a kontrollalt primer daganatos betegsége mellett 3 vagy annal kevesebb
operalhat6 agyi attéte van. Emellett a sebészi eltavolitas sugarterapiaval valé kombinalasa

javasolt [77, 78].

2.2.4.2. Sugarterapia

Az agyi attétek esetén teljes agyi besugarzast (WBRT) vagy sztereotaxias sugarsebészetet
(SRS) alkalmaznak. A WBRT a leggyakrabban alkalmazott kezelés az agyi attétek
esetében, kiillondsen a tobbszords attétel rendelkezd betegeknél. Az utobbi években a
sugarterapiaban is a célzott technikak fejlodtek, ilyen példaul az SRS. Mivel egyre tobb
informacionk van a WBRT kognitiv mellékhatasairdl és azok sulyossagarol, az SRS
elényben részesitett kezeléssé valt korlatozott szamu, maximum 3 agyi attét esetén. Az

SRS Iényegesen kevesebb kognitiv diszfunkciot és faradtsagot okoz, azonban az ujabb
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agyi attétek kialakuldsa gyakoribb a csak SRS terapidban részesiilt betegek korében.
Tovabbi vizsgalatokra van sziikséglink annak eldontésére, hogy az SRS terapia

onmagaban vagy WBRT-vel kombinalva nyujt-e nagyobb hatékonysagot [66].

2.2.4.3. Gyogyszeres terapia

Az agyi attétek gyogyszeres kezelése soran el kell kiiloniteni a tiineti és a daganat ellenes
kezelést [66]. A tiineti kezelés része az oedemat csokkentd szteroid terapia, a
fajdalomcsillapitas, valamint az epilepszias rohamok kialakulasat megel6z6 gyogyszerek
alkalmazasa [66, 79]. A daganat ellenes gyogyszeres terapia lehet kemoterapia, célzott

terapia vagy immunterapia [66].

2.2.4.4. Hagyomanyos kemoterapia

A hagyomanyos kemoterapidnak korlatozott szerep jut az agyi attétek kezelésében
koszonhetden a vér-agy gat jelenlétének, ami megakadalyozza ezen szerek eljutasat a
célteriiletre. Igy az NSCLC kezelésére leggyakrabban hasznalt cisplatin-pemetrexed,
cisplatin-vinorelbin, paclitaxel-cisplatin és pemeterexed-cisplatin kombinaciok mind

csekély hatast érnek el [66].

2.2.4.5. Célzott terapia

Az NSCLC eredetli agyi attétekben az EGFR vagy KRAS gén érintettsége gyakran
azonosithatd. Klinikai vizsgalatokkal igazoltak, hogy a tirozin-kinaz gatlok megfelelé
mennyiségben jutnak el az agyi attétekhez, 40-80%-os terapias valaszt elérve (5. tablazat
[66]), igy ezek a daganatok célzott terapiara alkalmasak [66]. A gyakran hasznalt HER2
ellenes trastuzumab korlatozottan jut at a vér-agy gaton [80]. Melanoma eredeti BRAF
mutans agyi attétes betegeknél 20-38%-os valaszaranyt értek el BRAF gatlé vemurafenib
¢és dabrafenib terapiaval [81, 82].
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5. tablazat. Cé¢lzott terapias szerekhez kapcsolodd klinikai vizsgalatok
eredményei agyi attétes NSCLC-s betegek esetén

Gyogyszer Célpont V;?;ZZEEI;I(LZ) PFS (hénap) OS (hénap)
Erlotinib EGFR 86 4,6-8,1 6,1-13,4
Gefitinib EGFR 27 3 5
Osimertinib EGFR 80 18,9 18
Crizotinib ALK 29-50 9,8-10,4 12
Alectinib ALK 64-81 10,8-25,7 12
Brigatinib  EGFR ¢s ALK 78 - 12

ALK: anaplasztikus lymphoma kinaz; EGFR: epidermalis ndvekedési faktor
receptor; NSCLC: nem-kissejtes tiidocarcinoma; OS: teljes tulélés;
PFS: progresszié mentes talélés

2.2.4.6. Immunterapia
Ma mar agyi attétes betegek is részesiilhetnek immunterapidban, melynek pontos tipusait

¢s azok alkalmazhatdsaganak feltételeit a 2.4-es fejezetben részletezem.

2.3. Tumorellenes immunitas

A szervezet testidegen molekulak, igy példaul a korokozok elleni védelmét tekintve
megkiilonboztetiink velesziiletett és szerzett immunitast. A velesziiletett immunitas sejtel
és az altaluk termelt fehérjék mindig jelen vannak és a fert6z6 korokozok megjelenésekor
azonnali immunvalaszt indukalnak [83].

A kiilvilaggal érintkez6 kompakt és folytonos védéhamok gatoljdk a mikrobdk
szervezetbe jutasat, a velesziiletett immunitas szerepléi, a fagocita sejtek (foként
neutrofilek és macrophagok), a dendritikus sejtek ¢s a természetes 616 (NK) sejtek pedig
els6 vonalban tamadjak a behatolé mikroorganizmusokat. A sejtes elemek mellett a
komplement rendszer fehérjéi is a velesziiletett immunitas részei. A kdrokozok egy része
ellenall a velesziiletett immunitasnak. Az ilyen fertézések elleni védelemhez a szerzett
immunitas specialisabb és erésebb mechanizmusai sziikségesek, melyek az adott
korokozo megjelenése utani hetek soran alakulnak ki. A szerzett immunitas végrehajto
sejtjei a lymphocytak, melyek az idegen molekulak széles skalajat, igy a tumorsejteket is
felismerik [83]. A daganatos betegség lefolyasa soran a tumorszovetben és kornyezetében
valtozd mennyiségli és Osszetételli gyulladasos sejtes infiltratum figyelheté meg [84]. A

tumor kotdszovetes allomanyéaban, azaz a stromdjaban elhelyezkedd sejtek, mint példaul
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az immunsejtek, fibroblasztok és endothel sejtek, mind a tumor mikrokdrnyezetének
részei, melyeknek szerepe lehet a tumorellenes immunitasban [85]. Kezdetben azt
gondoltuk, hogy az immunsejtek mind a tumorsejtek eliminalasa céljabol vannak jelen,
azonban a kutatdsok ramutattak arra, hogy néhany gyulladasos sejttipus a tumor
novekedését €s metasztatizalasat timogatja [84]. Ma mar tudjuk, hogy a CD8+ T-sejtek,
a CD4+ 1-es tipusu helper T-sejtek, az NK sejtek €s az antigénprezentalod dendritikus
sejtek a tumor ellenes immunvédekezés részei (5. abra), mig a regulator T-sejtek, az M2
tipusu macrophagok, a myeloid eredeti szuppresszor sejtek és a CD4+ 2-es tipust helper
T-sejtek a tumor novekedését segitik eld [85]. Ezek kozott kiemelkedd szerep jut a tumor
asszocialt, M2-es tipusi macrophagoknak (TAM), melyek az angiogenezis és a
kemorezisztencia szabdlyozdsaval kozvetleniil, mig az egyéb immunfolyamatok
gatlasaval kozvetve jarulnak hozzd a tumor ndvekedéséhez €és az immunrendszer
kikeriiléséhez [84]. A magas aranyG TAM jelenléte rossz progndzissal tarsult
pajzsmirigy, tiido és hepatocellularis carcinomakban [86].

Schreiber és mtsai szerint az immunrendszer harom kiilonboz6 fazisban 1ép
kolcsonhatasba a daganattal: eliminacio, egyensuly és menekiilés. Az elimindcios
fazisban mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunitds az Ujonnan kialakult
tumorsejtek elpusztitasat célozza. A kevésbé immunogén tumorsejteket az
immunrendszer sejtjei nem ismerik fel, ezaltal talélhetnek és az egyensuly fazisaba,
ugynevezett ,,alvo” allapotba keriilhetnek. A menekiilési fazisban a tumorsejtek
kiilonb6z6 receptor-ligand kapcsolodasok révén karositjak az immunsejteket [87].

Az aktivalt T-sejtek az immun effektor funkciok elsédleges mediatorai. Ezek a sejtek
szamos gatlo receptort expresszalnak, mint példaul a citotoxicus T-lymphocyta-asszocialt
antigén-4 (CTLA-4), a programozott sejthalal receptor-1 (PD-1) és a lymphocyta aktivalo
gén-3 (LAG3). Ezeket immunellenérzOpont molekuldknak nevezziik, mivel a sajat
fehérjékre, a kronikus fert6zésekre és a tumorantigénekre adott T-sejt valasz

szabalyozasaban vesznek részt [88].
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5. abra. A tumor ellenes immunitas mechanizmusa.

A daganatsejteken expresszalodd neoantigéneket az antigén prezentaldo sejtek 6
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulahoz kototten bemutatjak a T-sejteknek.
A T-sejt receptor altal felismert antigén hatdsdra a T-sejtek aktivalasa és klonalis
expanzidja zajlik. Az igy érzékenyitett lymphocytak felismerik és eliminaljak a

tumorsejteket.

2.4, Immunterapia napjainkban, kiemelve a nem-kissejtes tiidodaganatok esetén
alkalmazhato lehetoségeket
2.4.1. Adaptiv T-sejt terapia
Az adaptiv sejtterapiak az immunsejtek ex-vivo manipulaciojan alapulnak. Az
immunsejteket a beteg periférias vérébdl vagy kozvetleniil a tumorbdl itolaljak, majd
tumorellenes aktivitasuk fokozasat szolgald kezelések utan visszajuttatjak a sejteket a

beteg keringésébe [89].
2.4.1.1. T-sejt receptor terapia
A T-sejt receptor (TCR) terapia soran a T-sejtek TCR a és B lancok expresszidjat

fokozzak, ezzel fokozva a f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) fliggd antigén-
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specifcitast. Néhany klinikai vizsgalatot végeztek ezzel a kezeléssel, azonban korlatozott
hatékonysaginak bizonyult és jelentés mellékhatdsokkal jart a szervezet sajat
antigénjeinek felismerése és megsemmisitése miatt. Tovabbi kutatasok sziikségesek a
specifikus tumorantigének azonositasara, melyek egyaltalan nem vagy csak minimalis

szinten jelennek meg a normal széveteken [89].

2.4.1.2. CAR T-sejt terapia

A kiméra antigén receptorral (CAR) ellatott T-sejt terapia soran a kezelt sejtek MHC
fiiggetlen modon, specifikusan ismerik fel az extracellularis antigéneket. Szamos kutatast
kovetden a 4. generacios CAR T-sejtek mar olyan génkezelt sejtek, melyek talélést vagy
citotoxikus elényt biztositanak a T-sejtek szamara, vagy modulaljak a tumor
mikrokdrnyezetét [89]. A 2. generacios, CD19-specifikus CAR T-sejt terapiat foleg
hematologiai malignitasok kezelésében alkalmazzak sikerrel [90]. A szolid daganatoknal
a specifikus antigén hidnya és az immunszuppressziv tumor mikrokdrnyezet jelenléte

korlatozza a CAR T-sejt terapia sikerét [91].

2.4.1.3. Tumor infiltralo lymphocyta terapia

Ez a technika azon az elven alapul, hogy a tumor infiltralo lymphocytak (TIL) olyan
lymphocytak, amelyek mar felismerték a neoantigéneket, és immunvalaszt inditottak be,
de az immunszuppressziv tumor mikrokdrnyezet megakadalyozza, hogy hatékonyak
legyenek [92]. A TIL-ek citokinekkel vagy mas molekulakkal vald ex vivo kezelése
fokozza hatékonysagukat, ¢és képesek lehetnek az immunszuppressziv tumor
mikrokornyezet lekiizdésére. Ezt a terapiat azonban még csak melanomas betegeken

tesztelik [89].

2.1.4.4. Dendritikus sejt terapia

A dendritikus sejtek az egyik legfontosabb antigén prezentald sejtek. A tumor eredetii
neoantigének bemutatdsaval tumorellenes immunvalaszt indithatnak be. Ezen elvek
megkozelitésének tekintették, azonban az eddigi eredmények ezt nem igazoltak. A terapia
hatastalansaganak oka valoszintileg az lehet, hogy nem alakul ki tartés immunvalasz [89,
93].
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2.4.2. Tumorellenes vakcinacio

Ismert, hogy bizonyos fertézések, foként a viralis eredetiiek, szerepet jatszhatnak a
carcinogenezisben. gy példaul a papilloma virus vagy a hepatitis B virus elleni
védboltasok kozvetett rakellenes hatassal birnak, mivel megakadalyozzak az olyan
fertdzéseket, amelyek rosszindulatt daganatok, mint példdul a méhnyak
laphamcarcinomaja vagy hepatocellularis carcinoma kialakulasahoz vezethetnek [94].
Emellett direkt daganat ellenes hatassal bird oltéanyagok fejlesztésével is kisérleteznek,
azonban ezen terapia hatasossaganak f6 akadalya szintén a specifikus tumor antigének

azonositasanak hianya [93].

2.4.3. Immunellenérzépont-gatlas

Az immunellenérzépont receptorok olyan gatld szabélyozok, melyek az immunvalasz
kialakulésaba ¢és a mar meglévé immunreakcid lezajlasaba is beleszolhatnak. Kronikus
gyulladés és tumoros folyamat sordn a T-sejtek kimeriilnek és szdmos gatld receptort
expresszalnak, amelyek korlatozzak hatékonysagukat. Ilyen példaul a PD-1, a CTLA-4,
a LAG-3 és a T-sejt immunglobulin mucin-3 (TIM-3) [95]. Alapvetden a tiidédaganatok
nem tartoznak az immunogén daganatok kozé, azonban az immunellendrzépont-gatld
szerek megjelenésével ezen daganatoknal is lehetségessé valt az immunterapia, hiszen
ezek a szerek az egyén sajat immunrendszerének tamogatasa révén hatnak [25]. A
leggyakoribb immunellendrzépontokhoz kapcsoldédd receptorokat és ligandjaikat a 6.

abra mutatja be.
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6. abra. A T-sejteken megtalalhaté immunellenérzépontokat szabalyozo receptorok
és a tumorsejteken expresszalodo ligandjaik.
BTLA: B és T lymphocyta csillapito; CTLA-4: Citotoxicus T-lymphocyta-sszocialt

antigén-4; GAL9: Galectin 9; HVEM: Herpesvirus entry mediator; LAG3: Lymphocyta
aktivalo gén-3; MHC: F§ hisztokompatibilitasi komplex; PD-1: Programozott sejthalal
receptor-1; PD-L1: Programozott sejthalal ligand-1; TIM-3: T-sejt immunglobulin

mucin-3

2.4.3.1. CTLA-4 gatlas

A CTLA-4 a T-sejteken és a tumorsejteken egyarant expresszalodhat. Meggatolja a
potencialisan autoreaktiv T-sejtek aktivalasat a T-sejt aktivacio kezdeti szakaszaban, a
nyirokcsomokban. A CTLA-4 és ligandjainak (CD80/CD86) kotodése gatolja a T-sejtek
ipilimumab a receptor-ligand kotédését gatolja, mellyel a szervezet specifikus T-sejtei
altal medialt tumor ellenes immunitas miikodését tamogatja [25]. Az ipilimumab NSCLC
esetén dnmagaban nem bizonyult hatasosnak [97], azonban kemoterapiaval kombinalva
szignifikansan javult a betegek progresszid6 mentes tulélése, a csak kemoterapiaban
részesiilé betegcsoporthoz képest [98]. Jelenlegi ismereteink alapjan nem rendelkeziink a

CTLA-4 kezelés hatasossagat elorevetitd biomarkerrel [25].

2.4.3.2. PD-L1/PD-1 jelut gatlas

A PD-1 egy sejtfelszini receptor, amelyet T- és B-sejtek, dendritikus sejtek és hizdsejtek
egyarant expresszalhatnak [95]. A PD-1 expresszié a kimeriilt T-sejtek jellemz6je [96].
A receptor ligandjai, a programozott sejthalal ligand-1 és 2 (PD-L1, PD-L2), az antigén

36



DOI:10.14753/SE.2020.2329

prezentald sejteken és tumorsejteken expresszalodnak [95]. Az utvonal a korabban
aktivalt T-sejteket szabalyozza az immunvalasz késGbbi szakaszaiban, elsdsorban a
periférias szovetekben [96]. A receptor-ligand kapcsolodas kovetkeztében csokken a T-
sejtek  aktivaladsa, citokin termelése, anergia ¢és apoptozis, ezaltal pedig
immunszuppresszio jon létre [95, 99]. A PD-L1/PD-1 gatlo szerek a receptor-ligand
kotédésének gatlasa révén fejtik ki immunrendszer tamogato hatasukat. A PD-1 gatlo
nivolumab és pembrolizumab, valamint a PD-L1 gatlo atezolizumab ¢s durvalumab
hatasat vizsgalo klinikai tanulmanyok soran minden esetben kedvez terapias hatas volt
kimutathatdé NSCLC-s betegeknél [97]. Kezdetben ezeknek a gyogyszereknek a hatasat
biomarkerek nélkiil és elére nem szelektalt betegcsoportokon vizsgaltak. Az esetek
csaknem 20%-aban volt megfigyelhetd tartds valasz, mind a PD-1 gatldé nivolumab és
pembrolizumab, mind a PD-L1 gatl6 atezolizumab alkalmazasakor [25]. A tudomany
fejlodése soran egyre jobban korvonalazddott, hogy a kezelés eldtt a tumormintakban a
tumorsejteken megfigyelheté PD-L1 expresszids szint alapjan kovetkeztetni lehet a PD-
L1/PD-1 gatlo szerekre adott terapias valaszra. Emellett a PD-L1 expresszio
prognosztikus biomarkernek is bizonyult [100, 101]. A tumorsejtek PD-L1
expresszidjanak meghatarozasahoz jelenleg a ,tumor proportion score”-t (TPS)
alkalmazzak, ami az ¢l6 tumorsejtek szamahoz viszonyitja a PD-L1 pozitiv tumorsejtek
aranyat. A legljabb torekvések a kombinalt pozitiv score (CPS) bevezetésére torekednek.
Ennek soran az ¢él6 tumorsejtek szamahoz a PD-L1 pozitiv sejtek szamat viszonyitjak,
amely sejt lehet tumorsejt, lymphocyta és macrophag egyarant [102]. Azonban ennek az
értekeldrendszernek a bevezetése NSCLC esetén még varat magara.

Mivel még nem jott létre egy nemzetkozileg elfogadott kritériumrendszer a PD-
L1/PD-1 gatlok alkalmazhatdsagarol, talalhatunk a fentiekkel ellentmondésos
eredményeket is [103]. A vizsgalatok eredményeiben lathato eltérések oka lehet a PD-L1
expresszio értékelésében, a detektalasi modszerben, az immunhisztokémiai vizsgalathoz
alkalmazott antitestben és a hatarértékekben megfigyelhet6 kiilonbség, valamint az adott
tumormintaban megfigyelheté nem egységes PD-L1 expresszio [25]. Az amerikai Food
and Drug Administration (FDA) altal NSCLC esetén elfogadott immunellenérzépont-
gatlok, valamint azok alkalmazhatésaganak kezdeti feltételei a 6. tablazatban lathatok.
Az engedélyezéssel egyidOben meghatiroztak az egyes szereknél a PD-L1 expresszio

meghatarozasahoz elfogadott antitesteket (6. tablazat) [104-109].
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6. tablazat. Az amerikai Food and Drug Administration (FDA) altal NSCLC kezelésére
elfogadott immun-ellenérzépont gatlok és azok kezdeti alkalmazasanak feltételei

Hatoanyag Nivolumab  Pembrolizumab Atezolizumab Durvalumab
Célpont PD-1 PD-1 PD-L1 PD-L1
FDA elfogadas 2015 2015 2016 2018
elorehaladott  elsOvonal; attétes attétes rezekalhatatlan,
Alkalmazhatosag NSCLC NSCLC NSCLC I11-as stadiumu
masodvonal masodvonal masodvonal NSCLC
) SP142
PD-L1 antitest | 28-8 (Dako) 22C3 (Dako) (Roche) SP263 (Roche)
Vizsgalando sejt | tumorsejtek tumorsejtek tumorsejtek tumorsejtek
Hatarérték 0 elsévonal >50%; o o
(PD-L1) =% dsodvonal =1% =007 225%

NSCLC: nem-kissejtes tiiddcarcinoma; PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-
L1: programozott sejthalal ligand-1

Kezdetben az agyi attét megléte sok esetben kizaro6 tényezo volt a klinikai vizsgalatok
betegvalogatasanal [110, 111], azonban egyre tobb tanulmany vizsgal agyi attétet ado
NSCLC-s betegcsoportokat [61, 112-114]. Ismereteink boviilésével az indikacios kor is
egyre szélesebb lesz. Az elsé engedélyezések ota példaul 2016-ban a pembrolizumabot
engedélyezték olyan attétes NSCLC-ben szenved6 betegeknél, akiknél nem mutathat6 ki
a primer tumor EGFR vagy ALK mutacidja és a tumorsejtek PD-L1 expresszidja
meghaladja az 50%-ot [115]. 2017-t61 pedig mar els6vonalban is alkalmazhatd
pembrolizumab terdpia pemetrexed vagy carboplatin kemoterapidval kombinalva attétes,
nem laphamsejtes NSCLC-s betegek esetén, PD-L1 expresszios szinttdl fiiggetleniil
[116]. Attétes laphamcarcinoméas NSCLC-s betegek 2018 novemberétdl részesiilhetnek
elsévonalban pembrolizumab terapidban kemoterapidval kombinalva, PD-L1 expresszios
szintt6l fuggetleniil [117]. Szintén 2018 év végén kapott engedélyt az atezolizumab
bavecizumabbal vagy kemoterapiaval (paclitaxel, carboplatin) valé6 kombinacidja elsé
vonalbeli terapiaként, EGFR vagy ALK mutacié nélkiili, nem laphdmsejtes NSCLC-S
betegeknél [118].
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Ugyanakkor a TIL-ek jelenléte és PD-L1 expresszioja szintén fontos lehet az
immunellenérzépont-gatld szerekre adott terapids valasz soran, hiszen feltételezhetd,
hogy immunsejtek hianyaban nem varhat6 hatas [119]. Ezek alapjan valosziniisithetd,
hogy azoknal a betegeknél varhatdé a legkedvezdébb terapias hatas PD-L1/PD-1 gatlo
kezelés alkalmaval, akik tumormintajaban mind az immunsejtek jelenléte, mind PD-L1
expresszid megfigyelhetd [120]. Mig a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak
biomarkerként val6 alkalmazhatdsaga immunellendrzépont-gatlo kezelések tekintetében
megerdsitést nyert a szamos klinikai vizsgéalatnak koszOonhetden, az immunsejtek
jelenlétének, valamint PD-L1 expresszidjanak szerepe a tumorokban kérdéses maradt. A
CPS bevezetésével az immunsejtek PD-L1 expresszidja is mérvado lenne [102], azonban
annak bizonyitasara, hogy ez prediktiv szereppel bir tiidédaganatok esetén, tovabbi
vizsgalatokra van sziikség.

A daganatok, f6leg a melanoma és a tiidddaganatok genomjaban szamos szomatikus
mutacid eléfordulhat. Az igy keletkezd neoantigének jelenléte fokozza a szervezet tumor
ellenes immunitasat azaltal, hogy ezeket az antigéneket ,,idegennek” ismerik fel a T-
sejtek és beszivarognak a tumor mikrokdrnyezetébe. A DNS-szekvenalasi technologia
legujabb fejlesztései lehetové teszik a teljes exom szekvenalasat, a kodold szakaszokra
es0 mutaciok szamanak vagy a teljes mutacios terhelésnek (TMB) a meghatarozasat.
Ujabb kutatisok a TMB immunterapiara gyakorolt prediktiv szerepét vizsgaljak
melanoma ¢és tlidédaganat esetén. A kezdeti eredmények alapjan nivolumab,
pembrolizumab és atezolizumab terapiaval is kedvezébb hatas varhato magas TMB
esetén. Ezek alapjan a TMB potencidlis biomarker lehet az ellendrz6pont-gatlo terapidk
tekintetében, azonban ezen vizsgalatok kivitelezése jelenleg még elég koltséges és nem
rutinszerd [121].

2018-ban az FDA pembrolizumab terapia indikacidjakor jovahagyta a mikroszatellita
instabilitds (MSI) biomarkerként valé alkalmazasat, mind gyermek, mind felndttkori,
MSI-vel rendelkez6 szolid daganatok esetén [122]. Ez az els6 olyan jovahagyas, ami nem
az érintett szerv alapjan specifikalja a terapia alkalmazhatosagat [122], azonban ez a
molekularis eltérés a tiidé ADC-k kevesebb, mint 1%-aban mutathat6 ki [123].

Az immunellendrzépont-gatlo szerek 6nallo alkalmazasa mellett, egyre tobb klinikai
tanulmany vizsgalja ezen szerek hatdsossagat mas onkoterapiakkal kombinalva. Egyes

esetekben a kiilonb6zé immunellendrzOpont-gatlok egylittes hatasat is vizsgaljak.
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fgéretesek az eredmények nivolumab és ipilimumab kombinalasa esetén, habar még csak
melanoma eredetli agyi attétes esetekben vizsgaltak [61]. Klinikai vizsgalatokban
atezolizumab €s pembrolizumab hagyomanyos kemoterapias szerekkel valo kombinalasa
soran kedvezobb teljes tulélés (OS) és PFS igazolodott NSCLC-s betegeknél [124].
Kezeletlen melanoma és NSCLC eredetii agyi attétes betegeknél mind a pembrolizumab,
mind az atezolizumab hatasat vizsgdljak a vaszkuléris endotelialis novekedési faktort
gatlo bevacizumabbal kombinalva [61]. Nivolumab és durvalumab EGFR tirozin kinaz
gatlokkal kombinaltan alkalmazva sulyos mellékhatasokat eredményezett, igy ez a
kombinacio nem terjedt el [125]. Keohane és mtsai agyi attétet ado, cisplatin és
pemetrexed rezisztens tiidodaganatos betegnél értek el kedvezd hatast nivolumab és

sztereotaxias sugarsebészet kombinalasaval [126].

2.4.3.3. Egyéb ellen6rzé pontok

A CTLA-4 és PD-1/PD-L1 gatlok elterjedésének ellenére tovabbi kutatasok folynak mas
gatlod receptorok felfedezésére és gatlasara, hiszen szamos daganat esetén nem értek el
megfeleld terapias hatast [127, 128].

A LAG3 az aktivalt T-sejteken, az NK sejteken, a B sejteken és a dendritikus sejteken
expresszalodik és MHC 11-hoz kotodve a T-sejtek negativ szabalyozasaban, ezaltal az
autoimmunitasban van jelent6s szerepe [127, 129]. Petefészek carcinoma esetén a LAG3
¢s a PD-1 [130], mig NSCLC esetén a LAG3 és PD-L1/PD-1 ko-expresszidjat mutattak
ki [131]. A LAG3 és a PD-1 egyiittes expresszioja a TIL-eken a CD8+ T-sejtek csokkent
funkciojaval korrelal [129]. A LAG3 altal szabalyozott folyamatok nem pontosan
ismertek, azonban klinikai vizsgalatokban, elérehaladott szolid daganatok, igy NSCLC
esetén is, a kombinalt LAG3/PD-1 gatlas igéretesnek mutatkozik [127, 132].

A TIM-3 gatl6 receptort az interferon-y-t termel6 T-sejtek, a FOxP3+ regulator T
sejtek, a macrophagok ¢és a dendritikus sejtek expresszaljak. NSCLC-s mintakban a CD8+
T-sejtek 30%-os, a regulator T-sejtek 60%-0s TIM-3 expressziojat irtak le. A TIM-3
fokozott expresszidja kedvezétlen prognoézissal tarsul [133]. A TIM-3 a daganat
immunterapia egy ujabb potencialis jeloltje. Preklinikai tanulmanyokban kimutattdk,
hogy a TIM-3 in vivo blokkolasa mas ellenérzépont-gatlokkal fokozza a tumorellenes

immunitast és gatolja a tumor novekedését [128, 134].
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A B ¢és T lymphocyta csillapito (BTLA) egy I-es tipusu membran glikoprotein,
amelyet gatld receptorként azonositottak. Szerkezetileg hasonlit a CTLA-4-hez és a PD-
1-hez, féleg immunsejteken expresszalodik. Eddig hematoldgiai malignitasokban és
melanomaban irtak le fokozott expresszidjat, és tgy tiinik, hogy a daganat-specifikus T-

sejt aktivitas karosodasat okozza, kiilonosen PD-1-gyel egyiitt expresszalodva [129].

2.5. T-sejt receptor

A T-sejtek meghatarozoé szerepet toltenek be az immunrendszer mitkodésében. Felismerik
¢s eltavolitjak az ,,idegen” antigéneket, és az immunvalaszt az immunrendszer szamos
mas elemének szabalyozasaval iranyitjak [135]. A csontvel6i progenitor sejtbdl szarmazo
korai T-sejtek a thymusba vandorolnak, ahol CD4/CDS kettds pozitiv sejtekb6l CD4 vagy
CD8 pozitiv sejtekké érnek [135, 136]. Emellett a TCR gének egyedi konfiguraciora
tesznek szert, annak érdekében, hogy egy adott antigénre specifikus extracellularis

receptorral rendelkez6 T-sejt klon j6jjon 1étre [137].

A TCR molekularis viszgalata a modern patologiai diagnosztika része tobb okbdl is:
e hematologiai malignitasoknal igazolhaté a T-sejtes eredet
e hematologiai betegségeknél megerdsitheti a malignitas gyanujat
e aminimalis rezidudlis betegség vizsgalatara is alkalmas eszkoz
e vizsgalhato, hogy latszolag kiilonallo két T-sejtes lymphoproliferativ betegség
ugyanazon rosszindulati klonbol ered-e

e cgyéb malignitdsok esetén is informdaciot szolgaltat a T-sejtes infiltratum

klonalitasarol [137].

A TCR egy heteroduplex molekula, amely extracellularisan helyezkedik el. Négyféle
monomerje lehet, az a, B, v és o6 fehérjék. Ezek egyiittesen funkcionalis TCR-eket
alkotnak, amelyek o/f vagy y/6 alegységekbdl allnak (7. abra). A keringé T-sejtek
tulnyomé tobbsége (> 95%) o/f tipust, mig a y/d T-sejtek latszolagos anatomiai
specificitasa feltételezhet6. Az o -fehérjéket a T-sejt receptor alfa (TRA) lokusz, a B -
fehérjéket a T-sejt receptor béta (TRB) lokusz, a y -fehérjék a T-sejt receptor gamma
(TRG) lokusz és a o fehérjéket a T-sejt receptor delta (TRD) lokusz génjei kodoljak. Az

o/P tipusu T-lymphocyték szintén tartalmaznak y fehérjét, mely nem funkcional, azonban
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jelenléte lehet6vé teszi a T-sejtek klonalitasanak vizsgalatat. A TCR magas specificitasu
antigén felismerésre képes. Ezt a specificitast egy adott TCR-gén csiravonalban jelenlévd
TCR-t kodolo régidinak szama €s a TCR gén szomatikus atrendez6dés utani kapacitasa
hatarozza meg. Ellentétben az immunglobulin receptorokkal, amelyek képesek felismerni
onmagukban az antigéneket, a TCR-ek jellemzéen MHC molekuldhoz kétddve ismerik

fel az antigéneket [137].

Antigén kotohely Antigén kotohely

alanc P lanc ylanc 6 lanc

¥

variabilis
régid (V)
— .
konstans
régid (C)
—_— L
transzmembran régid

citoplazmatikus rész

o/ B T-sejt v/ 6 T-sejt

7. abra. A T-sejt receptorok 2 tipusa.
Az extracellularisan elhelyezked6 T-sejt receptor a/p vagy /6 funkcionald alegységekbdl
épiil fel.

Az els6 TCR klonalitas vizsgalatok gélelektroforézis és Southern-blot segitségével
torténtek. A kdzelmultban a PCR-alapu vizsgalatok terjedtek el, mivel nem igényelnek
olyan j6 min6ségli DNS-t és gyorsabbak, mint a Southern-blot alapt vizsgalatok. Emellett
eléggé szenzitivek a klonalis atrendezddés vizsgalatahoz [138]. A PCR-alapu TCR
klonalitas vizsgalatok standardizalasahoz nemzetkozileg elfogadott primereket vezettek
be, melyeket BIOMED néven ismeriink [139]. Mivel a PCR-alapt technikék bizonyos

méretkorlatozasokkal alkalmazhatok, a TRA lokusz a mérete miatt nem vizsgalhato. A
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TRB lokusz ugyan kisebb méretli, azonban ennek egészében torténd vizsgalata is
nehézkes. Igy a BIOMED primerek csak a TRB lokusz egy részét fedik le. Ezért nem
meglepd, hogy a TCR klonalitas vizsgalatok nagy része a TRB egy részletérdl, valamint
a sokkal kisebb és kondenzaltabb TRG lokuszrol szamolnak be. Mivel a TRD lokusz
gyakran deletalodik a TCR gén atrendezédése soran, a TRD lokusz vizsgalata sem terjedt
el [137]. Azonban ezekkel a vizsgalatokkal sok alnegativ és alpozitiv eredmény adodott,
melynek hatasara kidolgoztak a BIOMED 2 protokollt, melynek alkalmazasaval szinte az
Osszes TCR célpont vizsgalhatova valt [140]. Az 0j- generacios szekvenalas lehetévé
teszi a TCR atrendez6dés szekvenciaszintii vizsgalatat, tovabblépve ezaltal az assay alapt
vizsgalatokon [137].

Egyre tobb bizonyitékkal rendelkeziink arrdl, hogy a TCR statusz potencialis
biomarkerként szolgalhat mind a tumorellenes adaptiv immunités vizsgalatdhoz, mind az
immunellendrzépont-gatld kezelésre adott valasz eldrejelzéséhez az egyes szolid
daganatokban [141]. Azonban az eddigi vizsgalatok eredményei ellentmondasosak,
hiszen mind a vizsgalt TCR régio, mind a vizsgalt szovet kozott talalunk kiillonbségeket
az egyes tanulmanyokban. Tobb tanulmany a tumor infiltrdld lymphocytdk TCR
statuszara fokuszal [142, 143], mig masok a periféridas vérben talalhato T-sejtek
klonalitasat vizsgaljak [144]. Vannak azonban olyan kutatasok is, melyekben a tumor
mikrokornyezetében €s a periférias vérben talalhaté T-sejtek diverzitdsat egyiittesen
vizsgaljak [145-147]. Méhnyak daganat esetén pedig kimutattak, hogy a tumormentes
nyirokcsomodkban talalhato T-sejtek TCR diverzitasa pozitiv korrelaciot mutat a betegek

prognozisaval [146].
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3. Célkitiizések

227 tiid6 ADC eredetii agyi attétes beteg mintajat vizsgaltuk, 80 esetben a hozzajuk
tartozo primer tiidé ADC mintakkal parban.

Céljaink:
o Feltérképezni a tumorsejtek PD-L1 expressziojat és annak dsszefiiggéseit az egyes
korabban alkalmazott terapiakkal, igy a kemo-, sugar- és szteroid terapiaval,

valamint a betegek tulélésével.
e Meghatidrozni a tumor-asszocialt gyulladdsos sejtek eloszlasat, mennyiségét,
PD-L1 és PD-1 expressziojat, 0sszevetve a tumorsejtek PD-L1 expresszidjaval, a

korabban alkalmazott terapiakkal és a betegek tulélésével.

e Megvizsgalni a primer tiid6 — agyi attét parokban a TCR klonalitast.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Beteganyag

Kutatasunk soran 6sszesen 227 agyi attétet ado tiidé ADC-ben szenvedé beteget vontunk
be retrospektiv vizsgalatunkba. Az agyi attétek mitéti eltavolitasa 211 esetben az
Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben (OKITI) tortént, mely mintak formalin-
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) blokkjai a Semmelweis Egyetem, 1. sz. Patoldgiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézet archivumabdl alltak rendelkezésiinkre. Koziiliik 61 esetben, a
még miithetd stadiumban felismert primer tidétumor esetén, az Orszagos Koranyi Tbc és
Pulmonolégia Intézetben (OKTPI), mig 3 esetben a budapesti Bajcsy-Zsilinszky
Koérhazban tortént sebészi kezelés. A primer tid6 ADC-k FFPE mintai az OKTPI
Pathologia Osztalyanak, valamint a Bajcsy-Zsilinszky Korhaz Patologiai Osztalyanak
archivumabol alltak rendelkezésiinkre, mely Osszesen 64 mintat jelent. 16 esetben a
Szegedi Tudomanyegyetem biztositotta mind a primer tiidé ADC-k, mind az agyi attétek
FFPE mintait. A primer tidétumorok besorolasa a legiijabb WHO-klasszifikacio szerint
tortént [3]. A betegek klinikai adatait az OKTPI, az OKITI és a Bajcsy-Zsilinszky Korhaz
betegnyilvantart6 rendszerébdl gytjtottik ki.

A mintakbol 3 kohortot hoztunk Iétre. Az els6ben 208 agyi attétet vizsgaltunk,
els6sorban a mintakban talalhatd Gsszefiiggésekre koncentraltunk a klinikai és a talélési
adatokkal dsszevetve. A masodikban 61 primer tiidé ADC — agyi attét part elemeztiink és
a parok kozott megfigyelhetd Osszefiiggésekre helyeztiikk a hangstlyt, az egyes terapiak
hatasat is figyelembe véve. A harmadikban 19 primer tiidé6 ADC — agyi attét par esetén
hataroztuk meg a TCR profilt.

4.2. Szoveti multiblokk

Mind a primer, mind az attéti tumormintakbodl szoveti multiblokkot (TMA) készitettiink
a szamitogép vezérelt automatizalt TMA Master berendezéssel (3D HISTECH Kift,
Budapest, Magyarorszag) (8. abra). A reprezentativ teriileteket HE festett metszeteken
jeloltiik ki, melyeket re-lokalizaltunk a TMA készités soran az FFPE donor blokkokon.
A mintakbol 3, egyenként 2 milliméter atmér6jii reprezentativ szévethengert (,,core”)
helyeztiink at a befogado blokkba. A tidé6 ADC mintakbol 3 darab 70 és 3 darab 54
mintds, mig az agyi attétekbdl 3 darab 70 és 9 darab 54 mintdas TMA késziilt. Az
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immunhisztokémiai vizsgalatokhoz kontroll szovetként normal méj, tonsilla, placenta és
vese mintakbol helyeztiink el 1-1 core-t minden TMA blokkban. Az elkésziilt TMA
blokkokbol 3 pum vastagsagu metszetek késziiltek adhézids szilannal bevont felszina

SuperFrost Ultra Plus targylemezekre.

1. donor blokk 2. kiszuras

"‘? . ‘v@ 3. szévethenger

N

5. TMA blokk 4. befogadd blokk

0000000000

0000000000 8888838888
0000000000 0000000009
0000000000 — 0000000009
$888588228 §922885288
000000000 00000000060

6. TMA blokk

immunhisztokémiai metszete

8. abra. A TMA készités sematikus bemutatasa.

A donor blokkok kijeldlt tertiletérdl a 2 mm atmérdjii szovethengereket szamitogép
vezérelt TMA készitd berendezéssel helyeztiik at a recipiens blokkba. Az egyes
helyekhez tartozoé adatok bevitele utan a szamitdgép altal automatikusan készitett xIs
formatumua adatbdzisbol konnyen visszakereshetd, hogy melyik minta pontosan hol
taldlhatd egy adott TMA blokkon belil, illetve az elkésziilt HE festett és

immunhisztokémiai metszeteken.
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4.3. Hisztologiai vizsgalatok

4.3.1. Peritumoralis mononuklearis sejtes infiltracié

A primer tidd és agyi attét mintdk HE festett metszetein meghataroztuk, hogy a

tumorszovet koriil a parenchymaban jelen van-e mononuklearis sejtekbdl allo infiltratum,

azaz mononuklearis gytira.

Két kategoriat hoztunk 1étre:
a) jelen van mononuklearis gyiirii, azokban az esetekben, ha a daganatszovet koriil
kevés vagy massziv mononuklearis sejtes infiltracio megfigyelhetd (9. A és B abra),
b) nincs jelen mononuklearis gytirii, azokban az esetekben, amikor a daganatszovet
— parenchyma hataron egyaltalan nem, vagy csak elszérva lathaté néhany immunse;jt

(9. C és D abra).

9. abra. Peritumoralis mononuklearis sejtes infiltracio.

Ti{id6 adenocarcinoma agyi attéte kifejezett (A) és részleges mononuklearis gytirtivel (B),
valamint a daganatszdvet — agyparenchyma hataron csak néhdny mononuklearis sejttel

(C) és mononuklearis sejtes infiltracio nélkiil (D). HE, 400x nagyitds; méretarany 50 pm.
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4.3.2. Intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio

A tumormintdk kotdszovetes allomdnydban, azaz a stromdjaban megfigyelhetd
mononukledris sejtek mennyiségét is meghataroztuk, az egyes mintak HE festett
metszetein. Ennek soran a lymphocytak, macrophagok és plazmasejtek jelenlétét
egyarant figyelembe vettiikk. Két csoportot hoztunk Iétre az alapjan, hogy a tumor
stromanak tobb (10. A abra) vagy kevesebb (10. B abra), mint 20%-aban figyelhetok
meg gyulladasos sejtek.

10. abra. Intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio.

Tiid6 adenocarcinoma eredeti agyi attéti minta >20%-os (A) és <20%-0S (B)
intratumoralis mononukledris sejtes infiltracioval. HE, 200x nagyitds, méretarany

100pm.

Az intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracid meghatarozasakor nem
beszélhetiink altalanosan elfogadott, klinikailag relevans hatarértékrdl tiidé6 ADC esetén.
A 20%-os hatarérték Tian és mtsai munkajan alapult, akik tripla-negativ
emldcarcinomakat vizsgalva hataroztak meg ezt az értéket [148]. Ezen hatarérték tiid6
ADC-k esetén torténd alkalmazhatosdga érdekében a tumor stromdban jelen 1évd
mononukledris sejtek mennyiségét 179 tiidd ADC agyi attét mintdban digitalis méréssel
hataroztuk meg, a CaseViewer szoftver QuantCenter moduljat hasznalva (11. abra), majd
a metszeteket Pannoramic 250 Flash szkennerrel digitalizaltuk (mindketté 3DHISTECH
Kft, Budapest, Magyarorszag). A mérés soran a 12. abran lathat6 gorbét kaptuk, amely
jol mutatja, hogy a 20%-os hatarérték esetiinkben is jol alkalmazhato.
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11. abra. A tumor stromaban jelen 1évé mononuklearis sejtek mennyiségének
meghatarozasa digitalis modszerrel.

Digitalizat metszeteken a CaseViewer szoftver QuantCenter moduljaval a tumor stroma
reprezentativ részeit jeloltiik ki, majd a Pattern Quant modullal megtanitottuk a
programnak az immunsejtek felismerését. A) A beallitasi folyamat végeredménye, 400X
nagyitas. B) A program automatikusan leszamolta a kijel6lt teriiletek méretét és az ott
talalhatd immunsejtek szamat, és megadta a tumor stromat infiltralo immunsejtek

teriiletre vetitett %-os aranyat.
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12. abra. Az intratumoralis mononuklearis sejtek mennyiségének eloszlasa.

A grafikonon lathaté a 179 mintdban lemért stromalis mononukleéaris sejtek
mennyisége. Az oszlopokra illesztett eloszlasi gorbe kétcsucsu eloszlast mutat,
melynek minimuma 20% koriil mutatkozik. Ezen mérés kell6 bizonyitékul szolgal
arra, hogy a 20%-os hatarértéket alkalmazva soroljuk a betegeket sok vagy kevés

intratumorlais mononuklearis sejtes infiltracioval biré csoportokba.

A digitalis mérésre nem alkalmas (a HE festés nem volt eléggé kontrasztos ahhoz,
hogy a program megfelelden el tudja kiiloniteni a sejteket) agyi attét mintak, valamint az
egyszerlibb kivitelezhetdség miatt a primer tiidd ADC mintak esetében ezt a paramétert

szemikvantitativ modon, fénymikroszkop segitségével hatdroztuk meg.

4.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunreakciokat a TMA blokkok 3 pum vastagsagli metszetein végeztiik el az
eléirasoknak megfeleld 1épéseket kovetve Leica Bond-Max automataval (Leica
Biosystems, Wetzlar, Németorszag). A fébb 1épések a deparaffinalast és a szovetek
fixalasat kovetden az antigén feltaras és peroxidaz blokkolas. Az antitestekkel 30 perces
inkubalads tortént szobahdn, majd a post primer antitest keriilt a metszetekre. Az
immunreakciokat a Bond polymer Refine Detection kit-tel (DS9800, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszag) hivtuk eld. Végiil a sejtmagok festésére hematoxilint hasznaltunk.
A PD-L1 festéshez SP142-es klont (higitas 1:100; Spring Bioscience, Ventana; Oro
Valley, Arizona, Egyesiilt Allamok), kontroll szévetként placentat hasznaltunk (13. A
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abra). A PD-1 festéshez ab52587 antitestet (higitas 1:100; Abcam, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag), kontroll szovetként tonsillat alkalmaztunk (13. B abra).

13. abra. Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz alkalmazott kontroll szovetek.
A) PD-L1 immunreakcio, placenta, 200x nagyitas, méretarany 100um.

B) PD-1 immunreakcio, tonsilla, 400x nagyitas, méretarany 50um.

4.5. A PD-1 és PD-L1 reakciok kiértékelése

Az elkésziilt metszeteken a tumorsejtek PD-L1 pozitivitdsat, valamint az immunsejtek
PD-L1 és PD-1 pozitivitasat vizsgaltuk. Az immunsejtek vizsgalatakor a lymphocytak,
plazma sejtek és macrophagok expresszidjat is figyelembe vettiik. A pozitiv sejtek
szdzalékos mennyiségét szemi-kvantitativ médon hatdroztuk meg.

A tumorsejtek esetén 1%, 5% és 50%-os hatarértékeket, mig az immunsejteknél 1%,
5% és 10%-os hatarértékeket hataroztunk meg (14. abra). A hatarértékeket a klinikai és
kisérletes tanulmanyokban alkalmazott hatarértékek alapjan hataroztuk meg [149-152].
Az igy kapott adatokbol 1étrehoztunk egy kombinalt értéket a POPLAR-tanulmanyt
kovetve [153, 154]. Ennek megfeleléen a tumor- és immunsejtek PD-L1 expresszidja
alapjan 4 csoportba soroltuk az eseteket: ,,nem expresszalo”, ,,alacsonyan expresszalo”,

,,kOzepesen expresszald” és ,,magasan expresszalo” (7. tablazat).
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A tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak meghatarozasakor alkalmazott hatarértékeknek
megfelel6 immunhisztokémiai reakciok reprezentativ részletei (A). Az immunsejtek PD-
L1 (B) és PD-1 (C) expresszidjanak meghatdrozasa sordn alkalmazott hatarértékeknek

megfelel6 immunhisztokémiai metszetek reprezentativ részletei.
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7. tablazat. A POPLAR tanulmény alapjan a PD-
L1 expresszid meghatirozasahoz Iétrehozott
kombinalt értékek

PD-L1 tumorsejtek PD-L1 immunsejtek

Erdk Pozi n}/ sejtek Ereék Pozm}/ sejtek
aranya aranya
TS3 >50% IS3 >10%

TS2 >5% és <50% | 1S2 >5% és <10%
TS1 >1% és<5% |IS1 >1% és <5%

TS0 <1% ISO <1%
Kombinalt értékek

TS3 vagy 1S3 magasan expresszalo
TS2/3 vagy 1S2/3 kozepesen expresszald
TS1/2/3 vagy 1S1/2/3 alacsonyan expresszalo
TS0 és IS0 nem expresszalo

IS: immunsejt; PD-1: programozott sejthalal
receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal ligand-
1; TS: tumorsejt

4.6. T-sejt receptor meghatarozas

A lemetszett FFPE mintakbol DNS izolalast végeztiink Qiagen QlAamp FFPE szoveti
kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag). A deparaffinalas utan ATL puffer és proteinaz K
hozzéadasaval emésztettiik a szoveteket 2 oran keresztiil 56 °C-on, majd 1 oran keresztiil
90 °C-on. Az emésztést kovetéen AL puffer és etanol hozzaadasa utan QlAamp MinElute
oszlopon AW1 és AW2 mosopufferrel tisztitottuk a DNS-t. Végso 1épésként 50ul ATE
elualo puffer alkalmazasaval elualtuk az izolalt DNS-t, amit koncentracié meghatarozast
kovetden, tovabbi felhasznalasig 4°C-on taroltunk.

A mintékbdl izolalt DNS-b6l a TCR klonalitasdnak vizsgélatahoz a nemzetkdzileg
elfogadott primerparok alkalmazasaval (8. tablazat) (Integrated DNA Technologies
Coralville, lowa, Egyesiilt Allamok), a BioMed2 nemzetko6zi ajanlasa szerint [139, 140]
végeztiink fragmenthossz-analizist a TRG lokuszra fokuszalva. Ennek els6 1épéseként a
primerek 10x-es higitasa utan multiplex-PCR tortént a vizsgalni kivant DNS szakasz
enzimatikus amplifikacidja érdekében (ProFlex PCR System, Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). A képzddott termékeket ABI3500 Genetic
Analyzer segitségével detektaltuk (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt
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Allamok). Az analizist GeneMapper Sotware 5-tel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) végeztiik. Az elektroferogramok elemzése soran
monoklonalisnak tekintettiik azt a mintat, melyben a legnagyobb csucs amplituddja
legalabb az azt kovetd cstcs amplitidojanak duplaja volt. Poliklonalis a minta tobb
detektalhat6 csucs esetén, melyek koziil nincs kiemelkedd, hanem Gauss gorbe szerinti
eloszlast mutatnak (15. abra). Minden esetben egy pozitiv (monoklonalis) és egy negativ

(poliklonalis) kontrollt is vizsgaltunk az eredmények megerdsitésére.
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15. abra. T-sejt receptor fragmenthossz-analizisésen elektroferogramjai.
A) Poliklonalis mintéara jellemzd elektroferogram. B) Monoklonalis mintara jellemz6

elektroferogram. Az elektroferogramokon a narancssarga csucsok a standard méretek

jelzését szolgaljak.
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8. tablazat. A polimeraz lancreakcid elvégzéséhez sziikséges komponensek, valamint
az egyes komponensek reakcidhoz sziikséges mennyisége

PCR mix (A cs6) PCR mix (B cs0)
Komponens Menny isg/ Komponens Menny iség/
minta minta
,:\/Irir)l(pllTaq Gold  Master 25ul AmpliTaq Gold Master Mix 25ul
Primer — VG1f Tl Primer — VG9 Tl
Primer — VG10 Tul Primer - VG11 Tul
Primer —JG1.1/2.1 Tl Primer —JG1.1/2.1 Tl
Primer —JG1.3/2.3 Tul Primer — JG1.3/2.3 Tul
DNS 21ul DNS 21l

PCR: polimeraz lancreakcio

4.7. Statisztikai analizis

4.7.1. 208 agyi attét esetet tartalmazo kohort

A kategorikus valtozok Pearson khi-négyzet probaval keriiltek Gsszehasonlitasra, mely
soran a Pearson R érték mutatta meg a paraméterek kozotti Osszefiiggés mértékét. A
talélési analizist az OS, az agyi attét mtététdl szamitott talélés, a PFS, valamint az agyi
attét kialakulasaig eltelt id6 (TTBM) esetén is elvégeztiik.

Annak érdekében, hogy klinikailag még egységesebb betegcsoportokat vizsgaljunk, 4
alcsoportot hoztunk létre a primer tumor kezelése és az agyi attét szoliter vagy multiplex
megjelenése alapjan: (1) a primer tumor miitéti kezelése és szoliter agyi attét (51 £6), (2)
a primer tumor miitéti kezelése és multiplex agyi attét (25 £6), (3) nem operalt primer
tumor ¢és szoliter agyi attét (90 £6), (4) nem operalt primer tumor és multiplex agyi attét
(42 16). A modell szelekcio a ,,survival” R csomag segitségével tortént. A tobbvaltozos
modellbe foglalt valtozok kivalasztdsdhoz els6ként az adott valtozd értéke szerint
definialt betegcsoportokra Kaplan-Meier-modszerrel meghataroztuk az Skm(t) talélési
gorbéket, majd ezeket log-rank teszttel vetettiik 6ssze.

Az analizis sordn a prognosztikai faktorok koziil a sugérterapiat kivettiik, mivel
ellentmondasosak az adatok ezen terapia talélésre gyakorolt hatasardl, hiszen ez a kezelés
csak a jo altalanos allapott betegek esetén alkalmazhato [155, 156]. Az aranyos kockazat
fennallasanak teszteléséhez minden valtozonadl manudlisan vizsgaltuk meg a talélési

gorbék —log(-log(Skm(t))) transzformaltjat. Ha o6tnél kevesebb valtozora teljesiilt az

55



DOI:10.14753/SE.2020.2329

aranyos kockazat fennalldsa, az adott betegcsoportra nem illesztettiink tobbvaltozos
modellt. A modellszelekciot Collett Gtmutatasa alapjan [157] végeztiik: kezdetben a
valtozok azon halmazara illesztettiik a tobbvaltozos Cox-regresszidés modellt, melyekre
egyarant teljesiilt az aranyos kockazat fennallasa és a log-rank teszt p-értéke nem haladta
meg a 0,25-6t. Azon valtozok koziil, melyek hasonldé mennyiségeket jellemeznek (példaul
a PD-1 immunsejteket leird kiilonbozo kiiszobértékek), azt az egyet valasztottuk a
tobbvaltozos modellbe, melynél a log-rank p-érték a legkisebb volt és teljesiilt az aranyos
kockézat fennallasa. Az igy illesztett kezdeti modellt tovabb finomitottuk a legkevésbé
szignifikans hatast valtozok fokozatos kizarasaval, mialatt az AIC (Akaike information
criterion) értékét nem engedtiik 1épésenként tobb mint 10%-kal ndvekedni. Végiil azokat
a valtozokat, melyeknek a log-rank teszt eredménye alapjan nem volt szignifikans hatisa
(de teljesiilt ra az aranyos kockazat fennallasa), egyesével hozzavettiik a Cox-modellhez,
¢s megtartottuk azokat, amelyek az AIC értékét csokkentették. A végleges modellek
paraméterei a teljes tulélésre és az agyi attét mitététdl szamitott tulélésre vonatkozoan a
9. tablazatban talalhatok.

A statisztikai tesztek elvégzése SPSS 20.0-s verzioval tortént (IBM, Armonk, New
York, Egyesiilt Allamok). A statisztikai szamitasok eredményét p < 0,05 esetén

tekintettiik szignifikansnak.
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9. tablazat. A tobbvaltozds Cox modellek paraméterei
a teljes €és az agyi attét mitététél szamitott talélési
analizis soran

Teljes kohort; OS

magasabb stadium

primer tumor miitéte
kemoterapia hianya

<60 év

szoliter agyi attét
peritumoralis infiltracié hianya
nem expresszaldo (POPLAR)
PD-1 immunsejt > 1%

szupratentorialis agyi attét

Teljes kohort; agyi attét miitétét6l szamitott tulélés

magasabb stadium

kemoterapia hidnya

szoliter agyi attét

peritumoralis infiltracié hianya

kozepesen €s magasan expresszaldo (POPLAR)
PD-1 immunsejt > 5%

PD-L1 tumorsejt > 50%

szupratentorialis agyi attét

1-es alcsoport; OS

magasabb stadium
kemoterapia hidnya
peritumoralis infiltracio hidnya
nem expresszalo (POPLAR)
PD-1 immunsejt > 1%

PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1:
programozott sejthalal ligand-1; OS: teljes tulélés
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4.7.2. 61 primer tiidé ADC és agyi attét part tartalmazo kohort
A valtozok kozott Spearman korrelacid analizist végeztiink python 3.5.3 verzio és a
scipy.stats statisztikai csomag hasznalataval.

A mennyiségi valtozok kozotti valodi dsszefiiggések akkor vizsgalhatok a legjobban,
ha nem hatarozunk meg hatarértékeket, igy a statisztikai elemzést a fent leirt szovettani
paraméterck szemi-kvantitativ adataival, a kozleményekben [149, 150, 152], valamint a
Klinikai gyakorlatban [158-160] hasznalt hatarértékekkel egyarant elvégeztik. A
statisztikai szamitasok eredményét p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikansnak. Minden
paraméternél a legszignifikansabb adatot kivalasztva végeztiik el a Bonferroni korrekciot.
A korrekciot kovetden is szignifikdnsnak mutatkozé értékek csillaggal jelolve lathatok a
tablazatokban.

A primer tiidd6 ADC és a hozza tartozé agyi attét kozott vizsgalva az egyes
paraméterek valtozasat, a valtozas pozitiv (+1), negativ (-1) vagy neutralis (0) értéket
kapott, annak megfeleléen, hogy az adott paraméter novekedett, csokkent vagy nem
valtozott az agyi attétben a primer mintdhoz hasonlitva. Az eltérd terapias csoportokban
az egyes paraméterck valtozasi iranyanak atlagat t-teszttel hasonlitottuk Ossze a
scipy.stats python csomag hasznalataval. Azoknal a paramétereknél, ahol kiilonb6z6
hatarértékeket hataroztunk meg, a legalacsonyabb p érték esetén végeztiik el a korrekcios

szamitasokat Holm-Sidak féle tobbszords dsszehasonlitassal.

4.7.3. 19 primer tiidé ADC és agyi attét part tartalmazo kohort
A kategorikus valtozok Pearson khi-négyzet probaval keriiltek 6sszehasonlitasra, mely
soran a Pearson R érték mutatta meg a paraméterek kozotti 0sszefliggés mértekét. A

statisztikai szamitasok eredményét p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikansnak.

4.8. Etikai vonatkozasok

Kutatdsaink soran mindenben a hatalyos jogszabalyok szerint jartunk el a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdg (TUKEB) engedélyének birtokaban
(#155/2012, #510/2013, #86/2015), valamint a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak

megfelelden.
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5. Eredmények

A kapott eredményeket a fent részletezett harom kohort alapjan kiilon-kiilon ismertetem.

5.1. 208 agyi attét esetet tartalmazo6 kohort

5.1.1. Klinikai adatok

A vizsgalatba bevont 208 tiid6 ADC eredetii agyi attétben szenvedd beteg klinikai adatait,
beleértve az ¢€letkort, a nemet, a dohanyzast, a COPD meglétét, az agyi attét(ek)
lokalizaciojat, valamint az alkalmazott terapias adatokat a 10. tablazatban foglaltam
Ossze. Mivel az agyi attéti mintak 2008-2014 kozottiek, valamint a primer daganatok nagy
rész¢éb6l nem tortént mintavétel és ezaltal molekularis vizsgalat sem, igy a driver

mutaciok szerepét jelen munkdnk soran adathidny miatt nem vizsgaltuk.

5.1.2. Tulélési adatok

A betegek atlagos teljes talélése 29,7 (£24,2), mig az agyi attét miitététdl szamitott tilélés
14,9 (+13,5) honap volt. A PFS 15,1 (£16,4) honap volt, az agyi attét kialakulasaig pedig
atlagosan 22,0 (£21,5) honap telt el. A 208 betegbdl azonban 78 esetben az agyi attét

kertilt el6szor diagndzisra és csak azt kovette a primer tiidé ADC felfedezése.

5.1.3. Peri- és intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio az agyi attétekben

Az esetek 56%-aban figyeltiink meg peritumoralis mononuklearis sejtes infiltraciot, mig
44%-ukban ez nem volt jelen. Az esetek 69%-aban <20% és 31%-aban >20%
intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracido volt azonosithatd (16. abra). Az agyi
attéteket vizsgalva pozitiv korrelaciot igazoltunk a mononuklearis gytirii jelenléte és az
intratumoralisan megfigyelhet6 mononuklearis sejtek mennyisége kozott (p = 0,001; khi-

négyzet proba, Pearson R = 0,324).
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10. tablazat. Tiido ADC-bdl szarmazo agyi attétes betegek klinikai adatai

N=208 %
Eletkor (év)
Atlag (+SD) 59,28 (+8,96)
Tartomany 25-79
Nem
Férfi 104 50,0
NG 104 50,0
Dohanyzas
Dohanyzik 131 63,0
Leszokott 51 245
Nem dohanyzott 23 11,0
Nem ismert 3 15
COPD
Igen 62 29,8
Nem 146 70,2
Klinikai stadium a tiidétumor diagnézisakor
1A 6 2,9
IB 24 11,5
A 12 5,8
11B 8 3,8
A 26 12,5
1B 15 7,2
IV (agy) 110 52,9
Nem ismert 7 3,4
Az agyi attét elhelyezkedése
Egyszeres 141 67,8
Supratentorialis 112 79,4
Infratentorialis 29 20,6
To6bbszoros 67 32,2
Primer tumor kezelése
Sebészi rezekcid (kemoterapia) 76 36,5
Kemoterapia 95 45,7
Palliativ ellatas 37 17,8
Szteroid terapia az agyi attét miitéte elétt (<1 ho)
lgen 137 65,9
Nem 52 25,0
Nem ismert 19 9,1
Kemoterapia az agyi attét miitéte elott
lgen 75 36,1
Nem 132 63,4
Nem ismert 1 0,5
Posztoperativ agyi besugarzas
Teljes agyi besugarzas 82 39,4
Stereotaxias sugarkezelés 25 12,0
Mindkettd 35 16,8
Nem kapott 66 31,8

ADC: adenocarcinoma; COPD: krdonikus obstruktiv tiidébetegség; N: esetszam; SD: standard
deviacid
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A B
Mononuklearis gytri Stromalis infiltratum

44% 31%
56%

69%

= yan = nincs <20% = >20%

16. abra. A mononuklearis sejtek eloszlasa a 208 agyi attéti mintaban.
A) A mintakban megfigyelhetd peritumoralis mononuklearis sejtes infiltracio aranya.

B) A mintdkban megfigyelhetd intratumoralis mononukledris sejtes infiltracid
mennyisége.

5.1.4. PD-L1 és PD-1 expresszié az agyi attétekben

A primer tiid6 ADC-K agyi attéteiben megfigyelheté PD-L1 és PD-1 expresszios adatokat
a 17. abran foglaltam 6ssze, az altalunk alkalmazott kiilonb6z6 hatarértékek alapjan. A
POPLAR-tanulmany szerinti PD-L1 expresszios csoportositast alkalmazva az esetek
26,4%-a a PD-L1-et,,nem expresszalo”, 73,6%-a pedig a PD-L1-ct expresszalo csoportba
keriilt. Az expresszio mértéke alapjan az esetek 38,0%-a alacsonyan, 20,3%-a kdzepesen,
41,7%-a pedig magasan expresszalta a PD-L1-et.

Erdekesség, hogy pozitiv 6sszefiiggést figyeltink meg a PD-L1 pozitiv tumor- és
immunsejtek €s a PD-1 pozitiv immunsejtek mennyisége kozott csaknem az Osszes
hatarérték esetén. Kivétel ez alol a 10%-os hatarérték az immunsejtek PD-1, valamint az
1%-o0s hatarérték az immunsejtek PD-L1 expresszidjanak meghatarozasakor (11.
tablazat). A POPLAR-tanulmany szerinti PD-L1-et ,,magasan expresszalo™ esetekben
magasabb volt az immunsejtek PD-1 expresszigja mindegyik hatarértéknél (11.
tablazat).
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Tumorsejtek PD-L1 expresszidja

1% 5%
Hatarérték

negativ = pozitiv

Immunsejtek PD-L1 expresszidja

519

1% 5%
Hatarérték

“negativ  pozitiv

Immunsejtek PD-1 expressziéja

73.9

1% 5%
Hatarérték

negativ. ™ pozitiv

62

50%

10%

88.5

10%

17. abra. PD-L1 és PD-1 expresszio a 208 agyi attéti mintaban.
Az oszlopdiagrammokon a tumorsejtek PD-L1 (A), az immunsejtek PD-L1 (B) és
PD-1 (C) expresszidjanak mértéke lathatd, az altalunk hasznalt hatarértékek

PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal ligand-1
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11. tablazat. A tiid6 adenocarcinoma eredetli agyi attétekben megfigyelheté PD-L1

¢és PD-1 expressziok kozotti sszefliggések

PD-1 immunsejt

o <1% vs.>1%
A pozitiv sejtek

<5% vs. >5%

<10% vs. >10%

aranya p-érték Peaéson p-érték Peaéson p-értek Peaéson
<1% vs. >1% 0,024 0,179 <0,001 0,300 <0,001 0,276
tupn?o-rLsijt <5%vs.>5% 0,040 0163 <0001 0314 <0001 0282
<50% vs.>50% 0,023 0,179 <0,001 0291 <0,001 0,311
<1% vs. >1% <0,001 0,367 0,005 0224 ns. -
impn'?dhslejt <5%vs.>5% <0001 0398 0001 0258 0037 0,167
<10%vs.>10%  <0,001 0308 <0001 0285 0,011 0,203
Betegcsoportok a POPLAR-tanulmany alapjan
nem expresszalo vs. 4 001 9343 0002 0248 0008 021
expresszalo
alacsonyan
PO-LL expresszalo vs. 601 0404 <0001 0285 <0001 0.279
tumorsejt kdzepesen/magasan ' ' ' ' ' '
_vagy expresszalo
immunsejt
alacsonyan/kdzepesen
expresszalo vs.  <0,001 0,355 0,006 0,218 0,001 0,269

magasan expresszalo

PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal ligand-1

5.1.5. A mononuklearis sejtek eloszlasanak, mennyiségének, valamint a PD-L1 és

PD-1 expresszié mértékének osszefiiggései a klinikai adatokkal

A nemek tekintetében egyik paraméter esetén sem figyeltink meg kiilonbséget

(peritumoralis mononuklearis sejtes infiltracio p = 0,411, intratumoralis mononuklearis

sejtes infiltracio p = 0,225, tumorsejtek PD-L1 expresszioja p = 0,119, immunsejtek PD-

L1 és PD-1 expresszidja p = 0,333 és p = 0,214; khi-négyzet proba).

A dohéanyzasi szokasokat vizsgalva sem tudtunk Osszefliggést kimutatni a

mononuklearis sejtek eloszlasaval és mennyiségével, illetve a tumorsejtek PD-L1,

valamint az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziojaval (p = 0,822, p = 0,695, p = 0,053,

p = 0,629 és p = 0,804; khi-négyzet proba).
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A betegek COPD statuszat 6sszevetve a fenti paraméterekkel szintén nem mutatkozott
szignifikans 6sszefliggés (p = 0,605, p = 0,518, p = 0,587, p = 0,912 és p = 0,614; khi-
négyzet proba).

Az agyi attétek lokalizaciojat és szamat is figyelembe véve nem talaltunk 6sszefliggést
a peritumoralis immunsejtek mennyisége, a tumorsejtek PD-L1, valamint az immunsejtek
PD-1 expresszidja és az agyi attétek szama, illetve elhelyezkedése kozott (p = 0,597, p =
0,093 és p = 0,176; khi-négyzet proba). Az intratumoralis immunsejtek mennyisége nem
fliggott Ossze az agyi attétek szamaval (p = 0,307; khi-négyzet proba), azonban a
supratentorialis attétekben szignifikdnsan magasabb volt a stromalis immunsejtek aranya
(p = 0,015, Pearson R = 0,210; khi-négyzet proba). Az immunsejtek PD-L1 expresszidja
gyenge pozitiv korrelacidt mutatott az agyi attétek szamaval (p = 0,028, Pearson R =
0,1739; khi-négyzet proba).

Az alkalmazott terapiak hatasat vizsgalva a massziv peri- vagy intratumoralis
mononukledris sejtes infiltraciot mutatod esetek aranya megegyezett az agyi attét miitéte
elétt kemo- vagy szteroid terapidt kapott vagy nem kapott betegcsoportok kozott (p =
0,997 és p = 0,452; p = 0,186 és p = 0,879; khi-négyzet proba). A kozvetleniil az agyi
attét mutéte eldtt alkalmazott szteroid terdpia szignifikans Osszefliggést mutatott az
immunsejtek alacsonyabb PD-L1 expresszidjaval 10%-os hatarértéknél a szteroid
terapiaban nem részesiilt betegcsoporthoz képest (p = 0,021, Pearson R = 0,208; khi-
négyzet proba). Nem volt kimutathaté Osszefiiggés a tumorsejtek PD-L1 és az
immunsejtek PD-1 expresszidjaban a szteroid terapiaban részesiilt vagy nem részesiilt
betegcsoportokat vizsgalva. Az agyi attét mitéte eldtt alkalmazott kemoterapia nem

befolyasolta a tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidjat.

5.1.6. Az agyi attétekben megfigyelheté mononukledris sejtek eloszlasanak és
mennyiségének osszefiiggése a PD-L1 és PD-1 expresszioval

Az attétekben jelen 1évé immunsejtek mennyiségét és elhelyezkedését, valamint a tumor-
¢s immunsejtek fehérje expresszios adatait Osszevetve az alacsony, azaz 20% alatti
intratumoralis mononuklearis sejtmennyiség a tumorsejtek alacsony PD-L1
expresszidjaval korellalt mindegyik hatarértéknél (p = 0,021, 0,028 és 0,009; Pearson R
= 0,180, 0,172 ¢és 0,203, 1%, 5% és 50% hatarérték esetén). Az immunsejtek PD-L1

expresszi®jat vizsgdlva, az intratumoralis mononukledris sejtek 20%-ot meghalad6
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jelenléte magasabb PD-L1 pozotivitassal tarsult mindegyik hatarértéknél (p < 0,001, p <
0,001 és p = 0,013; Pearson R = 0,315, 0,341 ¢s 0,196, 1%, 5% és 10% hatarérték esetén).
A mononuklearis gyltrii jelenléte szintén az immunsejtek magasabb PD-L1
pozitivitasaval korrelalt mindegyik hatarértéknél (p = 0,011, p < 0,001 és p = 0,006;
Pearson R = 0,212, 0,323 és 0,231). Az immunsejtek 1% f616tti PD-1 pozitivitasa
szignifikans Osszefliggést mutatott a 20%-ot meghalad6 intratumoralis mononukleéris
sejtmennyiséggel (p = 0,004, Pearson R = 0,226) és a mononuklearis gytirii jelenlétével
(p = 0,003, Pearson R = 0,242) (12. tablazat).

A POPLAR-tanulmanyban hasznalt kategoéridk alapjan létrehozott csoportokat
vizsgalva a PD-L1-et ,,magasan expresszalo” esetekben figyeltiink meg Gsszefiiggést az
expresszids szint, valamint a mononuklearis gylirli jelenléte és a 20%-ot meghalado
intratumoralis mononukleéris sejtmennyiség kozott, az ,,alacsonyan expresszald” vagy

,»hem expresszald” csoportokhoz képest (12. tablazat).
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12. tablazat. A tiid6 adenocarcinomak agyi attéteiben megfigyelhetd
mononukledris sejtek mennyiségének és elhelyezkedésének osszefiiggései a PD-L1
¢és PD-1 expresszioval

Intratumoralis Peritumoralis
Betegcsoportok a  mononuklearis sejtek  mononuklearis sejtek
kiilonboz6 (<20% vs. >20%) (nincs vs. van)
hatarértékek alapjan
p-érték Pearson R p-érték  Pearson R
<1% vs. >1% 0,021 0,180 ns. -
PD-L1 <5% vs. >5% 0028 0172 ns. i
tumorsejt
<50% vs. >50% 0,009 0,203 ns. -
<1% vs. >1% <0,001 0,315 0,011 0,212
PD-LL - sop s >5% <0001 0341 <0001 0323
Immunsejt
<10% vs. >10% 0,013 0,196 0,006 0,231
<1% vs. >1% 0,004 0,226 0,003 0,242
_PD-1 <5% vs. >5% ns. - ns. -
Immunsejt
<10% vs. >10% ns. - 0,044 0,166

Betegcsoportok a POPLAR-tanulmany alapjan

nem expresszalo vs. <0,001 0,302 0,026 0,185

expresszalo

PD-L1 alacsonyan

) expresszalo vs.
tumorsejt kéz’;gese émagvasan <0,001 0338 0001 0275

_vagy expresszalo

immunsejt
alacsonyan/kdzepesen

expresszalo vs. <0,001 0,361 <0,001 0,292

magasan expresszalo

ns: nem szignifikdns; PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1:
programozott sejthalal ligand-1

5.1.7. A klinikai adatok osszefiiggése a tuléléssel

A kiilonbozé valtozokhoz tartozd Kaplan—Meier tulélési gorbék kozotti szignifikans

eltéréseket egyvaltozos log-rank teszttel és tobbvaltozos Cox regresszids analizissel

vizsgaltuk.

A primer tiid6 ADC korai, I-es és II-es stadiumban torténd diagnozisa, a tiidétumor

mitéti rezekcidja €s a kemoterdpia alkalmazasa szignifikdnsan jobb OS-t eredményezett
egyvaltozos log-rank teszttel (p < 0,001, p < 0,001, p = 0,027). A tébbvaltozos Cox

regresszios analizis sordn a tiidétumor miitéti rezekcidja pozitiv, a kemoterapia hidnya
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negativ fliggetlen prognosztikus tényezonek bizonyult (p = 0,004, HR = 0,318, CI =
0,145-0,701; p < 0,001, HR = 3,139, CI = 1,715-5,745). Azonban ezek a paraméterek
log-rank teszttel nem mutattak Gsszefiiggést az agyi attét muitététol szamitott taléléssel (p
= 0,064, p= 0,063, p =0,151).

Egyszeres agyi attét esetén a betegek agyi attét miitététdl szamitott tulélése
szignifikansan jobbnak bizonyult a tobbszords agyi attéttel rendelkezd betegesoporthoz
képest (p = 0,012; log-rank). Ez az 6sszefliggés a tobbvaltozos Cox regresszios analizis
elvégzésekor is szignifikansnak bizonyult (p = 0,010, HR = 0,656, CI = 0,476-0,905). Az
OS tekintetében nem figyeltiink meg Gsszefliggést az agyi attétek szamaval kapcsolatban
(p = 0,095; log-rank; és p = 0,174, HR = 0,796, CI = 0,573-1,106; Cox).

Az agyi attétek elhelyezkedését vizsgalva, mind az OS, mind az agyi attét miitététol
szamitott talélés jobbnak bizonyult supratentorialis egyszeres attét meglétekor az
infratentorialis szoliter attéttel bird betegcsoporthoz képest (p = 0,012 és 0,001; log-rank).
Azonban az agyi attét elhelyezkedése nem bizonyult fiiggetlen prognosztikus tényezoének
tobbvaltozos Cox regresszio6 soran (p = 0,440, HR = 1,267, Cl = 0,695-2,313 ¢s p=0,357,
HR = 0,739, Cl = 0,388-1,407).

A 60 évnél fiatalabb betegek mind a primer tumor diagndzisatol (OS), mind az agyi
attét miitététol szamitva jobb tulélést mutattak (p = 0,029 és p = 0,019; log-rank). Az OS
tekintetében az életkor fliggetlen prognosztikus tényezé maradt CoX regresszids analizist
kovetden is (p = 0,032, HR = 0,554, Cl = 0,323-0,949).

A nemek tekintetében nem talaltunk Osszefiiggést sem a teljes, sem az agyi attét
miitététol szamitott taléléssel kapcsolatban.

Egyik paraméter sem mutatott §sszefliggést a PFS-sel és TTBM-el.

5.1.8. A mononuklearis sejtek eloszlisanak és mennyiségének 0Osszefiiggése a
tuléléssel

A talélési adatokat Osszevetve az agyi attétekben talalhaté mononuklearis sejtek
elhelyezkedésével, azt az eredményt kaptuk, hogy a peritumoralis mononuklearis gytrt
hidnya rosszabb tuléléssel tarsult az agyi attét matététdl szamitva (p = 0,010; log-rank)
(18. A abra). Azonban a fenti Osszefiiggés a tobbvaltozos Cox analizist kdvetéen csak

erds tendencianak bizonyult (p = 0,050, HR = 1,731, CI = 0,578-2,994).

67



DOI:10.14753/SE.2020.2329

A talélési adatokat Osszevetve az agyi attétekben taldlhatdé mononuklearis sejtek
mennyiségével, az OS tekintetében figyeltiink meg egy tendenciat, miszerint a 20%-0t
meghalado intratumoralis mononukledris infiltratummal bir6 agyi attétes betegek primer
tumor diagnozisatdl szamitott talélése kedvezébb (p = 0,066; log-rank).

A fentiek alapjan lathatjuk, hogy a betegek tulélésére a primer tiidétumor mitéti
eltavolitasa, a kemoterapia és az agyi attétek szdma erds hatast gyakorol, igy a Modszerek
fejezet, Statisztikai analizis alfejezetében targyalt négy, klinikailag egységesebb alcsoport
esetén is elvégeztiik a Cox regresszids analizist. Az egyes alcsoportba tartozo, primer
tumor miitéten atesett és egyszeres agyi attéttel bird betegekcsoportban a tobbvaltozos
modellben a mononuklearis gytirti hianya rosszabb OS-sel tarsult (p = 0,027, HR = 3,054,
Cl =1,137-8,202). Kaplan—Meier analizissel vizsgalva a mononuklearis gyiirii jelenléte
kedvezébb tuléléssel tarsult a primer tumor diagnoézisatol szamitva, azonban ez az
Osszefliggés nem érte el a szignifikans mértéket (p = 0,060) (18. B abra). A tobbi
alcsoport tekintetében nem talaltunk szignifikans osszefiiggést a talélési adatok, valamint
az agyi attétekben talalhaté mononukledris sejtek elhelyezkedése és mennyisége kozott.

A PFS és TTBM egyik paraméterrel sem mutatott osszefliggést.
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18. abra. A peritumoralis mononuklearis sejtes infiltratum tulélésre gyakorolt hatasa
(Kaplan-Meier gorbék).

A) A teljes populacioban a mononuklearis gyiirii hianya szignifikdnsan rosszabb taléléssel
tarsult az agyi attét mitététdl szamitva. B) A klinikailag homogénebb, primer tumor mitéten
atesett €s egyszeres agyi attétes betegcsoportban a mononuklearis gytirii jelenléte kedvezébb
tulélési tendenciaval tarsult a primer tumor diagnézisatdl szamitva.

MGY: mononukledris gylirli; n: esetszam

5.1.9. A PD-L1 és PD-1 expresszio osszefiiggése a tuléléssel

A tumor- és immunsejtek fehérje expresszids adatait log-rank teszttel vizsgalva, nem
talaltunk Osszefliggést sem a PD-L1, sem a PD-1 expresszios értékek és az OS vagy az
agyi attét miitététdl szamitott tlélés kozott egyik altalunk hasznalt hatarérték esetén sem.
Az eredmények tobbvaltozds Cox regresszios analizis sordn sem érték el a szignifikdns
értéket.

A Kklinikailag egységesitett betegcsoportokat vizsgalva a 2-es betegcsoport esetén
talaltunk Osszefliggéseket, miszerint a primer tiidétumor miitéti rezekcidjan atesett és
tobbszords agyi attéttel rendelkezd betegeknél az immunsejtek 10% alatti PD-1
expresszioja nem szignifikansan, de kedvezdbb OS-sel tarsult Kaplan—Meier analizis
soran (p = 0,055) (19. A abra). Ugyanebben a betegcsoportban a tumorsejtek
alacsonyabb PD-L1 expresszioja — mindegyik hatarértéknél — jobb taléléssel tarsult az
agyi attét mutététdl szamitva. Ez az 0sszefiiggés Kaplan—Meier analizis sordn csak az

1%-os hatarérték esetén bizonyult szignifikansnak (p = 0,023) (19. B abra).
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19. abra. A PD-1 és PD-L1 expresszié talélésre gyakorolt hatasa a primer
tildotumor miitéti rezekciojan atesett és tobbszoros agyi attéttel rendelkezo
betegcsoport esetén (Kaplan-Meier gorbék).

A) Az agyi attétekben jelen 1év0 immunsejtek 10% alatti PD-1 expresszidja tendenciat
mutat a kedvezdbb teljes talélés felé. B) Az agyi attétek tumorsejtjeinek 1% alatti PD-L1
expresszioja szignifikdns Osszefiiggést mutat a betegek agyi attét miitététdl szamitott
kedvezdbb tulélésével.

IS: immunsejt; PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal
ligand-1; TS: tumorsejt

A POPLAR-tanulméany alapjan létrehozott betegcsoportok vizsgalatakor az
egyvaltozos log-rank tesztet alkalmazva a PD-L1-et ,,nem expresszalo” betegcsoport jobb
talélést mutatott az agyi attét miitététdl szamitva a PD-L1-et expresszalo betegcsoporthoz
képest (p = 0,008) (20. A abra). Kaplan—Meier analizissel a PD-L1-et ,,alacsonyan
expresszalo” betegek teljes talélése bizonyult kedvezObbnek a PD-L1-et ,,magasan
expresszald” betegekhez képest (p = 0,046) (20. B abra).
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20. abra. A POPLAR-tanulmany szerinti kombinalt PD-L1 expresszios értékek
tulélésre gyakorolt hatasa (Kaplan-Meier gorbék).

A) A PD-L1-et ,,nem expresszald” betegek jobb tulélést mutattak az agyi attét miitététol
szamitva a PD-L1-et expresszald betegekhez képest. B) A PD-L1-et ,alacsonyan
expresszald” betegek teljes tulélése kedvezébb a PD-L1-et ,,magasan expresszald”

betegekhez képest.

PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal ligand-1

A talélési analizishez 1étrehozott tobbvaltozés Cox modellek eredményeit a 13.

tablazatban foglaltam 0ssze.
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13. tablazat. A tobbvaltozos Cox modellek eredményei a teljes €s az
agyi attét mitététdl szamitott tulélési analizis sordn

valtozo p HR Cl
Teljes kohort; OS

magasabb stadium 0,282 1,675 0,655-4,284
primer tumor miitéte 0,004 0,318 0,145-0,701
kemoterapia hianya <0,001 3,139 1,715-5,745
<60 év 0,032 0,554  0,323-0,949
szoliter agyi attét 0,174 0,796 0,573-1,106
peritumoralis infiltracié hidnya 0,089 1,635 0,928-2,881
nem expresszaldo (POPLAR) 0,546 0,816 0,421-1,581
PD-1 immunsejt > 1% 0,840 0,930  0,456-1,893
szupratentorialis agyi attét 0,440 1,267 0,695-2,313
Teljes kohort; agyi attét miitétét6l szamitott tulélés

magasabb stadium 0,161 1,595 0,831-3,062
kemoterapia hianya 0,224 1,430 0,804-2,543
szoliter agyi attét 0,010 0,656 0,476-0,905
peritumoralis infiltracio 0.050 1731 0.578-2.994
hianya ’ ' ' '
kozepesen és magasan

exprgsszélé (POPgLAR) 0,102 1604 0,910-2,825
PD-1 immunsejt > 5% 0,840 0,941  0,524-1,691
PD-L1 tumorsejt > 50% 0,090 0,562  0,288-1,095
szupratentorialis agyi attét 0,357 0,739 0,388-1,407
1-es alcsoport; OS

magasabb stadium 0,375 1,634  0,552-4,837
kemoterapia hianya 0,999 2,717 0,829-8,901
peritumoralis infiltracio 0027 3054 1137-8.202
hianya ’ ' ' '
nem expresszaléo (POPLAR) 0,731 0,829 0,285-2,414
PD-1 immunsejt > 1% 0,526 0,722  0,264-1,974

Cl: konfidencia intervallum; HR: Hazard-ratio (kockazati arany); PD-
1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal
ligand-1; OS: teljes tlélés; félkovérrel a szignifikans p értékhez
tartozo adatsorok lathatok
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5.2. 61 primer tiidé adenocarcinoma és agyi attét part tartalmazo kohort

5.2.1. Klinikai adatok

A vizsgalatba bevont 61 agyi attétes tiid6 ADC-ben szenved6 beteg klinikai adatait,
beleértve az életkort, a nemet, a dohdnyzast, a COPD statuszt, valamint a primer
tidétumor és az agyi attét esetén alkalmazott terapias adatokat a 14. tablazatban
foglaltam 6ssze. Mivel a primer tidé ADC mintak 2005-2014 kozottiek, a molekularis
vizsgalatok sok esetben nem torténtek meg, igy a driver mutacidk szerepét jelen munkank

soran adathiany miatt nem vizsgaltuk.

5.2.2. Tulélési adatok

A betegek atlagos teljes tilélése 41,2 (+26,0), mig az agyi attét miitététél szamitott talélés
16,4 (+12,9) honap volt. A PFS 21,1 (£18,1) honap volt, az agyi attét kialakulasaig pedig
atlagosan 26,3 (£23,5) honap telt el. A 61 betegbdl 5 esetben az agyi attét keriilt elészor

diagnozisra.

5.2.3. Peri- és intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracié6 a primer tiidé6
adenocarcinomakban és a hozzajuk tartozé agyi attétekben

A primer tumorokat vizsgalva az esetek 78%-aban volt megfigyelhetd peritumoralis
mononukledris sejtes infiltracio, mig 22%-ukban nem volt jelen. Az esetek 84%-aban
<20% ¢és 16%-aban >20% intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracid volt
azonosithatd (21. abra). Az agyi attéteket vizsgalva peritumoralis mononuklearis sejtes
infiltracio az esetek 63%-aban volt lathato, mig 37%-aban nem volt jelen. Az
intratumoralis mononuklearis sejtek tekintetében 69%-ban azonositottunk <20% ¢s 31%-

ban >20% infiltraciot (21. abra).

5.2.4. PD-L1 és PD-1 expresszié a primer tiid6é adenocarcinomakban és a hozzajuk
tartozo agyi attétekben

A primer tidé ADC-kben és a hozzajuk tartozo agyi attétekben megfigyelheté PD-L1 ¢€s
PD-1 expresszios adatokat a 15. tablazatban foglaltam Ossze, az altalunk alkalmazott

kiilonboz6 hatarértékek alapjan.

73



DOI:10.14753/SE.2020.2329

14. tablazat. Primer tiid6 ADC-ben és agyi attétben szenvedé betegek klinikai adatai

N=61 %

Eletkor (év)

Atlag (£SD) 59,81 (£7,07)

Tartomany 42-73
Nem

Férfi 30 49,2

NO 31 50,8
Dohanyzas

Dohanyzik 39 63,9

Leszokott 15 24,6

Nem dohanyzott 5 8,2

Nem ismert 2 3,3
COPD

Igen 21 34,4

Nem 37 60,6

Nem ismert 3 5,0
Klinikai stadium a tiidétumor diagnézisakor

1A 4 6,6

IB 18 29,5

A 9 14,8

1B 6 9,8

A 15 24,6

B 1 1,6

IV (agy) 6 9,8

Nem ismert 2 3,3
Kemoterapia a primer tiidétumor miitéte elott

Igen 4 6,6

Nem 57 93,4
Sugarterapia a primer tiidétumor miitéte elott

Igen 2 3,3

Nem 59 96,7
Szteroid terapia az agyi attét miitéte elott (<1 ho)

Igen 37 60,6

Nem 15 24,6

Nem ismert 9 14,8
Kemoterapia az agyi attét miitéte elétt (barmikor)

Igen 32 52,5

Nem 29 47,5
Kemoterapia az agyi attét miitéte eldtt (1 éven beliil)

Igen 14 23,0

Nem 47 77,0
Sugarterapia az agyi attét miitéte el6tt

Igen 5 8,2

Nem 56 91,8

COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség; N: esetszam; SD: standard deviacio
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21. abra. A mononukledris sejtek eloszlasa a vizsgalt mintakban.

A 61 primer tiidé adenocarcinoméban és a hozzajuk tartozd agyi attét mintakban

megfigyelhetd peritumoralis és intratumoralis mononukledris sejtes infiltracié aranya.
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15. tablazat. A tiid6 adenocarcinomakban és a hozzajuk tartozo agyi attétekben
megfigyelheté PD-L1 és PD-1 expresszio a vizsgalt hatarértékek alapjan

Az egyes csoportokba tartozé esetek (%)

Tiido adenocarcinoma

) <1%vs. 21% <5%vs. 25% <50% vs. 250%
PD-L1 tumorsejt

63,9 36,1 75,4 24,6 93,4 6,6
. i <I%vs. 21% <5%vs. 25% <10% vs. 210%
PD-L1 immunsejt
95,7 44,3 90,2 9,8 96,7 3,3

<1%vs. >21% <5%vs. >5% <10% vs. 210%
16,4 83,6 54,1 459 78,7 21,3

PD-1 immunsejt

Agyi attét
<I%vs. 21% <5%vs. 25% <50% vs. >250%
65,6 34,4 72,1 27,9 82,0 18,0
<1%vs. >21% <5%vs. >25% <10% vs. 210%
64,4 35,6 93,2 6,8 93,2 6,8
<1%vs. >21% <5% vs. 25% <10% vs. >210%
36,1 63,9 75,4 24,6 88,5 11,5

PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott sejthalal ligand-1

PD-L1 tumorsejt

PD-L1 immunsejt

PD-1 immunsejt

5.2.5. A primer tiid6é adenocarcinomaban és a hozza tartozo6 agyi attétben jelenlévé
mononuklearis sejtek elhelyezkedésének és mennyiségének osszefiiggései

Nem talaltunk osszefiiggést a primer tiidé ADC-ben és a hozza tartozo6 agyi attétben 1évo
intartumoralis vagy peritumoralis mononukledris sejtes infiltracio kozott (p = 0,353 és
0,818; Spearman korrelacio) (22. A abra). Szintén nem talaltunk 6sszefiiggést egy adott
primer tid6 vagy agyi attét mintan beliil a peritumoralis €s intratumoralis mononuklearis
sejtes infiltraciot Gsszehasonlitva (primer tiidé ADC p = 0,063; agyi attét p = 0,158;

Spearman korrelacio) (22. B abra).
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22. abra. A mononuklearis sejtek elhelyezkedésének és mennyiségének osszefiiggése
a primer tiidé ADC és a hozza tartozo agyi attét kozott, valamint az egyes mintakon
beliil.

A) Az intratumoralis és peritumoralis mononuklearis sejtek korrelacidja a primer tiid6é
ADC-kben ¢és a hozzajuk tartozo6 agyi attétekben. B) Az egyes mintdkban megfigyelhetd

peritumoralis €s intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracid kozotti korrelacio.

5.2.6. A primer tidé adenocarcinomaban és a hozza tartoz6 agyi attétben
megfigyelheté PD-L1 és PD-1 expressziok kozotti osszefiiggések

A primer tiidé6 ADC-ben és a hozza tartozo agyi attétben megfigyelhetd PD-L1 és PD-1
expresszids adatok Gsszehasonlitasakor szignifikans pozitiv korrelaciot mutattunk ki a

tumorsejtek PD-L1 expresszidjaban a parok kozott, az altalunk alkalmazott mindharom
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hatarértéknél (23. abra). A leger6sebb korrelaciot a hatarérték nélkiili 6sszehasonlitaskor
lattuk. Ez az eredmény Bonferroni-korrekcioval is szignifikans maradt (16. tablazat).

Az immunsejtek PD-L1 expresszidjat Osszehasonlitva hasonld, bar gyengébb
Osszefiiggést figyeltiink meg az 6sszetartozo primer tiidé ADC és agyi attét parok kozott
10%-os hatarértéknél. Azonban ez az 6sszefiiggés Bonferroni-korrekcioval nem érte el a
szignifikans értéket (16. tablazat).

Az immunsejtek PD-1 expressziojat tekintve nem volt kimutathato Gsszefliggés az
Osszetartozo primer tiidé ADC és agyi attét parok kozott (16. tablazat). Bar a szignifikans
értéket nem érte el a valtozas mértéke, az agyi attétekben a PD-1 expresszio csokkenését

figyeltiik meg.

5.2.7. A mononuklearis sejtek eloszlasanak és mennyiségének osszefiiggései a PD-
L1/PD-1 expresszioval a primer tiidé ADC mintakban

A primer tiidé6 ADC mintakban a 20%-nal kevesebb intratumoralis mononuklearis sejtes
infiltritum az immunsejtek alacsonyabb PD-L1 expresszidjaval tarsult (p = 0,014,
Pearson R = 0,313). A PD-1 expresszioval vald 0sszevetésnél egy tendenciat figyeltiink
meg a kevés stromalis immunsejtes infiltratum és az alacsony PD-1 expresszio kozott (p
= 0,055). Az intratumoralis immunsejtek mennyisége nem mutatott Osszefliggést a
tumorsejtek PD-L1 expresszigjaval. A peritumoralis mononuklearis sejtek jelenléte
pozitiv korrelaciot mutatott az immunsejtek PD-1 expresszidjaval (p = 0,019, Pearson

R=0,306), azonban nem korrelalt a tumorsejtek és immunsejtek PD-L1 expresszidjaval.
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23. abra. A tumorsejtek PD-L1 expressziojanak valtozasat bemutato circos diagram
a primer tiid6é adenocarcinoma és agyi attét parok kozott.

A diagram bal oldalan a primer tiidé adenocarcinomak (ADC), a jobb oldalon a hozzajuk
tartozd agyi attétek tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidés adatai lathatok. Az abra
vizszintesen a harom hatarértéknek megfeleléen (1%, 5%, 50%) keriilt felosztasra. A
bels6 gylirli szamai az egyes csoportokba tartozo tényleges betegszamot jelenitik meg. A
kiils6 gyliri az adott csoport betegeinek szazalékos eloszlasat mutatja a daganathoz
tartozO mintaparban. Minden hatarértéknél a betegeket két csoportba soroltuk, attol
fiiggben, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszioja az adott hatarérték alatt vagy felett volt-
e. Példaul az 5%-os hatarértéket alkalmazva (dbra kozépsé harmada) a primer mintdk
koziil 46-ban 5% alatti, mig 15-ben 5% feletti PD-L1 expresszio volt megfigyelhetd. Ez
az érték a primer mintdkhoz tartozo agyi attétek 18%-aban nétt, 40%-ukban csokkent az
5% alatti és feletti betegcsoportokat vizsgalva. A 61 mintapar 75%-4aban azonos mértékii

PD-L1 expresszié volt megfigyelhetd a primer tiidé ADC és az agyi attét tumorsejtjein.
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16. tablazat. A primer tiidétumorban ¢€s a hozza tartoz6 agyi attétben
megfigyelheté PD-L1 és PD-1 expressziok kozotti 0sszefiiggések

PD-L1 tumorsejt

Pozitiv sejtek aranya p-érték  Pearson R

no cut-off <0,001* 0,464
<1% vs. >1% 0,002 0,390
<5% vs. >5% 0,001 0,409

<50% vs. >50% 0,002 0,393

PD-L1 immunsejt

Pozitiv sejtek aranya p-érték  Pearson R

no cut-off ns. -

<1% vs. >1% ns. -

<5% vs. >5% ns. -
<10% vs. >10% 0,013 0,322

PD-1 immunsejt

Pozitiv sejtek aranya p-értek  Pearson R

no cut-off ns. -
<1% vs. >1% ns. -
<5% vs. >5% ns. -
<10% vs. >10% ns. -

ns: nem szignifikans; PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1:
programozott sejthalal ligand-1; *: Bonferroni korrekcioval is
szignifikans eredmény

5.2.8. Az immunsejtek mennyiségének és eloszlasanak, valamint a PD-L1/PD-1
expresszio mértékének osszefiiggése a tialéléssel
A tulélési adatokat vizsgalva nem talaltunk Osszefiiggést az immunsejtek mennyisége,

eloszlasa, valamint a PD-L1 és PD-1 fehérje expresszios adatok tekintetében sem.

5.2.9. A terapiak hatasa a mononuklearis sejtes infiltratum valtozasanak iranyara a
primer tildétumorhoz képest a hozza tartozo agyi attétben

A peritumoralis és intratumoralis mononukleéris sejtek mennyiségében bekovetkezett
valtozas iranyat (ndvekedés/csokkenés/nincs valtozas) a primer tidé ADC ¢és a hozza
tartozo agyi attéti mintak kozott vizsgaltuk az egyes terapidk fiiggvényében. Mindkét
paraméter esetén a valtozas iranya azonos volt az agyi attétekben a primer tumorhoz
képest attol fiiggetleniil, hogy az adott paciens részesiilt-e kemo-, sugar- vagy szteroid

terapiaban a primer tiid6é vagy az agyi attét mitéte elott (17. tablazat).
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17. tablazat. A terapias modulok hatasa a peritumoralis és intratumoralis immunsejtek
valtozasanak iranyara az agyi attétekben a hozzajuk tartozd primer tiido
adenocarcinomakhoz viszonyitva

Intratumoralis Peritumoralis
immunsejtek immunsejtek
mennyiségének valtozasa mennyiségének valtozasa
L. <20% vs. >220% van vs. nincs
Alkalmazott terapia — —
p-érték p-érték
Sugart. a primer 0,073 0,862

tidGtumor mutéte elott

Kemot. a primer 0.654 0.620
tiid6tumor miitéte eldtt ’ ’

Sugart. az agyi attét

miitéte eldtt 0,852 0,356
Kemot. az agyi attét
miitéte elétt (barmikor) 0,412 0,946
Kemot. az agyi attét
miitéte el8tt (<1 év) 0,196 0,670
Szteroid t. az agyi attét 0.086 0416

miitéte el6tt (<1 ho)

Kemot: kemoterapia; Sugart: sugarterapia, Szteroid t: szteroid terapia

5.2.10. A terapiak hatasa a PD-L1/PD-1 expresszié valtozasanak iranyara a primer
tildotumorhoz képest a hozza tartozo agyi attétben

A tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidjaban bekovetkezett
valtozas iranyat (ndvekedés/csokkenés/nincs valtozas) a primer tidé ADC ¢€s a hozza
tartozo agyi attéti mintak kozott az egyes terapiak fliggvényében vizsgalva 1ényegében
nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség Bonferroni korrekcio elvégzésével (18.
tablazat). Egy esetben, a primer tiidétumor mtéti rezekcioja el6tt kapott sugarkezelés
esetén mutatkozott szignifikans kiilonbség. A primer tumormintadhoz képest az agyi
attétben az immunsejtek magasabb PD-1 expressziojat igazoltuk (p < 0,001"), azonban
ezt az Osszefliggést csak az 1%-os hatarértéknél lattuk, és csak 2 beteg részesiilt ilyen
terapiaban a 61 f6bol. Az agyi attét mutéte elétt kemoterapiaban részesiilt betegek agyi
attétében a tumorsejtek PD-L1 expresszidja szignifikansan magasabbnak mutatkozott a
primer tumor tumorsejtjeihez képest (p = 0,038). Azonban ez az Gsszefiiggés nem volt

szignifikans a Bonferroni korrekcio elvégzésekor.
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18. tablazat. A terapias modulok hatdsa a PD-L1 és PD-1 expresszi6 valtozasanak
irAnyara az agyi attétekben a hozzajuk tartoz6 primer tiidé adenocarcinomakhoz

viszonyitva
Tumorsejtek PD-L1 expressziéjanak valtozasa
hatarérték o o o o o o

Alkalmazott terépia nelkil 170/ 2% <3%/25%  <30%/230%

p-érték p-érték p-érték p-érték
Sugdrt. a primer tidtumor 0,640 0,476 0,978 0571
mitéte el6tt
Kemot. a primer tidGtumor 0,165 0,342 0,426 0,249
mitéte elott
Sugart. az agyi attét miitéte elott 0,400 0,389 0,597 0,714
Ke’moj[. az agyi attét miitéte elott 0,038 0,096 0.103 0.251
(barmikor)
Kemrot. az agyi attét mitéte elott 0,962 0638 0.796 0,313
(=1 év)
Szteroid t. az agyi attét miitéte 0,691 0,774 0,306 0,986

eltt (<1 ho)

Immunsejtek PD-L1 expressziojanak valtozasa

hatarérték o o o o o o

Alkalmazott terépia nélal | “1%0/21%  <5%/25%  <10%/210%
p-érték p-érték p-érték p-érték

Sugdr. a primer tiiddtumor 0,436 0,260 0,468 0,51
mitéte el6tt
Kemot. a primer tidgtumor 0,080 0,109 0,484 0,321
mitéte elott
Sugart. az agyi attét miitéte elott 0,426 0,44 0,484 0,321
Ke’moj[. az agyi attét mitéte elott 0,199 0.752 0,508 0,297
(barmikor)
Kemrot. az agyi attét mitéte elott 0,691 0.264 0,720 0,540
(51 év)
Szteroid t. az agyi attét mitéte 0511 0514 0,059 0,192

eldtt (<1 ho)

Immunsejtek PD-1 expressziojanak valtozasa

hatarérték o o o o o o

Alkalmazott terapia nélkiil <I%/21%  <5%/25% <10%/210%

p-érték p-érték p-érték p-érték
Sugrt. a primer tidgtumor 0,217 <0,001* 0,374 0,430
miitéte elott
Kemot. a primer tiiddtumor 0,602 0,645 0,619 0,234
mitéte elott
Sugart. az agyi attét miitéte elott 0,399 0,433 0,466 0,134
Ke’moj[. az agyi attét miitéte elott 0,401 0,614 0442 0,291
(barmikor)
Kem,ot. az agyi attét mutéte eldtt 0,056 0403 0183 0,016
(51 év)
Szteroid t. az agyi attét mitéte 0189 0.734 0,027 0135

elétt (<1 ho)

Kemot: kemoterapia; PD-1: programozott sejthalal receptor-1; PD-L1: programozott
sejthaldl ligand-1; Sugart: sugarterapia, Szteroid t: szteroid terdpia; *: Bonferroni
korrekcioval is szignifikans eredmény
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5.3. 19 primer tiidé ADC és agyi attét part tartalmazé kohort

A vizsgalatba bevont 19 beteg klinikai adatait a 19. tablazatban foglaltam 6ssze.

5.3.1. Tumor infiltralé lymphocytiak mennyisége
A 38 minta HE festett metszeteit szemi-kvantitativ moédon megvizsgalva mindegyik
tumor mikrokdryezetében >1% lymphocytat azonositottunk (20. tablazat). Igy

mindegyik mintéat alkalmasnak talaltuk a tovabbi vizsgalatok elvégzésére.

5.3.2. T-sejt receptor fragmenthossz-analizisének eredményei

A vizsgalatba bevont 38 mintabdl 2 primer tiidé ADC és 3 agyi attét mintdban nem volt
elegendd DNS, igy az analizis sikertelen volt. A vizsgélatra alkalmas 17 primer tiidé6 ADC
mintdbdl egy, mig a 16 agyi attét mintabol harom bizonyult monoklonalisnak. TCR
statusz valtozast (poliklonalis — monoklonalis) két agyi attétben figyeltiink meg a hozza

tartozo primer tiid6 adenocarcinomahoz képest (21. tablazat).

5.3.3. A fragmenthossz-analizis eredményeinek osszefiiggése a klinikai adatokkal

A klinikai adatokat vizsgalva nem figyeltiink meg 6sszefiiggést a betegek neme és COPD
statusza valamint a tumormintak TCR statusza kozott. A dohanyzas tekintetében a primer
tidd ADC-k TCR statusza esetén sem lattunk Osszefiiggést. Az agyi attéteknél egy
tendenciat lattunk (p = 0,054, Pearson R = 0,524), miszerint a valaha dohanyzo és aktivan
dohanyzo betegek esetén gyakoribb a monoklonalis TCR statusz.

A terdpias adatokat elemezve a primer tiidé ADC miitéte eldtt kapott kemoterapia nem
befolyasolta a tiidd ADC minta TCR statuszat. Az agyi attét miitéte elétt kapott kemo-
vagy szteroid terapia 6nmagaban nem volt hatassal az agyi attét TCR statuszara, valamint
az 0sszetartozo primer tiidé ADC és agyi attét mintak TCR statusza kozott megfigyelhetd
valtozasra sem. Azonban a kemo- és szteroid terapiaban egyarant részesiilt betegeknél a
kettés terapia szignifikdnsan befolydsolta az Osszetartozd tumor mintdk kozott
megfigyelheté TCR statusz valtozast (p = 0,032, Pearson R = 0,555): a mindkét
terapiaban részesiilt betegek 40%-anal a primer tido ADC poliklonalis statusza

monoklonalissé valtozott az agyi attétben.
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19. tablazat. Primer tiidé ADC-ben ¢és agyi attétben szenvedd betegek klinikai adatai

N=19 %

Eletkor (év)

Atlag (£SD) 57,39 (£5,42)

Tartomany 48,5-71,5
Nem

Férfi 11 57,9

N6 8 42,1
Dohanyzas

Dohanyzik 5 26,3

Leszokott 9 47,4

Nem dohanyzott 2 10,5

Nem ismert 3 15,8
COPD

Igen 10 52,6

Nem 6 31,6

Nem ismert 3 15,8
Klinikai stadium a tiidétumor diagnoézisakor

1A 2 10,5

IB 3 15,8

A 5 26,3

1B 1 5,3

A 2 10,5

1B 0 0,0

IV (agy) 6 31,6
Kemoterapia a primer tiidotumor miitéte elott

Igen 2 10,5

Nem 17 89,5
Sugarterapia a primer tiidétumor miitéte elott

Igen 0 0,0

Nem 16 84,2

Nem ismert 3 15,8
Szteroid terapia az agyi attét miitéte elétt (<1 ho)

Igen 10 52,6

Nem 6 31,6

Nem ismert 3 15,8
Kemoterapia az agyi attét miitéte elott

Igen 8 42,1

Nem 10 52,6

Nem ismert 1 5,3
Sugarterapia az agyi attét miitéte elott

Igen 0 0,0

Nem 16 84,2

Nem ismert 3 15,8

COPD: kronikus obstruktiv tiidObetegség; N: esetszam; SD: standard deviacid
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20. tablazat. Az Osszetratoz6 primer tido ADC-agyi attét parokban
megfigyelhetd lymphocytak mennyisége

Azonositdo | Primer Aovi 4ttét Azonositdo | Primer Aovi 4ttét
kéd | tidé ADC | &Y AHC kéd | tiids ADC | &Y AHC
S1 +++ ++ S 12 ++ +
3_2 +++ +++ 3_13 +++ ++
3_3 ++ + 3_14 ++ ++
3_4 +++ ++ 5_15 +++ ++
3_5 ++ + 8_16 ++ ++
8_6 ++ +++ 3_17 +++ +
3_7 +++ ++ 8_18 +++ +++
3_9 +++ ++ 3_19 ++ ++
S _10 +++ ++ 3_20 +++ ++
3_11 +++ ++ B

ADC: adenocarcinoma; +: 1-5%; ++: 5-20%; +++: >20%

21. tablazat. Osszetratozé primer tiidé ADC és agyi attét parokon végzett T-sejt
receptor klonalitds vizsgalat eredményei €s a betegek terapias adatai

... | Primer tid6 | Agyi attét | Kemoterapia a | Kemoterapia S Z.terOId .
Azonosito ADC TCR primer tumor | az agyi attét ferdpia az agyl

kod Y Attét miitéte

TCR statusz | statusz miutéte elott | miitéte elott clétt
S1 PK PK nem kapott ~ nem kapott nem kapott
S 2 PK PK nem kapott kapott nem kapott
S 3 PK MK nem kapott kapott kapott
S 4 PK PK kapott kapott kapott
S5 PK PK nem kapott ~ nem kapott kapott
S 6 PK PK nem kapott kapott kapott
S 7 PK MK nem kapott kapott kapott
S 9 PK PK nem kapott ~ nem kapott kapott
S 10 PK PK nem kapott  nem kapott nem kapott
S 11 PK PK nem kapott ~ nem kapott kapott
S 12 PK PK nem kapott kapott kapott
S 13 MK MK nem kapott  nem kapott nem kapott
S 14 PK PK nem kapott kapott -
S 15 PK PK nem kapott ~ nem kapott -
S_ 16 PK PK nem kapott ~ nem kapott kapott
S 17 PK PK nem kapott kapott nem kapott
S_18 - - nem kapott - nem kapott
S 19 PK - kapott nem kapott kapott
S_20 - - nem kapott  nem kapott -

ADC: adenocarcinoma; MK: monoklonalis; PK: poliklonalis; TCR: T-sejt receptor
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6. Megbeszélés

A tiidédaganatok kezelésében sokaig a platina-bazisu kemoterapia dominalt a mitéti
beavatkozasok mellett. Ezt kovette a célzott terapiak, a tirozin-kinaz és az anaplasztikus
lymphoma kinaz gatlok idészaka. Azonban ezen szerek alkalmazasa sem nyujt kielégitd
terapias eredményt. Napjainkban egyre nagyobb teret hodit az immunterapia, melynek
kezdeti sikerei bizakodasra adnak okot [106]. Az immunellendrzépont-gatlok koziil a PD-
L1/PD-1 gatld szerek keriiltek bevezetésre a tiidédaganatok kezelésében. Az
immunellenérzépont-gatlok terapias kritériumai egyre jobban korvonalazddnak, azonban
még mindig nem hatdroztak meg a stddiumoknak megfeleld szelekcios kritériumrendszert
(pl. PD-L1 expresszios hatarérték), igy az agyi attétes NSCLC-s betegeknél sem [113,
161].

Munkank soran 61 primer tiido ADC és 208 tiido ADC eredetii agyi attétben
hataroztuk meg az immunsejtek eloszlasanak és mennyiségének, a tumorsejtek PD-L1
expresszidjdnak és az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziojanak Osszefliggéseit.
Tovabbi 19 primer tiidd ADC — agyi attét parban a mintdk TCR klonalitasat hataroztuk
meg. Fontosnak tartottuk csak ADC és ADC eredetii attétek vizsgalatat, hiszen a korabbi
eredmények alapjan a PD-L1 expresszid tulélésre gyakorolt hatdsa a csak tiidé6 ADC
mintakat vizsgald tanulmanyokban is ellentmondasos [162, 163]. A primer
tiidécarcinoma kezelése soran gyakran alkalmaznak szisztémas kemoterapiat vagy
sugarterapiat [28], agyi attét esetén pedig szteroid terapiat [66]. Ezen terapiak hatasanak
vizsgalata kulcsfontossagu, mivel nem pontosan iSmert, hogy miként befolyasoljak a
jelenleg elfogadott biomarker, a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak mértékét az agyi
attétekben, ezaltal az immunellendrzOpont-gatlo terapia indikacids korét. A tovabbi
paramétereket Gijabb potencialis biomarkerek azonositasa érdekében vizsgaltuk. A primer
tiid6 ADC — agyi attét parokat vizsgalva arra a kérdésre kerestiilk a valaszt, hogy a
tumorparok fent emlitett paraméterei kozott megfigyelhetd Osszefiiggések alapjan
kovetkeztethetiink-e a primer tumor jellemzdibdl az agyi attét sajatossagaira, terapias
érzékenységére, illetve, hogy ezen Osszefiiggéseket miként befolydsoljak az egyes

onkoterapiak.
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6.1. A tumorsejtek PD-L1 expresszidja

A primer tiidé ADC mintdk 63,9%-4ban, mig az agyi attétek 58,8%-aban 1% alatti PD-
L1 expressziot lattunk a tumorsejteken. A primer mintak koziil csupan 6,6%-ban, mig az
attétt mintdk koziil 21,8%-ban volt 50% fo6l6tti a tumorsejtek PD-L1 expresszidja.
Adataink alapjan lathat6, hogy a hazai, agyi attétet add tiiddé ADC-ben szenvedd
populacidoban — a négy FDA 4ltal elfogadott antitest koziil, a legalacsonyabb expresszios
szintet mutatd SP142-es klont alkalmazva is [164] — a betegek legalabb 34-41%-a
részesiilhet nivolumab vagy pembrolizumab monoterapiaban masodvonalban, mivel ezek
alkalmazasahoz elegendé a tumorsejtek 1%-ot meghaladdo PD-L1 expresszidja [106].
2017-t61 pedig mar elsdvonalban is alkalmazhaté a pembrolizumab terapia pemetrexed
vagy carboplatin kemoterdpidval kombindlva PD-L1 expresszios szinttdl fliggetleniil
[116]. Ugyanakkor atezolizumab monoterapiaban masodvonalban csak az attétes betegek
22%-a részesithetd a tumorsejtek PD-L1 expresszidjat figyelembe véve [106]. Mas
tanulményokban primer tidé6 ADC mintédkat vizsgdlva eltérd expresszios szintekrol
szamoltak be. Pawelczyk és mtsai 364 tiidé6 ADC mintat vizsgalva 29,1%-ban kevesebb,
mint 1%-os és 4,4%-ban 50%-ot meghaladdé PD-L1 expressziét irtak le [165]. Kim és
mtsai 71,9%-ban kevesebb, mint 1%-os és 13%-ban 50%-ot meghalad6 PD-L1
expressziot figyeltek meg 146 tiidé6 ADC-s beteget vizsgalva [150]. A kohortok kozott
megfigyelhet6 eltéré PD-L1 expresszios szintek a kiilonboz6 antitestek alkalmazasabol
is adodhat, melybdl jol lathatd, hogy a négy elfogadott antitest eredményei nem fednek
at egymassal.

A tiido ADC eredetli agyi attétekben a tumorsejtek PD-L1 expressziojat sem a
betegség lefolyasa soran alkalmazott kemoterapia, sem az agyi attét mutéte eldtt
kozvetleniil alkalmazott szteroid terdpia nem befolyasolta. Melanoma eredetli agyi
attétekben mar beszamoltak arrdl, hogy a szteroid terdpia nincs hatdssal a tumorsejtek
PD-L1 expresszidjara [166]. Azonban primer NSCLC mintakat vizsgalva
ellentmondasosak az eredmények. Shin és mitsai szignifikans PD-L1 expresszio
novekedést [167], azonban kutatocsoportunk masokhoz hasonléan a PD-L1 expresszio
csokkenését irta le platina bazisi kemoterapiat kovetden [168-170]. Mig a primer
daganatra adott kemoterapia az els6dleges lokalizacioban befolyasolhatja a tumorsejtek

PD-L1 expressziojat, addig az agyi attétek esetén, feltehetden a vér-agy gat védo szerepe
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miatt, a terapias hatas elmaradasa mellett [171], a PD-L1 expressziot befolyasold hatas
sem alakul ki.

A primer tiid6 ADC — agyi attét parokat vizsgalva pozitiv korrelaciot figyeltiink meg
a parok kozott a tumorsejtek PD-L1 expresszidjat tekintve. Eredményeink megegyeznek
mas, primer NSCLC ¢&s Osszetartozd agyi attét parokat vizsgald tanulmanyok
eredményeivel. Mansfield és mtsai [159], valamint Takamori és mtsai [160] 5%-0s
hatarértéket hasznalva irtak le hasonld Gsszefiiggést. Kim és mtsai 1%-os és 50%-0S
hatarérték esetén szamoltak be a parok PD-L1 expresszidja kozott megfigyelhetd
korrelaciorol [172]. Mivel az agyi attétek valosziniileg csak néhany tumorsejtbol
szarmaznak [66, 173], két fobb hipotézis is magyarazhatja a fenti Osszefiiggést: 1) Az
agyi attétek olyan primer tumorsejtekbol fejlddnek ki, amelyek véletlenszerii szelekcidja
a PD-L1 pozitiv tumorsejtek aranyat tiikrozi. 2) A metasztatizalé tumorsejtek PD-L1
expressziés mintazat alakul ki. Ezt a hipotézist sejtes kisérletek is alatdmasztjak,
miszerint az egyensulyban 1évé sejtpopulaciokbol izolalt szubpopulaciok ugyanazt az
egyensulyt érik el [174].

A tumor parok tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott megfigyelt sszefiiggést a
preoperativan alkalmazott kemo-, sugar- és szteroid terapia nem befolyasolta. Takamori
és mtsai bar kis esetszdmot vizsgaltak, szintén nem mutattak ki kemoterapia altal kivaltott
hatast NSCLC eredetii agyi attétek PD-L1 expressziojara [160].

Osszességében feltételezhetd, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszidja a daganat sajét
jellegzetessége, amit nem befolyasolnak a rutinszertien alkalmazott onkoterapiak.
Amennyiben tovdbbra is a tumorsejtek PD-L1 expresszidjdnak mértéke marad az
egyetlen PD-L1/PD-1 gatld kezelésre vonatkozd terapias kritérium tiidécarcinomas
betegek esetén, valdsziniisithetd, hogy attétes betegeknél a terapids indikécio
felallitasdhoz elegendd lehet csak a primer tumorminta PD-L1 expresszidjanak
meghatarozasa, ami nem operalhato agyi attétek jelenlétekor nagy segitség lenne.

Habar mi nem talaltuk a primer tiidé ADC-k tumorsejtjeinek PD-L1 expressziojat
prognosztikusnak, Pawelczyk és mtsai 364 tiidé ADC mintat vizsgalva 50%-nal kevesebb
PD-L1 expresszio esetén kedvezébb talélésrél szamoltak be [165]. Az agyi attétek
tumorsejtjeinek PD-L1 expresszioja a teljes kohortban nem bizonyult prognosztikusnak,

azonban a klinikai alcsoportokat kiilon vizsgdlva a primer tumor miitéten atesett és
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tobbszords agyi attétel rendelkezé betegesoportban az 1% alatti PD-L1 expresszio
szignifikansan jobb tuléléssel tarsult az agyi attét miitététdl szamitva. Feltételezhetd, hogy
ezekben az esetekben a PD-L1/PD-1 gatld szerek 6nmagukban is jelent6s hatast érhetnek

el az immunvalasz reaktivalasaval.

6.2. Tumor-asszocialt immunsejtek

6.2.1. A tumor-asszocialt immunsejtek mennyiségének és eloszlasanak osszefiiggései
A primer tiidé ADC mintdk 84%-4aban, mig az agyi attétek 69%-aban kevesebb, mint 20%
intratumoralis gyulladdsos sejtes besziirddés volt lathatdo. A mononuklearis gylrli a
primer mintdk 22%-aban, mig az agyi attétek 44%-aban hianyzott. Az alacsony
immunsejtes infiltratummal rendelkezd daganatok esetén feltételezhetd, hogy a betegek
nem rendelkeznek a daganatot elimindlni képes lokalis immunvalasszal. Valoszintileg
ezen betegek esetén nem varhato kedvezd hatds immunellendrzépont-gatlé monoterapia
alkalmazasakor. Olyan szerekkel kombindlva, melyek novelik az immunsejtek
tumorszovet kornyezetébe torténd vandorlasat, mint példaul a CTLA-4 gatlo ipilimumab,
kedvezG6bb hatas érhet6 el [95].

A primer tiid6é ADC - agyi attét parokat sszevetve nem talaltunk 6szefliggést a tumor
mikrokdrnyezetében megfigyelheté immunsejtek elhelyezkedésében és mennyiségében.
Mansfield és mtsai 73 primer tiildécarcinoma — agyi attét par esetén szignifikansan tobb
tumor infiltraldo lymphocytarol szamoltak be a primer tumorban az agyi attéthez képest
[159]. Kim és mtsai 12 primer tiid6carcinoma — agyi attét part vizsgalva irtak le, hogy
nincs kiilonbség az eltérd lokalizacioban 1év0, Osszetartozd tumorparok
mikrokdrnyezetében talalhaté immunsejtek mennyiségében [172].

A preoperativan alkalmazott terapidk, igy a kemo-, sugar- és szteroid terapia hatasat
vizsgalva azt talaltuk, hogy egyik eljaras sem befolyasolja az agyi attétekben jelenlévd
immunsejtek elhelyezkedését és mennyiségét, a primer tumorhoz viszonyitva sem.
Berghoff és mtsai vegyes eredetli agyi attét kohortokon szintén kimutattak, hogy sugar-
¢s szteroid terapiatdl fiiggetlen az immunsejtek eloszldsa a tumor mikrokdrnyezetében
[175, 176]. Mindezek alapjan egyik terapia sincs hatassal az immunsejtek tumoros
mikrokornyezetbe vald vandorlasara.

Az agyi attétek esetén pozitiv korrelaciot mutattunk ki a stromalis immunsejtek

mennyisége és a mononuklearis gylirli jelenléte kdzott. Az irodalmi adatok nem homogén
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betegcsoportokat vizsgdlva ellentmondasosak. Leirtak mar az agyi attétek koril tobb
gyulladasos sejtet, mint intratumoralisan [175], ahogy beszamoltak mar a tumor
stromaban megfigyelheté magasabb aranyt immunsejtes besziir6désrél is [176]. A primer
tiid6 ADC-k esetén az agyi attétekben megfigyelthez hasonlo tendenciat lattunk.

A primer tiidd6 ADC mintakban nem figyeltiink meg Osszefliggést az immunsejtek
mennyisége €s eloszlasa, valamint a tumorsejtek PD-L1 expresszioja kozott. Azonban az
agyi attétekben a stromalis immunsejtek mennyisége és a tumorsejtek PD-L1 expresszioja
pozitiv korrelaciot mutatott. Mas tanulmanyokban melanoma és NSCLC eredetli agyi
attéteket vizsgalva, szintén szignifikdns pozitiv korrelaciét irtak le a tumor infiltrald
lymphocytak mennyisége €s a mintak tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott [166,
177, 178]. Ez az eredmény megegyezik azzal a megfigyeléssel, hogy a tumorsejtek PD-
L1 expresszioja immunolégiailag aktiv mikrokornyezetet tiikroz [179].

A primer tidd0 ADC mintdkban az immunsejtek mennyisége és eloszlasa nem
bizonyult prognosztikusnak. Korabbi tanulmanyokban azonban kimutattak, hogy NSCLC
esetén a tumor infiltrdlé vagy tumor stromdban megfigyelheté lymphocytdk fiiggetlen
prognosztikus markerek. A magas ardnyl immunsejtes besziirddés kedvezdbb
prognozissal tarsul [180-182]. Ez az Gsszefiiggés a mi kohortunkban feltételezhetéen a
primer tidé6 ADC mintak alacsony szama miatt nem volt kimutathat6é. Eredményeink
alapjan a tiid6 ADC eredetli agyi attétekben megfigyelhetd mononuklearis sejtes
infiltracio, féleg peritumoralis lokalizcioban, tarsult kedvezdbb tuléléssel, mind a primer
tumor diagndzisatol, mind az agyi attét miitététdl szamitva. Ezekben az esetekben az
immunellendrzépont-gatld szerek altali immunrendszer reaktivalas tovabbi kedvezd

klinikai hatassal jarhat.

6.2.2. A tumor-asszocialtimmunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziojanak osszefiiggései
A primer tiidé ADC mintak 55,7%-aban, mig az agyi attétek 36,2%-aban 1% alatti PD-
L1 expressziot lattunk az immunsejteken. A PD-1 expresszio a primer mintdk 16,4%-
aban és az agyi attétek 24,8%-aban bizonyult 1%-nal kevesebbnek. A primer mintak
koziil csupan 3,3%-ban, mig az attéti mintak koziil 25%-ban volt 10% folotti az
immunsejtek PD-L1 expresszioja. Az immunsejtek PD-1 expresszidja a primer mintak
78,7%-aban és az agyi attétek 11,5%-aban bizonyult 10%-nal tobbnek. Jelenleg az
immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidja sem terapias biomarker PD-L1/PD-1 gatlok
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esetén. Az FDA gyomor adenocarcinoma esetén elfogadta a CPS alkalmazasat
pembrolizumab terapia esetén: a CPS szerinti 1%-ot meghalad6 PD-L1 expresszio
elegend¢ a javaslat felallitasahoz [183]. Amennyiben tiid6carcinomakat vizsgald klinikai
tanulmanyok hasonlé eredménnyel szolgalnanak, a betegek tobb, mint fele részesiilhetne
eredményes PD-L1/PD-1 gatlo terapiaban.

A parokban az immunsejtek PD-L1 expresszidgja a tumorsejtek PD-L1
expressziojahoz hasonld 0Osszefiiggést mutatott, azonban az immunsejtek PD-1
expresszidja eltérd volt az agyi attétben a primer tiid6 ADC-hez képest. Kim és mtsai
[172], valamint Berghoff és mtsai [184] munkajahoz hasonldan az agyi attétekben az
immunsejtek PD-1 pozitivitasanak csokkenése volt lathato. Az agyi attétekben a PD-L1
pozitiv tumor- ¢és immunsejtek mennyisége pozitivan korrelalt a PD-1 pozitiv
immunsejtek mennyiségével. Duchnowska és mtsai emlGcarcinoma eredetii agyi attéteket
vizsgalva nem figyeltek meg Osszefliggést a PD-1 és PD-L1 expresszio kozott [185].
Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a tumorsejtek és immunsejtek kozott
dinamikus kommunikéacié zajlik, valamint hogy a kimeriilt, PD-1 expresszalo
immunsejtek a kornyezetilkben PD-L1 expressziot indukalnak [186].

Mind a primer tiidé6 ADC, mind az agyi attét mintakban a 20%-ot meghaladé stromalis
immunsejtes infiltratum, valamint a mononuklearis gylrti jelenléte az immunsejtek
magasabb PD-L1 ¢és PD-1 expresszidjaval tarsult. Mivel az agyi attétekben az
immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidja is pozitiv korrelaciot mutatott a tumorsejtek
PD-L1 expressziojaval, az egyiittesen megfigyelhet6 fehérje expressziok potencialisan
immunszuppressziv kérnyezetre utalnak [179].

Kiilonb6zd primer daganatokbol szarmazd agyi attéteket vizsgald tanulmanyokban
arr6l szamoltak be, hogy a szteroid terdpianak nincs hatasa az agyi attétben megfigyelhetd
PD-L1 expresszio mennyiségére [166, 177]. Ezzel ellentétben sajat kutatasunk soran az
immunsejtek PD-L1 expresszidjat az agyi attétekben a kozvetleniil az agyi attét miitéte
el6tt alkalmazott szteroid terapia szignifikansan csokkentette. A primer tiidé6 ADC — agyi
attét parok kozott megfigyelt valtozas irdnya a fentiekhez hasonld tendenciat mutatott
szteroid terapia esetén. Ezek alapjan a szteroid terdpia az immunsejtek mennyiségének
valtoztatasa nélkiil csokkentheti azok PD-L1 expressziojat. A preoperativan alkalmazott
szisztémas kemoterapia és a sugarterapia nem befolyasolta a PD-L1 és PD-1 expresszio

mértékét az agyi attétekben. Mivel a szteroid terapia hatassal lehet az agyi attétekben az
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immunsejtek PD-L1 expresszidjara, azonban nem befolyasolta a tumorsejtek PD-L1 ¢és
az immunsejtek PD-1 expresszidjat, igy a CPS bevezetése esetén sziikséges lehet az agyi
attétek vizsgalata a PD-L1/PD-1 gatl6 kezelés el6tt.

Az agyi attétek esetén kapott eredményeinket a POPLAR-tanulmany alapjan is
kiértékeltiik. Mivel ez a tumorsejtek és immunsejtek PD-L1 expressziojat is figyelembe
veszi, igy bioldgiailag relevansabb informaciét nyudjthat. A mintak 26,4%-a a ,,nem
expresszald” csoportba keriilt, ami azt jelenti, hogy sem a tumorsejtek, sem az
immunsejtek nem expresszaltak a PD-L1-et, igy ezek a betegek nagy valdsziniiséggel
nem profitalnanak a PD-L1/PD-1 gatl6 kezelésbol. A PD-L1-et expresszald mintak koziil
41,7% bizonyult ,,magasan expresszalo”-nak, ami a teljes populacié 30%-a. Ezeknél a
betegeknél valosziniileg jelent6s kedvezo hatas érhet6 el PD-L1/PD-1 gatld kezeléssel. A
PD-L1-et ,,magasan expresszald” csoportban a PD-L1 expresszio és a mononukledris
gyurti jelenléte, valamint a 20%-ot meghaladé stromalis immunsejtes infiltratum
szignifikans Osszefiiggést mutatott. Ugyanebben a betegcsoportban az immunsejtek
magasabb PD-1 expresszioja is megfigyelhet6 volt. A talélési adatokkal Gsszevetve a
POPLAR-tanulmany szerinti csoportokat a teljes kohortban, nem taldltunk osszefiiggést.
A klinikailag homogenizalt betegcsoportok koziil, a primer tumor mutéten atesett és
tObbszoros agyi attéttel rendelkezd betegesoportban a ,,nem expresszalok™ agyi attét
miitéte utani talélése az expresszalokhoz, valamint az ,,alacsonyan expresszalok™ teljes
tilélése a ,,magasan expresszalokhoz” képest bizonyult jobbnak. Bar kezdetben tigy tiint,
hogy a POPLAR-tanulmany szerinti kombinalt értékelés hasznos lehet a terapias javaslat
felallitasakor, mégsem terjedt el az alkalmazisa. Néhany tanulményban azonban
megtalalhato ennek az értékeld rendszernek az alkalmazasa. fgy példaul Gadgeel és mtsai
agyi attétes NSCLC-s betegeknél 42,8%-os ,,nem expresszalo” és 17,5%-o0s ,,magasan
expresszald” aranyt irtak le 360 beteget vizsgalva [187].

6.3. T-sejt receptor klonalitas

A klinikai vizsgélatok alapjan egyre nyilvanvalobb, hogy a TCR statusz potencidlis
biomarkerként szolgilhat a tumorellenes adaptiv immunitas vizsgélatdhoz és az
immunellendrzépont-gatld kezelésre adott valasz elOrejelzéséhez az egyes szolid
daganatokban [141]. A TCR statusz meghatarozasahoz leggyakrabban a CDR3 régid

szekvenalasat alkalmazzak [137].
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Reuben és mtsai 11 neoadjuvans kezelésben nem részesiilt tiid6 ADC mintat vizsgalva
mutattak ki, hogy a magas intratumoralis TCR heterogenitas fokozott kiujuléssal,
progresszioval és rovidebb betegségmentes taléléssel tarsul [188]. Sajat mintaink koziil a
TCR analizisre alkalmas 17 primer tiid6 ADC mintabdl 16 bizonyult poliklonalisnak, ami
a fenti eredmény alapjan nem meglepd, hiszen minden esetben kialakult agyi attét, tehat
a betegség progredialt.

Melanoma és prosztata carcinoma esetén alkalmazott anti-CTLA-4 kezelés novelte a
mintdkban a TCR diverzitast, valamint az eredetileg magas TCR diverzitassal bird
betegeknél alkalmazott CTLA-4 gatlo terapia kedvezobb teljes tuléléssel jart [189].
Melanoma mintakat vizsgalva a PD-1 gatlo kezelésre reagalod betegek tumor infiltralo
lymphocytainak magas TCR diverzitasa volt jellemz6 [143, 190]. A fentick alapjan
valdsziniisithetd, hogy a PD-1 gatld kezelés el6tt alkalmazott CTLA-4 gétlas fokozhatja
annak terapias hatasat a daganatok poliklonalis TCR statuszanak el6idézése altal [143].
Sajat mintainkat nézve a primer tiidé6 ADC-k tobb, mint 90%-aban és az agyi attétek tobb,
mint 80%-aban lenne varhato terapias hatas PD-1 gatlo kezelés esetén, ami CTLA-4 gatlo
elékezeléssel tovabb novelhetd. Azonban més tanulmanyok azt feltételezik, hogy a
tumor mikrokornyezetében, tehat a TCR diverzitas vizsgalatdval azonosithatova valnak
esetleges tumor-reakitv T-sejt klonok [142, 190]. Echchakir és mtsai 9 NSCLC mintabol
3 esetben irtak le oligoklonalitast, azaz dominans T-sejt klont, ami bizonyos T-sejt
alpopulaciok relativ expanzidjaval tarsult [191]. Sajat tiid6 ADC mintaink kozil csak egy,
az agyi attétek koziil pedig 3 esetben figyeltiink meg monoklonalitast. Annak tisztazasara,
hogy ezekben a mintakban a dominans T-sejt klon jelenléte valoban tumor-specifikus
immunitast jelezhet-e, tovabbi nagyszdmu betegcsoportok vizsgalata és tilélési analizise
sziikséges.

A parok TCR statuszat Gsszehasonlitva két esetben figyeltiink meg valtozast, ami
Osszefiiggést mutatott az agyi attét mutéte eldtt alkalmazott kemo- €s szteroidterapiaval.
A két esetben a terdpias szempontbdl feltételezhetden kedvezOobb poliklonalis statusz
monoklonalissa valtozott az agyi attétben a primer tiidé6 ADC-hez képest. Tehat ha a TCR
statusz terapias biomarkerként elfogadasra keriil, akkor feltételezhetd, hogy sziikségessé

valik mindegyik tumorminta vizsgélata a kezelés elott.
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Kutatasaink eredménye alapjan 0sszességében elmondhatd, hogy a daganatos betegség
kezelése soran alkalmazott hagyomanyos onkoterapids eljardsok, igy a kemo- és
sugarterapia, valamint az agyi attétek esetén csaknem rutinszertien alkalmazott szteroid
terapia nem befolyasolja az immunellenérzOpont-gatld terapia szempontjabol fontos
biomarker, a tumorsejtek PD-L1 expresszios szintjét az agyi attétekben. Az immunsejtek
PD-L1 expresszidjat azonban a szteroid terapia szignifikdnsan csokkentette. Bar csak 16
par esetén tudtuk vizsgalni a TCR klonalitast, elmondhatjuk, hogy az agyi attét mitéte
elott alkalmazott kemoterapia és szteroid terapia egylittesen befolyasolhatja az agyi
attétek TCR klonalitdsat, azonban ennek pontosabb megitélése érdekében tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Amennyiben tovabbra is a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak
mértéke marad az egyetlen PD-L1/PD-1 gatlo kezelésre vonatkozo terapias kritérium,
valosziniisithetd, hogy attétes betegeknél a terdpids indikaci6 feldllitdsahoz elegendd
lehet csak a primer tumorminta PD-L1 expresszidjanak meghatarozasa. Azonban ha a
CPS vagy a TCR statusz meghatarozasa bevezetésre keriil, elengedhetetlen lesz

mindegyik tumorminta vizsgélata a kezelés megkezdéséhez.
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7. Kovetkeztetések

Dolgozatom 1j megallapitasai a kovetkezok:

e A tumorsejtek PD-L1 expresszidjat sem a betegség lefolyasa soran alkalmazott
kemoterapia, sem az agyi attét mutéte elétt kdzvetlentil alkalmazott szteroid

terapia nem befolyasolja tiidd ADC eredetli agyi attétekben.

e A primer tidé ADC — agyi attét parok tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott
megfigyelt pozitiv korrelaciot nem modositja a preoperativan alkalmazott kemo-,

sugar- ¢és szteroid terapia.

e A primer tumor mitéten Aatesett és tOobbszordés agyi attéttel rendelkezo
betegcsoportban a tumorsejtek 1% alatti PD-L1 expresszidja szignifikansan jobb

tuléléssel tarsul az agyi attét miitététél szamitva.

e Az agyi attétekben az immunsejtek elhelyezkedésére és mennyiségére nincs
hatassal a preoperativan alkalmazott kemo-, sugar- és szteroid terapia, a primer

tumorhoz viszonyitva sem.

e A tiid6 ADC eredetii agyi attétekben jelenlévé mononuklearis gytirti kedvezdbb
tuléléssel tarsul, mind a primer tumor diagno6zisatol, mind az agyi attét mitététdl

szamitva.

e Az agyi attétekben a preoperativ szteroid terdpia az immunsejtek mennyiségének

valtoztatasa nélkiil csokkentheti azok PD-L1 expresszigjat.

e A POPLAR-tanulmény szerinti betegcsoportok esetén a PD-L1 expresszio
prognosztikus markernek bizonyult tiidé ADC eredetli agyi attétekben.

e A kettds kemo- és szteroid terapia megvaltoztathatja a TCR statuszt az agyi

attétekben a primer tiidé6 ADC-hez képest.
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8. Osszefoglalas

Az agyi attétek a leggyakoribb felndttkori intracranialis daganatok, melyek tobbsége
tiidécarcinomabol szarmazik, megjelenésekor a betegek prognozisa a multi-diszciplinaris
terapias megkozelités ellenére kedvezétlen. Ujabb  terapids  lehetdségként
immunellendrzépont-gatld szerek klinikai vizsgalata zajlik agyi attétes betegek esetén,
azonban nem tisztazott, hogy milyen biomarkerek megléte sziikséges a terapias javaslat
felallitasahoz. A tumorsejtek PD-L1 expresszioja mar egy elfogadott biomarker, azonban
az immunsejtek mennyiségének, PD-1/PD-L1 expresszidjanak, valamint T-sejt receptor
(TCR) statuszanak jelent0sége még vitatott.

227 tiid6 adenocarcinoma (ADC) eredetii agyi attét mintat vizsgaltunk, 80 esetben a
hozzajuk tartozo primer tiidé ADC mintakkal parban. Feltérképeztiik a tumorsejtek PD-
L1 expresszidjat és annak osszefliggéseit az egyes preoperativ, igy a kemo-, sugar- és
szteroid terapiakkal, valamint a betegek talélésével. Meghataroztuk a tumor-asszocialt
gyulladasos sejtek eloszlasat, mennyiségét és PD-1/PD-L1 expresszidjat, sszevetve a
tumorsejtek PD-L1 expressziojaval, a korabban alkalmazott terapiakkal és a betegek
talélésével, valamint a TCR klonalitast a primer tiid6 — agyi attét parokban.

Eredményeink alapjan a tumorsejtek PD-L1 expresszidjat, az immunsejtek
mennyiségét és eloszlasat a preoperativ kemo- és szteroid terapia nem befolyasolja tiido
ADC eredetli agyi attétekben. A tumor parok tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott
megfigyelt pozitiv korrelaciot sem modositjak a preoperativan alkalmazott terapiak.
Azonban az agyi attétekben a preoperativ szteroid terapia az immunsejtek mennyiségének
valtoztatasa nélkiil csokkentheti azok PD-L1 expressziojat. A kettds kemo- és szteroid
terapia megvaltoztathatja a TCR statuszt az agyi attétekben a primer tiid6 ADC-hez
képest.

Amennyiben a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak mértéke marad az egyetlen PD-
L1/PD-1 gatl6 kezelésre vonatkozoé terapias kritérium, ugy valdsziniisithetd, hogy attétes
betegeknél a terapids indikacio felallitdsahoz elegendd lehet csak a primer tumorminta
PD-L1 expresszidjanak meghatarozasa. Azonban ha a tumor- és immunsejtek PD-L1
expressziojat kombinaltan kell értékelni vagy bevezetésre keriill a TCR statusz
meghatarozasa, valosziniileg elengedhetetlen lesz mindegyik tumorminta vizsgalata a

kezelés megkezdéséhez.

96



DOI:10.14753/SE.2020.2329

9. Summary

Metastatic brain lesions are the most common intracranial tumors in adults. The majority
of brain metastases originate from lung cancers. Survival of patients with brain metastases
Is generally poor even with a multi-disciplinary therapeutic approach. Novel immune
checkpoint inhibitors are in advanced clinical development, however, patient selection
criteria for immune checkpoint inhibitor therapy are still under debate. The PD-L1
expression of tumor cells is the only accepted biomarker, however, the presence, PD-
1/PD-L1 expression and T-cell receptor (TCR) diversity of tumor-infiltrating immune
cells may be more relevant to immune checkpoint inhibitor response.

We analyzed 227 brain metastases from lung adenocarcinoma (ADC) and 80 paired
primary lung ADC samples. We determined the PD-L1 expression of tumor cells and its
correlations with preoperative chemo-, radio- or steroid treatment, as well as with survival
data. We evaluated the presence, distribution and PD-1/PD-L1 expression of tumor-
infiltrating immune cells and compared these with the PD-L1 expression of tumor cells,
preoperative therapies and survival data. We analyzed the TCR diversity in paired
primary lung ADC and brain metastasis samples.

According to our results chemo- or steroid therapy appears not to disturb either the
PD-L1 expression of tumor cells or the amount and localization of immune cells in brain
metastasis of lung ADC. The observed strong correlation of PD-L1 positive tumor cells
between primary lung ADC cases and their corresponding brain metastases is not
significantly influenced by preoperative therapies. Steroid administration before brain
metastasis surgery significantly correlated with less PD-L1 expression of immune cells,
without a significant influence on the amount and localization of mononuclear cells.
Chemo- and steroid therapy together may induce change in the TCR clonality in brain
metastases compared to the corresponding primary lung ADC.

If PD-L1 positivity of tumor cells remains the only therapeutic decision point for PD-
L1/PD-1 inhibotor therapy, then assessing PD-L1 positivity of tumor cells in the primary
tumor sample may be sufficient as a therapeutic criterion even if such data is not
obtainable in the brain metastasis. On the other hand, in case of introducing the combined
positive score or TCR diversity as predictors for check-point inhibitors, metastatic disease

would require analysis of the metastatic tissue before the treatment.
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