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|. BEVEZETES

Ismert tény, hogy a sziv- és érrendszeri betegségek utan, a daganatos betegségek okozzak a
legtobb halalozast. Magyarorszagon, csakigy, mint a vilagon altaldban, a daganatos
betegségek kozott a tidddaganatok a leggyakoribbak, mind az 0j esetek megjelenését, mind a
halalozast tekintve. A rosszindulati tidOtumorok tobb, mint harmada dontéen a tido
periférias teriiletein kialakuld adenocarcinoma (ADC), melynek incidenciaja az elmult
évtizedekben jelentds novekedést mutat. A tiidédaganatos betegek 30-60%-aban alakul ki
agyl attét, ami a leggyakoribb koponyaiiri daganat tipus. Az agyi attétek gyakorisaga
folyamatosan novekszik, koszonhetden a primer daganatok hatékonyabb terapiés
lehetéségeinek, ezaltal a betegek hosszabb tulélésének, valamint az egyre részletgazdagabb
képalkotd technikaknak. A tiidédaganatos betegek 5 éves tulélése 2010 kortil 15,6%-ra volt
tehetd. Ez a szdm az egyre fejlettebb diagnosztikai lehetdségek és az elmult években elért
jelentds terapias fejlesztések ellenére is 20% alatt marad. A primer tumor diagndzisatol az
agyi attét kialakulasaig atlagosan eltelt id6 11 honapra tehetd. Agyi attét megjelenése esetén a
betegek tulélése kedvezotlen, koriilbeliill egy honap, ami mutéti vagy sugarterapias kezeléssel
is csak 3-4 honapra novelheto.

A tiidédaganatok kezelésében sokaig a platina-bazisi kemoterdpia dominalt a miitéti
beavatkozasok mellett. Ezt kovette a célzott terapidk, a tirozin-kindz €s az anaplasztikus
lymphoma kindz gatlok iddszaka. Azonban ezen szerek alkalmazédsa sem nyujt kielégitd
terapias eredményt. Napjainkban egyre nagyobb teret hodit az immunterapia, melynek kezdeti
sikerei bizakoddsra adnak okot.

A tumor kotészovetes allomanyédban, azaz a stromdjaban elhelyezkedd sejtek, mint példaul az
immunsejtek, fibroblasztok és endothel sejtek, mind a tumor mikrokdrnyezetének részei,
melyeknek szerepe lehet a tumorellenes immunitasban. Kezdetben azt gondoltuk, hogy az
immunsejtek mind a tumorsejtek eliminalasa céljabol vannak jelen, azonban ma mar tudjuk,
hogy a CD8+ T-sejtek, a CD4+ 1l-es tipust helper T-sejtek, az NK sejtek és az
antigénprezentald dendritikus sejtek a tumor ellenes immunvédekezés részei, mig a regulator
T-sejtek, az M2 tipust macrophagok, a myeloid eredetli szuppresszor sejtek és a CD4+ 2-es
tipust helper T-sejtek a tumor ndvekedését segitik el6. Az aktivalt T-sejtek az immun effektor
funkcidk elsddleges mediatorai. Ezek a sejtek szamos gatld 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 immunellen6rzépont

molekuldknak nevezziikk, mivel a sajat fehérjékre, a kronikus fertdzésekre ¢és a
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tumorantigénekre adott T-sejt valasz szabdlyozasaban vesznek részt. Kronikus gyulladas és
tumoros folyamat soran a T-sejtek kimeriilnek és ezeket a gatlo receptorokat expresszaljak. A
kiilonb6z6 immunterapidk, mint példaul az adaptiv T-sejt terapia, a CAR T-sejt terapia, a
tumorellenes vakcinacié vagy az immunellendrzépont-gatlas koziil az utdbbit alkalmazzak a
legtobb daganat tipus esetén, melyek az egyén sajat immunrendszerének tamogatasa révén
hatnak. Az immunellenérzépont-gatlok koziil a PD-L1/PD-1 gatlo szerek keriiltek bevezetésre
a tiidodaganatok kezelésében. A tudomany fejlédése soran egyre jobban kdrvonalazodott,
hogy a kezelés el6tt a tumormintakban a tumorsejteken megfigyelhetd PD-L1 expresszios
szint alapjan kovetkeztetni lehet a PD-L1/PD-1 gatlo szerekre adott terapias valaszra. Emellett
a PD-L1 expresszid prognosztikus biomarkernek is bizonyult. A tumorsejtek PD-L1
expresszidjanak meghatarozasahoz jelenleg a ,,tumor proportion score”-t (TPS) alkalmazzak,
ami az €16 tumorsejtek szdmahoz viszonyitja a PD-L1 pozitiv tumorsejtek ardnyat. Mig a
tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak biomarkerként valo alkalmazhatdsaga
immunellendrzépont-gatld kezelések tekintetében megerdsitést nyert a szamos klinikai
vizsgalatnak koszonhetéen, az immunsejtek jelenlétének, valamint PD-L1 ¢és PD-1
expresszidjanak szerepe a tumorokban kérdéses maradt. Emellett egyre tobb bizonyitékkal
rendelkeziink arrol, hogy a T-sejt receptor (TCR) statusz potencialis biomarkerként szolgalhat
mind a tumorellenes adaptiv immunitas vizsgalatdhoz, mind az immunellenérzépont-gatld
kezelésre adott valasz elOrejelzéséhez az egyes szolid daganatokban, azonban az eddigi
vizsgalatok eredményei ellentmondasosak. A terapias kritériumok egyre jobban
korvonalazddnak, azonban még mindig nem hataroztak meg a stddiumoknak megfeleld
szelekcios kritériumrendszert (pl. PD-L1 expresszios hatarérték), igy az agyi Aattétes

betegeknél sem.

II. CELKITUZESEK

Primer tiidé ADC és tiid6 ADC eredetii agyi attét mintakban célunk volt:
e Feltérképezni a tumorsejtek PD-L1 expressziojat és annak Osszefliggéseit az egyes
korabban alkalmazott terapidkkal, igy a kemo-, sugar- és szteroid terapiaval, valamint
a betegek tulélésével.
e Meghatdrozni a tumor-asszocialt gyulladasos sejtek eloszlasat, mennyiségét, PD-L1 és
PD-1 expressziojat, 0sszevetve a tumorsejtek PD-L1 expresszidjaval, a kordbban
alkalmazott terapidkkal és a betegek talélésével.

e Megvizsgalni a primer tiidé — agyi attét parokban a TCR klonalitast.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. Mintak

Kutatasunk soran dsszesen 227 agyi attétet ado tiidé ADC-ben szenvedd 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. Patologiai és Kisérleti Rakkutato
Intézet archivumabol alltak rendelkezésiinkre. Koziiliik 61 esetben, a még miithetd
stadiumban felismert primer tiidétumor esetén, az Orszagos Kordnyi Tbc €és Pulmonologia
Intézetben (OKTPI), mig 3 esetben a budapesti Bajcsy-Zsilinszky Koérhazban tortént sebészi
kezelés. A primer tiidé ADC-k FFPE mintdi az OKTPI Pathologia Osztalyanak, valamint a
Bajcsy-Zsilinszky Korhaz Patologiai Osztalyanak archivumabol alltak rendelkezésiinkre,
mely Osszesen 64 mintat jelentett. 16 esetben a Szegedi Tudomanyegyetem biztositotta mind a
primer tiid6 ADC-k, mind az agyi attétek FFPE mintéit. A primer tiidétumorok besorolasa a
legujabb WHO-klasszifikéacio szerint tortént. A betegek klinikai adatait az OKTPI, az OKITI
¢s a Bajcsy-Zsilinszky Kérhaz betegnyilvantartod rendszerébdl gytjtottiik ki.

A mintakbol 3 kohortot hoztunk létre. Az elsében 208 agyi attétet vizsgaltunk, elsdsorban a
mintadkban taldlhatd Osszefiiggésekre koncentraltunk a klinikai és a talélési adatokkal
osszevetve. A masodikban 61 primer tiidé ADC — agyi attét part elemeztiink és a parok kozott
megfigyelhetd Osszefliggésekre helyeztiik a hangstlyt, az egyes terdpiak hatasat is figyelembe
véve. A harmadikban 19 primer tid6 ADC — agyi attét parban hataroztuk meg a TCR profilt.

111.2. Széveti multiblokk

Mind a primer, mind az attéti tumormintakbdl szoveti multiblokkot (TMA) készitettiink
szamitogép vezérelt automatizalt TMA Master berendezéssel (3D HISTECH Kft, Budapest,
Magyarorszag). A mintdkbol 3, egyenként 2 milliméter atmérdjii reprezentativ szovethengert
helyeztiink at a befogado blokkba. Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz kontroll szovetként
normal maj, tonsilla, placenta és vese mintakbol helyeztiink el 1-1 szévethengert minden

TMA blokkban. Az elkésziilt TMA blokkokbol 3 um vastagsdgu metszetek késziiltek.
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111.3. Hisztologiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

[11.3.1. Peritumoralis mononukledris sejtes infiltracid

A primer tiid6 és agyi attét mintak hematoxilin-eosin (HE) festett metszetein meghataroztuk,
hogy a tumorszdvet koril a parenchymaban jelen van-e mononuklearis sejtekbol allo
infiltratum, azaz mononuklearis gytirti. Két kategériat hoztunk 1étre:

a) jelen van mononuklearis gylirii, azokban az esetekben, ha a daganatszovet koriil kevés
vagy massziv mononuklearis sejtes infiltracid megfigyelheto,

b) nincs jelen mononuklearis gylrii, azokban az esetekben, amikor a daganatszovet —

parenchyma hataron egyaltalan nem, vagy csak elszorva lathaté néhany immunsejt.

[11.3.2. Intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio

A tumormintak kotészovetes allomanyaban, azaz a stromdjaban megfigyelheté mononuklearis
sejtek mennyiségét is meghatdroztuk, az egyes mintdk HE festett metszetein. Ennek soran a
lymphocytdk, macrophagok ¢és plazmasejtek jelenlétét egyarant figyelembe vettiik. Két
csoportot hoztunk 1étre az alapjan, hogy a tumor stromanak tobb vagy kevesebb, mint 20%-

aban figyelhet6k meg gyulladésos sejtek.

111.3.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunreakciokat a TMA blokkok 3 pm vastagsdgi metszetein végeztik el az
eldirasoknak megfeleld lépéseket kovetve Leica Bond-Max automataval (Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszag). A PD-L1 festéshez SP142-es klont (higitas 1:100; Spring Bioscience,
Ventana; Oro Valley, Arizona, Egyesiilt Allamok), kontroll szovetként placentat hasznaltunk.
A PD-1 festéshez ab52587 antitestet (higitas 1:100; Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag),
kontroll szovetként tonsillat alkalmaztunk.

Az elkésziilt metszeteken a tumorsejtek PD-L1 pozitivitasat, valamint az immunsejtek PD-L1
és PD-1 pozitivitasat vizsgaltuk. Az immunsejtek vizsgalatakor a lymphocytak, plazma sejtek
€s macrophagok expressziojat is figyelembe vettiik. A pozitiv sejtek szazalékos mennyiségét
szemi-kvantitativ modon hataroztuk meg. A tumorsejtek esetén 1%, 5% és 50%-0S
hatarértékeket, mig az immunsejteknél 1%, 5% ¢és 10%-0s hatarértékeket hataroztunk meg. A
hatarértékeket a klinikai és kisérletes tanulmanyokban alkalmazott hatarértékek alapjan
hataroztuk meg. Az igy kapott adatokbol létrehoztunk egy kombinalt értéket a POPLAR-
tanulmanyt kovetve. Ennek megfeleléen a tumor- és immunsejtek PD-L1 expresszidja alapjan
4 csoportba soroltuk az eseteket: ,,nem expresszald”, ,,alacsonyan expresszalo”, ,kézepesen

expresszalo” €s ,,magasan expresszald”.
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111.4. T-sejt receptor meghatarozas

A lemetszett FFPE mintakbol DNS izolalast végeztiink Qiagen QIAamp FFPE szoveti kit-tel
(Qiagen, Hilden, Németorszag), majd a TCR klonalitdsdnak vizsgalatdhoz a nemzetkdzileg
elfogadott primerparok alkalmazéasaval (Integrated DNA Technologies Coralville, Iowa,
Egyesiilt Allamok), a BioMed2 nemzetkdzi ajanlasa szerint végeztiink fragmenthossz-
analizist a TRG lokuszra fokuszalva. Ennek elsé 1épéseként a primerek 10x-es higitasa utdn
multiplex-PCR tortént a vizsgalni kivant DNS szakasz enzimatikus amplifikacioja érdekében
(ProFlex PCR System, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). A
képzodott  termékeket ABI3500 Genetic Analyzer segitségével detektaltuk (Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). Az analizist GeneMapper Sotware 5-
tel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) végeztik. Az
elektroferogramok elemzése sordn monoklondlisnak tekintettiik azt a mintat, melyben a
legnagyobb csucs amplitidoja legalabb az azt kdvetd cstics amplitiddjanak dupldja volt.
Poliklonalis a minta tobb detektalhatd csucs esetén, melyek koziil nincs kiemelkedd, hanem
Gauss gorbe szerinti eloszlast mutatnak. Minden esetben egy pozitiv (monoklonalis) és egy

negativ (poliklonalis) kontrollt is vizsgaltunk az eredmények megerdsitésére.

I11.5. Statisztikai analizis

I11.5.1. 208 agyi attét esetet tartalmazo kohort

A kategorikus valtozok Pearson khi-négyzet probaval keriiltek dsszehasonlitasra, mely soran a
Pearson R érték mutatta meg a paraméterek kozotti 6sszefiiggés mértékét. A tulélési analizist
a teljes tulélés (OS), az agyi attét mutététl szamitott talélés, a progresszid mentes talélés
(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
miutéti kezelése és multiplex agyi attét (25 £0), (3) nem operalt primer tumor €s szoliter agyi
attét (90 £6), (4) nem operalt primer tumor és multiplex agyi attét (42 £6). A modell szelekciod
a ,survival” R csomag segitségével tortént. A tobbvaltozés modellbe foglalt valtozok
kivalasztasahoz els6ként az adott valtozo értéke szerint definialt betegcsoportokra Kaplan-
Meier-modszerrel meghataroztuk az SKM(t) talélési gorbéket, majd ezeket log-rank teszttel
vetettiik Ossze.

A statisztikai tesztek elvégzése SPSS 20.0-s verzidval tortént (IBM, Armonk, New York,
Egyesiilt Allamok).
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[11.5.2. 61 primer tiidé ADC ¢és agyi attét part tartalmazo kohort

A valtozdk kozott Spearman korrelacid analizist végeztiink python 3.5.3 verzié és a
scipy.stats statisztikai csomag haszndlatdval. A mennyiségi valtozok kozotti valddi
Osszefiiggések akkor vizsgalhatok a legjobban, ha nem hatarozunk meg hatarértékeket, igy a
statisztikai elemzést a fent leirt szOvettani paraméterek szemi-kvantitativ adataival, a
kozleményekben, valamint a klinikai gyakorlatban hasznalt hatarértékekkel egyarant
elvégeztiik. Minden paraméternél a legszignifikdnsabb adatot kivalasztva végeztik el a
Bonferroni korrekciot. A primer tido ADC és a hozza tartozd agyi attét kozott vizsgalva az
egyes paraméterek valtozasat, a valtozas pozitiv (+1), negativ (-1) vagy neutralis (0) értéket
kapott, annak megfelelden, hogy az adott paraméter ndvekedett, csokkent vagy nem valtozott
az agyi attétben a primer mintdhoz hasonlitva. Az eltéré terdpias csoportokban az egyes
paraméterek valtozasi iranyanak atlagat t-teszttel hasonlitottuk Ossze a scipy.stats python
csomag hasznalataval. Azokndl a paramétereknél, ahol kiilonb6zd hatarértékeket hataroztunk
meg, a legalacsonyabb p érték esetén végeztiik el a korrekcids szamitasokat Holm—Sidék féle

tobbszoros 6sszehasonlitassal.

111.5.3. 19 primer tiid6 ADC és agyi attét part tartalmazo6 kohort
A kategorikus valtozok Pearson khi-négyzet probaval keriiltek dsszehasonlitasra, mely soran a
Pearson R érték mutatta meg a paraméterek kozotti 6sszefliggés mértekeét.

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

I11.6. Etikai vonatkozasok

Kutatasaink sordn mindenben a hatdlyos jogszabalyok szerint jartunk el a Semmelweis
Egyetem Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) engedélyének birtokdban
(#155/2012, #510/2013, #86/2015), valamint a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak

megfelelden.

IV. EREDMENYEK

IV.1. 208 agyi attét esetet tartalmazé kohort

IV.1.1. Talélési adatok

A betegek atlagos teljes talélése 29,7 (£24,2), mig az agyi attét miitététdl szamitott talélés
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 betegb6l azonban 78 esetben az agyi attét keriilt

elészor diagnozisra €s csak azt kovette a primer tiidé ADC felfedezése.

6



Immunterapias markerek tiidé adenocarcinoméakban és agyi attéteikben Téglasi Vanda Monika

IV.1.2. Peri- és intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio

Az esetek 56%-aban figyeltiink meg peritumoralis mononukledris sejtes infiltraciot, mig 44%-
ukban ez nem volt jelen. Az esetek 69%-aban <20% ¢és 31%-aban >20% intratumoralis
mononukledris sejtes infiltracid volt azonosithatd. Az agyi attéteket vizsgéalva pozitiv
korrelaciot igazoltunk a mononuklearis gylri jelenléte €s az intratumoralisan megfigyelhetd

mononuklearis sejtek mennyisége kdzott.

IV.1.3. PD-L1 és PD-1 expresszid

A primer tiidd ADC-k agyi attéteiben a kiilonb6zd hatarértékeket alkalmazva az esetek
41,2%-a >1%-0s, 31,5%-a >5%-0s, 21,8%-a >50%-0s tumorsejt PD-L1 expressziot mutatott.
Az immunsejtek tekintetében a mintdk 63,8%-aban >1%-0s, 48,1%-aban >5%-0s, 25,1%-
dban >10%-0s PD-L1, valamint 75,2%-aban >1%-0s, 26,1%-aban >5%-0s, 11,5%-4aban
>10%-0s PD-1 expressziot azonositottunk. A POPLAR-tanulmény szerinti PD-L1 expresszios
csoportositast alkalmazva az esetek 26,4%-a a PD-L1-et ,,nem expresszal6”, 73,6%-a pedig a
PD-L1-et expresszald csoportba keriilt. Az expresszid mértéke alapjan az esetek 38,0%-a
alacsonyan, 20,3%-a kozepesen, 41,7%-a pedig magasan expresszalta a PD-L1-et. Pozitiv
Osszefiiggést figyeltiink meg a PD-L1 pozitiv tumor- és immunsejtek és a PD-1 pozitiv
immunsejtek mennyisége kozott csaknem az Osszes hatarérték esetén. A POPLAR-tanulmany
szerinti PD-L1-et ,,magasan expresszald” esetekben magasabb volt az immunsejtek PD-1

expresszioja mindegyik hatarértéknél.

IV.1.4. Az alkalmazott terapidk hatdsa a mononuklearis sejtek eloszlasara, mennyiségére és a
PD-L1 és PD-1 expresszio mértékére

A massziv peri- vagy intratumoralis mononukleéris sejtes infiltracidt mutato esetek aranya
megegyezett az agyi attét miitéte eldtt kemo- vagy szteroid terdpiat kapott vagy nem kapott
betegcsoportok kozott. A kozvetleniil az agyi attét miitéte eldtt alkalmazott szteroid terapia
szignifikans Osszefiiggést mutatott az immunsejtek alacsonyabb PD-L1 expressziojaval 10%-
os hatarértéknél a szteroid terapiaban nem részesiilt betegcsoporthoz képest. Nem volt
kimutathaté Osszefiiggés a tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-1 expressziojaban a
szteroid terapiaban részesiilt vagy nem részesiilt betegcsoportokat vizsgalva. Az agyi attét
mitéte elétt alkalmazott kemoterdpia nem befolydsolta a tumorsejtek PD-L1 és az

immunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziojat.
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IV.15. Az agyi attétekben megfigyelhetd mononukledris sejtek eloszlasanak ¢és
mennyiségének dsszefliggése a PD-L1 és PD-1 expresszioval

Az alacsony, azaz 20% alatti intratumoralis mononukledris sejtmennyiség a tumorsejtek
alacsony PD-L1 expressziojaval korellalt mindegyik hatarértéknél. Az immunsejtek PD-L1
expressziojat vizsgalva, az intratumoralis mononuklearis sejtek 20%-ot meghalado jelenléte
magasabb PD-L1 pozotivitassal tarsult mindegyik hatarértéknél. A mononuklearis gyiri
jelenléte szintén az immunsejtek magasabb PD-L1 pozitivitasaval korrelalt mindegyik
hatarértéknél. Az immunsejtek 1% f6lotti PD-1 pozitivitdsa szignifikans Osszefliggeést
mutatott a 20%-ot meghaladd intratumoralis mononukleédris sejtmennyiséggel ¢és a
mononuklearis gyurt jelenlétével. A POPLAR-tanulmanyban hasznalt kategéridk alapjan
létrehozott csoportokat vizsgalva a PD-L1-et ,magasan expresszald” esetekben figyeltiink
meg Osszefliggést az expresszios szint, valamint a mononuklearis gytlrd jelenléte és a 20%-0t
meghalado intratumoralis mononukledris sejtmennyiség kozott, az ,,alacsonyan expresszald”

vagy ,,nem expresszald” csoportokhoz képest.

IV.1.6. Az alkalmazott terapidk Osszefiiggése a tiléléssel

A primer tiid0 ADC korai, I-es és II-es stddiumban torténd diagndzisa, a tlidétumor miitéti
rezekcidja és a kemoterapia alkalmazasa szignifikdnsan jobb OS-t eredményezett egyvaltozos
log-rank teszttel. A tobbvaltozds Cox regresszids analizis soran a tiidétumor miitéti rezekcidja
pozitiv, a kemoterdpia hidnya negativ fliggetlen prognosztikus tényezOnek bizonyult.
Azonban ezek a paraméterek log-rank teszttel nem mutattak Osszefiiggést az agyi attét

mutététdl szamitott taléléssel.

IV.1.7. A mononuklearis sejtek eloszlasanak €s mennyiségének 0sszefiiggése a tuléléssel

A peritumoralis mononuklearis gyliri hidnya rosszabb tuléléssel tarsult az agyi attét miitététol
szamitva. A fenti 0sszefliggés a tobbvaltozds Cox analizist kdvetden csak erds tendencianak
bizonyult. A 20%-ot meghalad6 intratumoralis mononuklearis infiltratummal bird agyi attétes

betegek primer tumor diagndzisatol szamitott tilélése kedvezobb.

IV.1.8. APD-L1 és PD-1 expresszid Osszefiiggése a taléléssel

A tumor- és immunsejtek fehérje expresszios adatait log-rank teszttel vizsgéalva, nem talaltunk
Osszefliggést sem a PD-L1, sem a PD-1 expresszids értékek és az OS vagy az agyi attét
mitététél szamitott talélés kozott egyik altalunk hasznalt hatarérték esetén sem. Az
eredmények tobbvaltozos Cox regresszios analizis soran sem érték el a szignifikans értéket. A

POPLAR-tanulmany alapjan létrehozott betegcsoportok vizsgalatakor az egyvaltozos log-rank
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tesztet alkalmazva a PD-L1-et ,,nem expresszald” betegcsoport jobb talélést mutatott az agyi
attét mutététél szamitva a PD-L1-et expresszald betegcsoporthoz képest. Kaplan—Meier
analizissel a PD-L1-et ,alacsonyan expresszald” betegek teljes tulélése bizonyult

kedvezObbnek a PD-L1-et ,,magasan expresszald” betegekhez képest.

IV.2. 61 primer tiido adenocarcinoma és agyi attét part tartalmazo kohort

IV.2.1. Talélési adatok

A betegek atlagos teljes tulélése 41,2 (£26,0), mig az agyi attét mutététdl szamitott tulélés
16,4 (£12,9) honap volt. A PFS 21,1 (£18,1) hénap volt, az agyi attét kialakulasaig pedig
atlagosan 26,3 (+23,5) honap telt el. A 61 betegb6l 5 esetben az agyi attét keriilt elészor

diagnoézisra.

IV.2.2. Peri- és intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio

A primer tumorokat vizsgalva az esetek 78%-aban volt megfigyelhetd peritumoralis
mononuklearis sejtes infiltracid, mig 22%-ukban nem volt jelen. Az esetek 84%-aban <20%
¢és 16%-aban >20% intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracio volt azonosithat6. Az agyi
attéteket vizsgalva peritumoralis mononukleéris sejtes infiltracid az esetek 63%-aban volt
lathat6, mig 37%-aban nem volt jelen. Az intratumoralis mononuklearis sejtek tekintetében

69%-ban azonositottunk <20% és 31%-ban >20% infiltraciot.

IV.2.3. PD-L1 és PD-1 expresszid

A primer tidé ADC-k 36,1%-a >1%-0s, 24,6%-a >5%-0s, 6.6%-a >50%-0s tumorsejt PD-L1
expressziot mutatott. Az immunsejtek tekintetében a mintdk 44,3%-aban >1%-0s, 9,8%-aban
>5%-0s, 3,3%-aban >10%-0s PD-L1, valamint 83,6%-aban >1%-0s, 45,9%-aban >5%-0s,
21,3%-aban >10%-0s PD-1 expresszidt azonositottunk. Az agyi attétek 34,4%-a >1%-0s,
27,9%-a >5%-0s, 18%-a >50%-0s tumorsejt PD-L1 expressziot mutatott. Az immunsejtek
tekintetében a mintak 35,6%-aban >1%-0s, 6,8%-aban >5%-0s, 6,8%-aban >10%-0s PD-L1,
valamint 63,9%-aban >1%-0s, 24,6%-aban >5%-0s, 11,5%-aban >10%-0s PD-1 expressziot

figyeltiink meg.

IV.2.4. A primer tiid6 adenocarcinomdban ¢€s a hozzd tartozd agyi attétben jelenlévo
mononuklearis sejtek elhelyezkedésének és mennyiségének Gsszefliggései
Nem talaltunk Osszefliggést a primer tiidd ADC-ben és a hozza tartozd agyi attétben 1évo

intartumoralis vagy peritumoralis mononuklearis sejtes infiltraci6 kozott. Szintén nem
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talaltunk Osszefliggést egy adott primer tiid6 vagy agyi attét mintan beliil a peritumoralis €s

intratumoralis mononuklearis sejtes infiltracidt 6sszehasonlitva.

IV.2.5. A primer tiid adenocarcinomaban és a hozza tartozo agyi attétben megfigyelheté PD-
L1 és PD-1 expressziok kozotti 0sszefiiggések

A primer tidé6 ADC-ben ¢és a hozza tartozo agyi attétben megfigyelheté PD-L1 és PD-1
expresszids adatok Osszehasonlitdsakor szignifikdns pozitiv korrelaciot mutattunk ki a
tumorsejtek PD-L1 expressziojaban a parok kozott, az altalunk alkalmazott mindharom
hatarértéknél. A legerdsebb korrelaciot a hatarérték nélkiili 6sszehasonlitaskor lattuk. Ez az
eredmény Bonferroni-korrekcioval is szignifikans maradt. Az immunsejtek PD-L1
expresszidjat Osszehasonlitva hasonld, bar gyengébb Osszefliggést figyeltiink meg az
Osszetartozo primer tiidé ADC és agyi attét parok kozott 10%-os hatarértéknél. Azonban ez az
Osszefiiggés Bonferroni-korrekcioval nem érte el a szignifikans értéket. Az immunsejtek PD-1
expresszigjat tekintve nem volt kimutathato Osszefliggés az Osszetartozo primer tiidé ADC és
agyi attét parok kozott. Bar a szignifikdns értéket nem érte el a valtozas mértéke, az agyi

attétekben a PD-1 expresszid csokkenését figyeltiikk meg.

IV.2.6. A mononuklearis sejtek eloszlasanak és mennyiségének Osszefiiggései a PD-L1/PD-1
expresszioval a primer tiidd ADC mintédkban

A primer tid0 ADC mintdkban a 20%-nal kevesebb intratumoralis mononuklearis sejtes
infiltratum az immunsejtek alacsonyabb PD-L1 expresszidjaval tarsult. A PD-1 expresszioval
valo Osszevetésnél egy tendenciat figyeltiink meg a kevés stromalis immunsejtes infiltratum
és az alacsony PD-1 expresszid kozott. Az intratumoralis immunsejtek mennyisége nem
mutatott 0sszefiiggést a tumorsejtek PD-L1 expresszidjaval. A peritumoralis mononuklearis
sejtek jelenléte pozitiv korrelaciot mutatott az immunsejtek PD-1 expresszidjaval, azonban

nem korrelalt a tumorsejtek és immunsejtek PD-L1 expresszidjaval.

IV.2.7. Az immunsejtek mennyiségének €s eloszlasanak, valamint a PD-L1/PD-1 expresszio
mértékének Osszefliggése a tuléléssel
A tulélési adatokat vizsgalva nem taldltunk Osszefiiggést az immunsejtek mennyisége,

eloszléasa, valamint a PD-L1 és PD-1 fehérje expressziods adatok tekintetében sem.
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IV.2.8. A terapidk hatdsa a mononuklearis sejtes infiltratum valtozasanak iranyara a primer
tiildétumorhoz képest a hozza tartozo6 agyi attétben

A peritumoralis ¢€s intratumoralis mononukleédris sejtek mennyiségében bekovetkezett
valtozas iranyat (novekedés/csokkenés/nincs valtozas) a primer tidé ADC ¢és a hozza tartozo
agyi attéti mintdk kozott vizsgaltuk az egyes terapidk fiiggvényében. Mindkét paraméter
esetén a valtozéds irdnya azonos volt az agyi attétekben a primer tumorhoz képest attol
fiiggetlentil, hogy az adott paciens részesiilt-e kemo-, sugar- vagy szteroid terapiaban a primer

tiidé vagy az agyi attét miitéte elott.

IV.2.9. A terapiak hatasa a PD-L1/PD-1 expresszié valtozasanak iranyara a primer
tiidétumorhoz képest a hozza tartozo6 agyi attétben

A tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidjaban bekovetkezett
valtozés iranyat (ndvekedés/csokkenés/nincs valtozas) a primer tiidé ADC ¢€s a hozza tartozé
agyi attéti mintak kozott az egyes terapidk fliggvényében vizsgalva lényegében nem volt
megfigyelhetd szignifikans kiilonbség Bonferroni korrekcid elvégzésével. Egy esetben, a
primer tiidétumor mitéti rezekcidja elott kapott sugarkezelés esetén mutatkozott szignifikans
kiilonbség. A primer tumormintahoz képest az agyi attétben az immunsejtek magasabb PD-1
expresszigjat igazoltuk, azonban ezt az Osszefiiggést csak az 1%-os hatarértéknél lattuk, és
csak 2 beteg részesiilt ilyen terapiaban a 61 fobdl. Az agyi attét miitéte elott kemoterapidban
részesiilt betegek agyi attétében a tumorsejtek PD-L1 expresszioja szignifikansan
magasabbnak mutatkozott a primer tumor tumorsejtjeihez képest. Azonban ez az 6sszefliggés

nem volt szignifikans Bonferroni korrekcio elvégzésekor.

IV.3. 19 primer tiidé ADC és agyi attét part tartalmazé kohort

IV.3.1. Tumor infiltralé lymphocytak mennyisége

A 38 minta HE festett metszeteit szemi-kvantitativ médon megvizsgalva, mindegyik tumor
mikrokornyezetében >1% lymphocytat azonositottunk. fgy mindegyik mintat alkalmasnak

talaltuk a tovabbi vizsgalatok elvégzésére.

IV.3.2. T-sejt receptor fragmenthossz-analizisének eredményei

A vizsgalatba bevont 38 mintabdl 2 primer tid6 ADC és 3 agyi attét mintdban nem volt
elegendd DNS, igy az analizis sikertelen volt. A vizsgalatra alkalmas 17 primer tiiddé ADC
mintabdl egy, mig a 16 agyi attét mintabol harom bizonyult monoklonalisnak. TCR statusz
valtozast (poliklondlis — monoklonalis) két agyi attétben figyeltiink meg a hozza tartozo
primer tiid adenocarcinomahoz képest.
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IV.3.3. A fragmenthossz-analizis eredményeinek 0sszefliggése a klinikai adatokkal

A terdpids adatokat elemezve a primer tiidd ADC mitéte eldtt kapott kemoterdpia nem
befolyasolta a tiid6 ADC minta TCR statuszat. Az agyi attét mutéte elétt kapott kemo- vagy
szteroid terapia dnmagaban nem volt hatassal az agyi attét TCR statuszara, valamint az
Osszetartozo primer tiidé ADC és agyi attét mintak TCR statusza kozott megfigyelhetd
valtozéasra sem. Azonban a kemo- és szteroid terapidban egyarant részesiilt betegeknél a kettds
terapia szignifikansan befolydsolta az Osszetartozd tumor mintak kozott megfigyelheté TCR
statusz valtozast: a mindkét terdpidban részesiilt betegek 40%-anal a primer tiid6 ADC

poliklonalis statusza monoklonalissé valtozott az agyi attétben.

V. MEGBESZELES

Munkank soran 61 primer tiidé6 ADC és 208 tiidé6 ADC eredetli agyi attétben hataroztuk meg
az immunsejtek eloszlasanak és mennyiségének, a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak €s az
immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidjanak osszefliggéseit. Tovabbi 19 primer tiidé6 ADC —
agyi attét parban a mintdk TCR klonalitdsat hataroztuk meg. Fontosnak tartottuk csak ADC és
ADC eredetli attétek vizsgalatat, hiszen a korabbi eredmények alapjan a PD-L1 expresszio
talélésre gyakorolt hatdsa a csak tid6 ADC mintakat vizsgald tanulmanyokban is
ellentmondasos. A primer tiidécarcinoma kezelése soran gyakran alkalmaznak szisztémas
kemoterapiat vagy sugarterapiat, agyi attét esetén pedig szteroid terapiat. Ezen terapiak
hatasanak vizsgalata kulcsfontossagl, mivel nem pontosan ismert, hogy miként befolyasoljak
a jelenleg elfogadott biomarker, a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak mértékét az agyi
attétekben, ezéltal az immunellenérzépont-gatlo terapia indikdcios korét. A tovabbi
paramétereket (jabb potencidlis biomarkerek azonositasa érdekében vizsgaltuk. A primer tiido
ADC — agyi attét parokat vizsgalva arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a tumorparok fent
emlitett paraméterei kozott megfigyelhetd Osszefiiggések alapjan kovetkeztethetiink-e a
primer tumor jellemzdibdl az agyi attét sajatossagaira, terdpids érzékenységére, illetve, hogy

ezen Osszefliggéseket miként befolyasoljak az egyes onkoterapiak.

V.1. A tumorsejtek PD-L1 expresszioja

Adataink alapjan lathatd, hogy a hazai, agyi attétet ado tiiddé ADC-ben szenvedd betegek
legalabb  34-41%-a részesiilhet nivolumab vagy pembrolizumab monoterdpidban
masodvonalban, mivel ezek alkalmazasdhoz elegendd a tumorsejtek 1%-ot meghaladé PD-L1

expresszioja. 2017-t6l pedig mar elsévonalban is alkalmazhaté a pembrolizumab terapia
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pemetrexed vagy carboplatin kemoterapiaval kombindlva PD-L1 expresszios szinttol
fiiggetleniil. Ugyanakkor atezolizumab monoterapidban masodvonalban csak az attétes
betegek 22%-a részesithetd a tumorsejtek PD-L1 expressziojat figyelembe véve. Mas
tanulmanyokban primer tiidé ADC mintakat vizsgalva eltéré expresszids szintekrdl szamoltak
be. Pawelczyk és mtsai 364 tiid6 ADC mintat vizsgalva 29,1%-ban kevesebb, mint 1%-os és
4,4%-ban 50%-ot meghaladd PD-L1 expressziot irtak le. Kim és mtsai 71,9%-ban kevesebb,
mint 1%-os és 13%-ban 50%-ot meghalado PD-L1 expressziot figyeltek meg 146 tiid6 ADC-s
beteget vizsgalva. A kohortok kozott megfigyelhetd eltéré PD-L1 expresszios szintek a
kiilonb6z6 antitestek alkalmazédsabol is adodhat.

A tiidé6 ADC eredetli agyi attétekben a tumorsejtek PD-L1 expressziojat sem a betegség
lefolyasa soran alkalmazott kemoterdpia, sem az agyi attét mitéte elott kozvetleniil
alkalmazott szteroid terapia nem befolyasolta. Melanoma eredetii agyi attétekben mar
beszamoltak arrél, hogy a szteroid terapia nincs hatassal a tumorsejtek PD-L1 expresszidjara.
Azonban primer nem kissejtes tidé carcinoma (NSCLC) mintakat vizsgalva
ellentmondasosak az eredmények. Shin és mtsai szignifikdns PD-L1 expresszié novekedést,
azonban kutatécsoportunk masokhoz hasonléoan a PD-L1 expresszid csokkenését irta le
platina bazis kemoterapiat kovetden. Mig a primer daganatra adott kemoterdpia az
elsddleges lokalizacioban befolyasolhatja a tumorsejtek PD-L1 expressziojat, addig az agyi
attétek esetén, feltehetden a vér-agy gat védd szerepe miatt, a terdpids hatds elmaradésa
mellett, a PD-L1 expressziot befolyasolo hatas sem alakul ki.

A primer tiidd ADC — agyi attét parokat vizsgalva pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a parok
kozott a tumorsejtek PD-L1 expressziojat tekintve. Eredményeink megegyeznek mas, primer
NSCLC és Osszetartozo agyi attét parokat vizsgalo tanulmanyok eredményeivel. Mansfield és
mtsai, valamint Takamori és mtsai 5%-os hatarértéket hasznalva irtak le hasonld Gsszefliggést.
Kim és mtsai 1%-os és 50%-os hatarérték esetén szamoltak be a parok PD-L1 expresszidja
kozott megfigyelhetd korrelaciorol. Mivel az agyi attétek valoszinlileg csak néhany
tumorsejtb6l szarmaznak, két fébb hipotézis is magyarazhatja a fenti dsszefliggést: 1) Az agyi
attétek olyan primer tumorsejtekbdl fejlédnek ki, amelyek véletlenszerli szelekcioja a PD-L1
fliggetleniil az agyi attétekben a primer tumorra jellemzd PD-L1 expresszids mintazat alakul
ki. Ezt a hipotézist Gupta és mtsai sejtes kisérletel is alatamasztjak, miszerint az egyensulyban
1év6 sejtpopuléaciokbol izolalt szubpopulaciok ugyanazt az egyensulyt érik el. A tumor parok
tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott megfigyelt Osszefliggést a preoperativan

alkalmazott kemo-, sugar- és szteroid terapia nem befolyasolta. Takamori és mtsai bar kis
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esetszamot vizsgaltak, szintén nem mutattak ki kemoterapia altal kivaltott hatast NSCLC
eredetli agyi attétek PD-L1 expresszidjara.

Habar mi nem talaltuk a primer tiiddé ADC-k tumorsejtjeinek PD-L1 expressziojat
prognosztikusnak, Pawelczyk és mtsai 364 tidd6 ADC mintat vizsgalva 50%-nal kevesebb
PD-L1 expresszio esetén kedvezobb talélésrdl szamoltak be. Az agyi attétek tumorsejtjeinek
PD-L1 expresszioja a teljes kohortban nem bizonyult prognosztikusnak, azonban a klinikai
alcsoportokat kiilon vizsgalva, a primer tumor mitéten atesett és tobbszoros agyi attétel
rendelkezd betegcsoportban 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 gatlo szerek Onmagukban is jelentés hatast érhetnek el az immunvalasz

reaktivalasaval.

V.2. Tumor-asszocialt immunsejtek

V.2.1. A tumor-asszocialt immunsejtek mennyiségének és eloszlasanak 0sszefliggései

A primer tiidd ADC mintak 84%-aban, mig az agyi attétek 69%-aban kevesebb, mint 20%
intratumoralis gyulladdsos sejtes besziirddés volt lathatd. A mononukleéaris gyliri a primer
mintak 22%-aban, mig az agyi attétek 44%-aban hianyzott. Az alacsony immunsejtes
infiltratummal rendelkezd daganatok esetén feltételezhetd, hogy a betegek nem rendelkeznek
a daganatot eliminalni képes lokalis immunvalasszal. Valdszinilileg ezen betegek esetén nem
varhatd kedvezd hatds immunellendrzOpont-gatldo monoterapia alkalmazasakor. Olyan
szerekkel kombinalva, melyek novelik az immunsejtek tumorszovet kornyezetébe torténd
vandorlasat, mint példaul a CTLA-4 gatl6 ipilimumab, kedvezdbb hatas érhetd el.

A primer tidé ADC - agyi attét parokat Gsszevetve nem talaltunk Oszefliggést a tumor
mikrokdrnyezetében megfigyelhetd immunsejtek elhelyezkedésében és mennyiségében.
Mansfield és mtsai 73 primer tiiddcarcinoma — agyi attét par esetén szignifikansan tobb tumor
infiltrald lymphocytar6l szamoltak be a primer tumorban az agyi attéthez képest. Kim és
mtsai 12 primer tiidécarcinoma — agyi attét part vizsgalva irtak le, hogy nincs kiilonbség az
eltérd lokalizadcidban 1év0, Osszetartozd tumorparok mikrokornyezetében talalhatod
immunsejtek mennyiségében.

A preoperativan alkalmazott terapidk, igy a kemo-, sugar- és szteroid terapia hatasat vizsgalva
azt talaltuk, hogy egyik eljaras sem befolydsolja az agyi attétekben jelenlévd immunsejtek
elhelyezkedését €s mennyiségét, a primer tumorhoz viszonyitva sem. Berghoff és mitsai

vegyes eredetli agyi attét kohortokon szintén kimutattdk, hogy sugér- és szteroid terapiatol
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fliggetlen az immunsejtek eloszlasa a tumor mikrokdrnyezetében. Mindezek alapjan egyik
terapia sincs hatassal az immunsejtek tumoros mikrokornyezetbe vald vandorlasara.

Az agyi attétek esetén pozitiv korrelaciét mutattunk ki a stromalis immunsejtek mennyisége
¢s a mononuklearis gylrti jelenléte kozott. Az irodalmi adatok nem homogén
betegcsoportokat vizsgalva ellentmondasosak. Leirtak mar az agyi attétek koriil tobb
gyulladasos sejtet, mint intratumoralisan, ahogy beszamoltak mar a tumor stromaban
megfigyelheté magasabb aranyl immunsejtes beszlirddésrdl is. A primer tidé ADC-k esetén
az agyi attétekben megfigyelthez hasonlé tendenciat lattunk.

A primer tiid6 ADC mintdkban nem figyeltiink meg 6sszefiiggést 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 expresszidja pozitiv korrelaciot
mutatott. Mas tanulmanyokban melanoma és NSCLC eredetli agyi attéteket vizsgalva, szintén
szignifikans pozitiv korreldciot irtak le a tumor infiltralé lymphocytdk mennyisége és a
mintdk tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott. Ez az eredmény megegyezik azzal a
megfigyeléssel, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszidoja immunologiailag —aktiv
mikrokornyezetet tiikroz.

A primer tidé6 ADC mintdkban az immunsejtek mennyisége és eloszldsa nem bizonyult
prognosztikusnak. Kordbbi tanulmanyokban azonban kimutattak, hogy NSCLC esetén a
tumor infiltrald vagy tumor stromaban megfigyelheté lymphocytak fiiggetlen prognosztikus
markerek. A magas aranyl immunsejtes besziirddés kedvezdbb prognézissal tarsul. Ez az
Osszefliggés a mi kohortunkban feltételezhetdéen a primer tiidé ADC mintak alacsony szama
miatt nem volt kimutathatd. Eredményeink alapjan a tiidd6 ADC eredetli agyi attétekben
megfigyelhetd mononuklearis sejtes infiltracid, foleg peritumoralis lokalizacioban, tarsult
kedvezébb tuléléssel, mind a primer tumor diagnézisatdl, mind az agyi attét miitététdl
szamitva. Ezekben az esetekben az immunellenérzépont-gatld szerek altali immunrendszer

reaktivalas tovabbi kedvezo klinikai hatassal jarhat.

V.2.2. A tumor-asszocialt immunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziojanak osszefiiggései

A parokban az immunsejtek PD-L1 expresszidja a tumorsejtek PD-L1 expresszidjahoz
hasonld Osszefiiggést mutatott, azonban az immunsejtek PD-1 expresszidja eltérd volt az agyi
attétben a primer tiid6 ADC-hez képest. Kim és mtsai, valamint Berghoff és mtsai
munkajahoz hasonldan az agyi attétekben az immunsejtek PD-1 pozitivitisanak csokkenése
volt lathat6. Az agyi attétekben a PD-L1 pozitiv tumor- és immunsejtek mennyisége pozitivan

korrelalt a PD-1 pozitiv immunsejtek mennyiségével. Duchnowska és mtsai emlécarcinoma
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eredetli agyi attéteket vizsgalva nem figyeltek meg O0sszefiiggést a PD-1 és PD-L1 expresszio
kozott. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a tumorsejtek és immunsejtek
kozott dinamikus kommunikacié zajlik, valamint hogy a kimeriilt, PD-1 expresszald
immunsejtek a kornyezetiikben PD-L1 expressziot indukalnak.

Mind a primer tidé ADC, mind az agyi attét mintdkban a 20%-ot meghaladé stromalis
immunsejtes infiltratum, valamint a mononuklearis gytirii jelenléte az immunsejtek magasabb
PD-L1 és PD-1 expressziojaval tarsult. Mivel az agyi attétekben az immunsejtek PD-L1 és
PD-1 expresszidja is pozitiv korrelaciét mutatott a tumorsejtek PD-L1 expressziojaval, az
egylittesen megfigyelhetd fehérje expresszidok potencialisan immunszuppressziv kornyezetre
utalnak.

Kiilonb6z6 primer daganatokbol szdrmazd agyi attéteket vizsgald tanulmanyokban arrol
szamoltak be, hogy a szteroid terdpidnak nincs hatasa az agyi attétben megfigyelheté PD-L1
expresszid mennyiségére. Ezzel ellentétben sajat kutatdsunk soran az immunsejtek PD-L1
expresszidjat az agyi attétekben a kozvetlenill az agyi attét mutéte eldtt alkalmazott szteroid
terapia szignifikdnsan csokkentette. A primer tidé ADC — agyi attét parok kozott megfigyelt
valtozés iranya a fentiekhez hasonl6 tendenciat mutatott szteroid terapia esetén. Ezek alapjan
a szteroid terapia az immunsejtek mennyiségének valtoztatasa nélkiil csokkentheti azok PD-
L1 expresszigjat. A preoperativan alkalmazott szisztémas kemoterapia és a sugarterapia nem
befolyasolta a PD-L1 és PD-1 expresszié mértékét az agyi attétekben. Mivel a szteroid terapia
hatassal lehet az agyi attétekben az immunsejtek PD-L1 expresszidjara, azonban nem
befolyasolta a tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-1 expresszidjat, igy a kombinalt
pozitiv érték (CPS) bevezetése esetén sziikséges lehet az agyi attétek vizsgalata a PD-L1/PD-
1 gatlo kezelés elott.

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
biologiailag relevansabb informdaciot nyujthat. A mintak 26,4%-a a ,,nem expresszald”
csoportba keriilt, ami azt jelenti, hogy sem a tumorsejtek, sem az immunsejtek nem
expresszaltadk a PD-L1-et, igy ezek a betegek nagy valdsziniiséggel nem profitalndnak a PD-
L1/PD-1 gatlo kezelésbdl. A PD-L1-et expresszald mintak koziil 41,7% bizonyult ,,magasan
expresszalo”-nak, ami a teljes populacido 30%-a. Ezeknél a betegeknél valdsziniileg jelentds
kedvezd hatas érhet6 el PD-L1/PD-1 gatlo kezeléssel. A PD-L1-et ,,magasan expresszalod”
csoportban a PD-L1 expresszi6o és a mononuklearis gyirii jelenléte, valamint a 20%-ot
meghalado stromalis immunsejtes infiltratum szignifikans 0sszefliggést mutatott. Ugyanebben

a betegcsoportban az immunsejtek magasabb PD-1 expresszidja is megfigyelhetd volt. A
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tulélési adatokkal 6sszevetve a POPLAR-tanulmany szerinti csoportokat a teljes kohortban,
nem talaltunk osszefliggést. A klinikailag homogenizalt betegcsoportok koziil, a primer tumor
miitéten atesett és tobbszords agyi attéttel rendelkezd betegcsoportban a ,,nem expresszalok”
agyi attét mitéte utani talélése az expresszalokhoz, valamint az ,,alacsonyan expresszalok”
teljes talélése a ,,magasan expresszalokhoz” képest bizonyult jobbnak. Bar kezdetben tgy
tlint, hogy a POPLAR-tanulmany szerinti kombinalt értékelés hasznos lehet a terapias javaslat
felallitasakor, mégsem terjedt el az alkalmazasa. Néhany tanulményban azonban megtalalhato
ennek az értékeld rendszernek az alkalmazasa. igy példaul Gadgeel és misai agyi attétes
NSCLC-s betegeknél 42,8%-0s ,,nem expresszalo” és 17,5%-os ,,magasan expresszald” aranyt

irtak le 360 beteget vizsgalva.

V.3. T-sejt receptor klonalitas

A klinikai vizsgélatok alapjan egyre nyilvanvalobb, hogy a TCR statusz potencialis
biomarkerként szolgalhat a tumorellenes adaptiv immunitds vizsgalatdhoz ¢és az
immunellenérzépont-gatlo  kezelésre adott valasz elorejelzéséhez az egyes szolid
daganatokban. A TCR statusz meghatarozasédhoz leggyakrabban a CDR3 régi6 szekvenalasat
alkalmazzak.

Reuben és mtsai 11 neoadjuvans kezelésben nem részesiilt tidd ADC mintat vizsgalva
mutattdk ki, hogy a magas intratumoralis TCR heterogenitas fokozott kiujulassal,
progresszioval és rovidebb betegségmentes tuléléssel tarsul. Sajat mintdink koziil a TCR
analizisre alkalmas 17 primer tiidé6 ADC mintabol 16 bizonyult poliklonalisnak, ami a fenti
eredmény alapjan nem meglepd, hiszen minden esetben kialakult agyi attét, tehat a betegség
progredidlt. Melanoma ¢€s prosztata carcinoma esetén alkalmazott anti-CTLA-4 kezelés
ndvelte a mintdkban a TCR diverzitast, valamint az eredetileg magas TCR diverzitassal biro
betegeknél alkalmazott CTLA-4 gatlo terapia kedvezdbb teljes taléléssel jart. Melanoma
mintakat vizsgdlva a PD-1 gatlo kezelésre reagalo betegek tumor infiltraldo lymphocytainak
magas TCR diverzitasa volt jellemzd. A fentiek alapjan valoszintisithetd, hogy a PD-1 gatlo
kezelés eldtt alkalmazott CTLA-4 gatlas fokozhatja annak terapids hatasat a daganatok
poliklonalis TCR statuszanak eldidézése altal. Sajat mintainkat nézve a primer tidé ADC-K
tobb, mint 90%-4ban és az agyi attétek tobb, mint 80%-aban lenne varhat6 terdpias hatas PD-
1 gatlo kezelés esetén, ami CTLA-4 gatlo elOkezeléssel tovabb novelhetd. Azonban mas
tanulmanyok azt feltételezik, hogy a csokkent TCR diverzitas tumor-antigén-specifikus T-

vizsgalataval azonosithatova valnak esetleges tumor-reakitv T-sejt klonok. Echchakir és mtsai
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9 NSCLC mintabdl 3 esetben irtak le oligoklonalitast, azaz dominans T-sejt klont, ami
bizonyos T-sejt alpopulaciok relativ expanzidjaval tarsult. Sajat tiid6 ADC mintaink koziil
csak egy, az agyi attétek koziil pedig 3 esetben figyeltiink meg monoklonalitdst. Annak
tisztazasara, hogy ezekben a mintdkban a domindns T-sejt klon jelenléte valéban tumor-
specifikus immunitast jelezhet-e, tovabbi nagyszdmu betegcsoportok vizsgalata és talélési
analizise sziikséges.

A parok TCR statuszat Osszehasonlitva két esetben figyeltink meg véltozast, ami
Osszefliggést mutatott az agyi attét muitéte elott alkalmazott kemo- és szteroidterapiaval. A két
esetben a terapias szempontbol feltételezhetéen kedvezobb poliklonalis — statusz
monoklonalissa valtozott az agyi attétben a primer tidé ADC-hez képest. Tehat ha a TCR
statusz terapias biomarkerként elfogadasra kertiil, akkor feltételezhetd, hogy sziikségessé valik

mindegyik tumorminta vizsgélata a kezelés el6tt.

Kutatasaink eredménye alapjan Osszességében elmondhatd, hogy a daganatos betegség
kezelése soran alkalmazott hagyomanyos onkoterapias eljarasok, igy a kemo- és sugarterapia,
valamint az agyi attétek esetén csaknem rutinszerlien alkalmazott szteroid terdpia nem
befolydsolja az immunellendrzOpont-gatld terapia szempontjabol fontos biomarker, a
tumorsejtek PD-L1 expresszioés szintjét az agyi attétekben. Az immunsejtek PD-L1
expressziojat azonban a szteroid terapia szignifikdnsan csOkkentette. Bar csak 16 par esetén
tudtuk vizsgélni a TCR klonalitast, elmondhatjuk, hogy az agyi attét miitéte eldtt alkalmazott
kemoterapia és szteroid terapia egylittesen befolyasolhatja az agyi attétek TCR klonalitasat,
azonban ennek pontosabb megitélése érdekében tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Osszességében feltételezhetd, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszidja a daganat sajat
jellegzetessége, amit nem befolyasolnak a rutinszerien alkalmazott onkoterapidk.
Amennyiben tovabbra is a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak mértéke marad az egyetlen
PD-L1/PD-1 gatlé kezelésre vonatkozéd terapias kritérium, valdszintsithetd, hogy attétes
betegeknél a terapias indikécio feldllitasdhoz elegendd lehet csak a primer tumorminta PD-L1
expresszidjanak meghatarozasa, ami nem operalhatd agyi attétek jelenlétekor nagy segitség
lenne. Azonban ha a CPS vagy a TCR statusz meghatarozasa bevezetésre kertil,

elengedhetetlen lesz mindegyik tumorminta vizsgalata a kezelés megkezdéséhez.
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VL. KOVETKEZTETESEK

A tumorsejtek PD-L1 expresszidjat sem a betegség lefolydsa soran alkalmazott
kemoterapia, sem az agyi attét mitéte elott kozvetleniil alkalmazott szteroid terapia

nem befolyésolja tiidé ADC eredetii agyi attétekben.

A primer tidé6 ADC — agyi attét parok tumorsejtjeinek PD-L1 expresszidja kozott
megfigyelt pozitiv korrelaciot nem modositja a preoperativan alkalmazott kemo-,

sugar- és szteroid terapia.

A primer tumor miitéten atesett és tobbszords agyi attéttel rendelkezd betegcsoportban
a tumorsejtek 1% alatti PD-L1 expresszioja szignifikansan jobb taléléssel tarsul az

agyi attét mitététol szamitva.

Az agyi attétekben az immunsejtek elhelyezkedésére €és mennyiségére nincs hatdssal a
preoperativan alkalmazott kemo-, sugar- és szteroid terdpia, a primer tumorhoz

viszonyitva sem.

A tidé ADC eredetli agyi attétekben jelenlévé mononuklearis gytirli kedvezObb
tuléléssel tarsul, mind a primer tumor diagndzisatol, mind az agyi attét miitététol

szamitva.

Az agyi attétekben a preoperativ szteroid terapia az immunsejtek mennyiségének

valtoztatasa nélkiil csokkentheti azok PD-L1 expressziojat.

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

A kettds kemo- €s szteroid terapia megvaltoztathatja a TCR statuszt az agyi attétekben

a primer tiidé ADC-hez képest.
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