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BEVEZETES

A tiidérdk hazénkban és vildgviszonylatban is a vezetd
daganatos haldlok. A betegség kialakuldsa szoros Osszefiiggést
mutat a dohanyzassal, a diagnozis felallitasakor pedig a betegek
kozel kétharmada inoperabilis. A kiterjedt stadiumu betegségben
a kezelések bazisat jelenleg is a kombinalt kemoterapia jelenti.
Sajnalatos modon, jelenleg nem rendelkeziink olyan
tumormarkerrel vagy szoveti faktorral, amely a klinikai
gyakorlatban alkalmas lenne a betegség monitorozasara, segitene
a gyors progresszio elérejelzésében, vagy prediktiv értékkel birna
az egyes kemoterapids szerek alkalmazasat illetéen. Molekularis
célzott terapidra a betegeknek csak egy szelektalt csoportja
alkalmas, és indikalasanak alapfeltétele pozitiv prediktiv értékkel
bird driver mutacié azonositasa.

Az immunterapia bevezetése paradigmavaltast hozott a
tiidodaganatos betegek ellatasaban, de ez a kezelési mod sem
alkalmazhaté minden betegnél, és nem minden esetben élvez
prioritast az egyéb onkoterapiakkal szemben. Az immunterdpias
készitmények alkalmazasanak sorrendje €és kemoterapiaval valo
kombinaldsa még nem minden részletében evidencia szintd.
Mivel nagy a koltségvonzata, a terapias hatékonysagot elore jelzo
markerek nagy jelentéséggel birnak. A klinikai gyakorlatban az
immunterdpia prediktiv markereként a PD-L1 (programmed
death ligand-1) protein expressziot hasznaljak, amelyrél azonban
ismert, hogy nem tokéletes biomarker. A magas PD-L1
expressziot mutatd daganatban szenveddk csaknem a fele reagal
a kezelésre, ugyanakkor a negativ PD-L1 statusz sem zarja ki az



immunterapia hatasossagat. Az immunterdpidk prediktiv
markereinek tovabbi  vizsgalata tehat rendkiviil nagy
jelentéséggel bir mind terdpids hatékonysag, mind pedig
koltséghatékonysag szempontjabol.

Osszefoglalva, a jelen PhD disszerticioban — a fentieknek
megfeleléen — az alabbi tudoményos kérdésekre kerestiik a
valaszt.



CELKITUZESEK

Munkénk sordn célkitizéseink két vizsgalat koré csoportosultak.

Az 1. szamu vizsgalat sordan a platinabazisu citotoxikus
kemoterapia hatasat kivantuk elemezni tiidérakok fobb szovettani
altipusaiban. Ennek kapcsédn az aldbbi kérdésekre kerestik a
valaszt:

1. A platinabazisu kemoteréapia befolyasolja-e a PD-L1/PD-1
expressziot tiidérakban?

2. Valtozik-e a daganatos stroma immunsejt denzitisa a
kemoterapia alkalmazésat kovetden?

3. Van-e jelentésége az  alkalmazott kemoterapia
Osszetételének a vizsgalt paraméterek valtozasdban?

A I1. szamu vizsgalat sordn a periférias vér fobb Osszetevoit, igy
az abszolut lymphocyta szamot (ALC), az abszolut neutrophil
leukocyta szdmot (ANC) ¢és a thrombocyta szamot (PLT)
kivantuk vizsgélni a daganatos progresszi6 soran tiidérakok fobb
szoveti altipusaiban, kiilonos tekintettel az agyi attétek és a
csontattétek megjelenésekor mérhetd értékekre. Ezen vizsgalat
kapcsan kérdéseink az aldbbiak voltak:



1. A tiidédaganatos betegben a rutin klinikai gyakorlatban
vizsgalt vérkép paraméterek hogyan valtoznak a betegség
progresszidja soran?

2. A vizsgélt vérkép paraméterek hany %-a esik a koros
tartomanyba a daganat diagnosztizalasakor, az agyi- és/vagy
csontattét megjelenésekor, valamint a betegség utolso6 fazisaban?

3. Van-e jelentésége a vizsgalt vérkép paraméterek

crer

valtozasanak a  tiidérdkos  betegek  immunterapidjara
vonatkozoan?



BETEGEK ES MODSZEREK

Betegcsoportok
I. vizsgalat

Vizsgalatunk soran 41 tiidétumoros beteg archivalt
bronchoscopos  és  sebészeti  szOvettani  mintaparjat
tanulméanyoztuk. Mind a bronchoscopos, mind pedig a sebészi
FFPE (formalin fixalt, paraffinba dgyazott) blokkok az Orszagos
Koranyi Pulmonologiai Intézetbdl szarmaztak. A bronchoscopos
mintavétellel nyert szOvetmintdkat helyi érzéstelenitésben,
fiberoscopia, vagy pedig altatasban, merevcsoves bronchoscopia
soran vettiik excisorral. A tumorokat a nemzetkozileg elfogadott
guideline-ok alapjan osztalyoztuk (IASLC/ATS/ERS). A
tumorok hisztologiai besoroldsa alapjan 20 adenocarcinoma
(ADC), 15 laphamcarcinoma (SCC), 1 mucoepidermoid
carcinoma (MEC), 1 adenosquamosus carcinoma (ADSQ) és 4
kissejtes tiidorak (SCLC) kertilt elemzésre. A betegek onkoldgiai
kezelése a helyi onkologiai bizottsag altal jovahagyott terapias
javaslat alapjan tortént. A betegek a daganat sebészi reszekcigja
elott 2-4 ciklus neoadjuvans kemoterapiat kaptak. Az alkalmazott
kemoterapidkat harom csoportra osztottuk: 1. gemcitabin-
cisplatin, 2. paclitaxel-carboplatin, 3. egyéb 0Osszetétell
kemoterapia.



I1. vizsgalat

A vizsgélatban 986 tiidérdkos beteg laborparamétereit
elemeztiik retrospektiv. mdédon. Valamennyiiik betegségét az
Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézetben diagnosztizaltak,
onkolédgiai ellatdsukra pedig 2000-2016 kozott keriilt sor.
Koziliik 818-an szenvedtek agyi- €s/vagy csontattétben. A
fennmarado 168 esetben, vagy csak egyéb szervet érintd tavoli
attét volt kimutathat6 (n=78), vagy pedig a betegnél a betegség
lefolyasa soran nem alakult ki tavoli attét (n=90).

A bevonasi kritériumok alapjan a vizsgélatba olyan betegek
keriilhettek be, akiknek citologiailag vagy hisztologiailag igazolt
adenocarcinoma (ADC), laphdmcarcinoma (SCC), Kkissejtes
tiildérak (SCLC), nagysejtes neuroendokrin carcinoma (LCNEC)
vagy nagysejtes tiidorak (LCC) daganata volt, és akiknek az
alabbi klinikai adatai is rendelkezésre alltak: életkor, nem,
dohdnyzasi eldzmény, tarsbetegségek, a tumor lokalizacidja, a
tumor felfedezésének ideje, valamint vérkép leletek a betegség
lefolyasdnak meghatarozott idépillanataiban. A kezdetben agyi
metasztazisos betegek koziil 38-nal alakult ki a késdbbiekben
csontattét, mig a csontattétes betegek koziil 85-nél fejlodott ki
keésobb agyi attét. Az utankdvetés sordn a betegek 96%-a elhunyt.

A betegek kezelése az Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet
onkoldgiai bizottsaganak dontése alapjan tortént, amelyet az
aktualisan érvényben 1év0 nemzetkdzi és hazai onkologiai
iranyelvek és a magyar finanszirozasi protokoll hataroztak meg.
A reszekcios tiidomiutéten atesett betegeknél a miitétek fajtaja
lehetett segmentectomia, lobectomia vagy pneumonectomia. A
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sebészeti beavatkozason atesett operalt tlidétumoros betegek
pTNM stadiuma rogzitésre kertiilt, a postoperativ onkoterapiat a
daganat patologiai stadiuma és szdvettani altipusa hatarozta meg.

Inoperabilitas esetén az ADC-s és SCC-s betegek platinabazisu,
kombinalt kemoterapids kezelésben részesiiltek, az EGFR mutans
vagy ALK transzlokalt daganatban szenveddk pedig EGFR-TKI
vagy ALK-TKI kezelést kaptak. Az SCLC-s betegek dontd
tobbsége platinum-etoposid, vagy cyclophosphamide-epirubicin-
vincristin  terdpidban részesiilt elsOvonali kezelésként. A
csontattétes betegek biszfoszfonat kezelést kaptak, az agyi
attétben szenveddknél pedig metastasectomidra, stereotaxias
irradiaciora vagy teljes agyi besugarzasra (WBRT, Whole Brain
RadioTherapy) kertilt sor.

Az adatbazis zarasa 2019. januar 10-én tortént.

Moédszerek
Szovettani mintak

Az 1. vizsgélatban a szdvettani mintdk elemzése az alabbi
szempontok alapjan tortént: vizsgaltuk a tumorsejtek PD-L1
expressziojat, a stromalis immunsejtek PD-L1 ¢és PD-1
expressziodjat, valamint a daganatos stroma immunsejt denzitasat.
A stromdlis immunsejtek denzitdsanak meghatarozasa
hematoxilin-eozinnal festett kenetek elemzése alapjan tortént,
amelyet két egymastdl fiiggetlen patologus végzett. Attol
fliggden, hogy a tumor infiltrdld immunsejtek a stroma >20%-4t
vagy <20%-at foglaltak el, két csoportra osztottuk a daganatokat.

8



Tissue microarray (TMA)

A bronchoscopos FFPE szdvettani mintakbol 3 pm-es
metszetek, a sebészeti reszekdtum FFPE blokkjaibol TMA
késziilt. A TMA-kat TMA Master (3D HISTECH Ltd, Budapest,
Magyarorszadg) berendezéssel készitettik. A reprezentativ
tumorteriileteket HE festett metszeteken jeldltiik ki, melynek
segitségével ezen teriiletek re-lokalizdlhatova valtak az FFPE
donor blokk mintdkon. A mintakbol 3, egyenként 2 milliméter
atmérdjli reprezentativ szovethengert (core) helyeztiink at a
befogado (recipiens) blokkba. Rendszerint 70 core-t tartalmazo
recipiens blokkot hasznaltunk. Az orientici6 megkonnyitése
céljabol, tovabba az immunhisztokémiai vizsgéalatokhoz kontroll
szovetként normal tonsilla mintabdl helyeztiink el 1-1 core-t
minden TMA blokkban. Az elkésziilt TMA blokkokbdl 3 um
vastagsagu metszetek késziiltek.

PD-L1/PD-1 immunhisztokémia

A deparaffinalést és a szovetek fixalasat kovetden antigén
feltaras és a peroxidaz blokkolas tortént. A primer antitestekkel
30 perces inkubdlast végeztiink szobahén, majd a secunder
antitest keriilt a metszetekre. A PD-L1 festéshez SP142-es klont
(higitas 1:100; Spring Bioscience, Ventana; Oro Valley, AZ,
USA), kontroll szovetként placentat hasznaltunk. A PD-1
festéshez ab52587 antitestet alkalmaztunk (higitas 1:100; Abcam,
Cambridge, UK), kontroll szovetként tonsilla szolgalt. Az
immunreakciokat a Bond polymer Refine Detection Kkittel



(DS9800, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) hivtuk eld, a
sejtmagokat hematoxilinnel festettiik.

A tumorsejtekben (TC) a PD-L1, valamint az immunsejtekben
(IC) a PD-L1 ¢s a PD-1 immunpozitivitast szemikvantitativ
modszerrel hatdroztuk meg. A tumorsejtek esetében 1%, 5%,
10%, 50%, az immunsejtek esetében 1%, 5%, 10% hatarértékeket
alkalmaztunk. A tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak elemzésére
alkalmaztunk egy masodik pontozasi rendszert is annak
érdekében, hogy a magasabb PD-L1 epxresszidju tartomanyban
is észleljiik a szignifikdns véltozasokat. Ennek megfeleléen az
alabbi kategoridkat hoztuk létre: <1%, 1-5-%, 6-10%, 11-20%,
21-30%, 31-40%, 41-50%, 51-60%, 61-70%, 71-80%, 81-90%,
91-100%.

Statisztikai modszerek
I. vizsgalat

Vizsgalatunk legfontosabb célja a kiilonb6z6 paraméterek
abszolutértékének kemoterdpiara bekovetkezd iranyvaltozasanak
meghatarozasa volt, novekedésiik esetében +1, csokkenésiik
esetében -1, mig valtozatlansag esetén 0 értéket adtunk. Mivel a
vizsgalt paraméterek meghatirozasa szemikvantitativ. mdédon
tortént, ezért csak elég nagy valtozas esetén modosult az adott
kategéria besoroldsa. A valtozasok kozépértékét T-teszttel
vizsgaltuk, null hipotézisiink az volt, hogy a kemoterapia nem
befolydsolja a vizsgalt valtozokat. A valtozési iranyok kozotti
korrelaciot a Spearman R-érték kiszdmitasaval hataroztuk meg a
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megfelelé adathalmazokra. Az elemzés soran a szignifikancia
szintet a=0,05 értékre allitottuk be. A viszonylag alacsony
esetszam miatt Bonferroni  korrekciok nem  keriiltek
alkalmazasra, igy minden bemutatott eredményt inkabb erds
tendencianak kell tekinteni, mint szignifikans 0sszefiiggésnek.

Valamennyi statisztikai analizist a Python rendszerben végeztiik
a SciPy szoftvercsomagjaval.

I1. vizsgalat

A vizsgalat statisztikai analizisét a PASW Statistics 23.0
package (SPSS INC., Chicago, IL, USA) programmal végeztiik.
Az adatok megoszlasdnak ellenérzése a Kolgomorov-Smirnov
normalitas teszttel tortént. A vérkép értékek hosszmetszeti
analizisét a nonparametrikus Friedmann és Wilcoxon-rank
teszttel végeztiik. A Khi-négyzet probat a nomindlis valtozok
kozotti Osszefiiggésekre hasznaltuk. Az egyvaltozos talélési
analizisre a Kaplan-Meier diagrammot €s a két valtozés log-rank
tesztet hasznaltuk. A szdmszer(i adatok median vagy kozépértéket
mutatnak, a teljes talélés esetében a median érték confidencia
intervalluma (CI) 95%. A kétvaltozés p értékek esetében a
kevesebb, mint 0,05 értéket tartottuk statisztikailag
szignifikansnak.
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EREDMENYEK

I. vizsgalat

A teljes betegpopuléaciot tekintve a 41 betegbdl 9 beteg
esetében (22%) észleltiink csokkenést, 3 beteg esetében (7,3%)
novekedést és 29 beteg esetében (70,7%) nem talaltunk valtozast
a tumorsejtek PD-L1 expresszioja tekintetében a neoadjuvans
kemoterapia hatasara (p=0,083).

A tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak csokkenése csak azon
betegek csoportjaban volt szignifikans, akik gemcitabin-cisplatin
kombinaci6ja kemoterapiat kaptak (p=0,02), és ez az 0sszefiiggés
a klasszikus és a részletes score rendszer alkalmazasakor is
megfigyelhetd volt. A paclitaxel-carboplatin kombinacioju
kemoterapiat kapo betegek csoportjaban ilyen 0sszefiiggés nem
volt megfigyelhetd.

A szovettani alcsoportok (adenocarcinoma/laphamrak) és a
nemek (férfi/nd) vonatkozasaban nem észleltiink szignifikdns
valtozast a tumorsejtek PD-L1 expresszigjadban neoadjuvans
kemoterapiat kdvetden.

A teljes betegpopulaciot tekintve 10 beteg esetében (24,4%)
¢észleltiink novekedést, 8 beteg esetében (19,5%) csokkenést, 23
beteg esetében (56,1%) pedig valtozatlan immunsejt PD-L1
expressziot taldltunk, ami Osszességében azt jelenti, hogy a
kemoterapidnak nem volt szignifikans hatdsa az immunsejtek
PD-L1 expresszidjara (p=0,643). A fobb szdvettani alcsoportok
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(adenocarcinoma/laphamrék) esetében sem lattunk kiilonbséget a
PD-L1 szintek valtozasdban. Sem a kemoterapiak Osszetételét,
sem pedig egyeb klinikopatologiai jellemzdket illetden nem
figyeltiink meg szignifikans valtozast.

A teljes betegpopuléaciot tekintve 12 betegnél (29,3%) nott, 16
betegnél (39%) csokkent és 13 betegnél (31,7%) nem valtozott az
immunsejtek PD-1 expresszidja a neoadjuvans kemoterapiat
kovetden, azonban ezek a valtozasok nem voltak szignifikdnsak
(p=0,456). Hasonloképpen nem észleltiink szignifikans
Osszefiiggést sem az adenocarcinomaknal (p=0,577), sem pedig a
laphamrakokndl (p=1,000). A leggyakoribb kemoterapia
altipusok sem mutattak szignifikdns Osszefiiggést: gemcitabin-
cisplatin (p=0,383), paclitaxel-carboplatin (p=0,136).

A 41 mintaparbol 38 betegnek volt értékelhetd szovettani
mintdja a stromalis immunsejtek értékeléséhez. 4 beteg esetében
(10,5%) novekedést, 6 beteg esetében (15,8%) csokkenést, 28
beteg esetében (73,7%) pedig valtozatlan statuszt észleltiink. Az
eredmények alapjan a neoadjuvans kemoterapia nem befolyasolja
szignifikansan a stromalis immunsejtek denzitasat (p=0,534). Az
adenocarcinomas (p=0,331) ¢és a laphdmrédkos (p=0,671)
alcsoportban sem volt szignifikans Osszefliggés kimutathato,
hasonloképpen a kemoterapiads alcsoportokhoz (gemcitabin-
cisplatin: p=0,67, paclitaxel-carboplatin: p=1,000). Nem
észleltiink Osszefliggést az egyéb klinikopatologiai alcsoportok
elemzésekor sem.
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I1. vizsgalat

A vizsgélati csoportban szerepld 818 betegbdl 352
betegnek (43%) volt agyi attéte és 466 betegnek (57%)
csontattéte. Kiemelendd, hogy az agyi attétes csoportban 38
betegnek késdbb csontmetasztazisa lett, 85 betegnél a csontattétes
csoportban pedig a késdbbiekben agyi metasztazis alakult ki. A
férfiakban a csontattét volt a gyakoribb, mig a nékben az agyi
attét (p=0,0006). A csontattét a 65 év vagy a feletti korcsoportban,
mig az agyi attét a 65 ¢év alatti korcsoportban bizonyult
gyakoribbnak (p=0,006).

A hosszmetszeti kovetés soran a vizsgalando vérkép
paramétereket rogzitettiik a tiidérak diagnozisanak felallitasakor,
az agyi- vagy a csontattét kialakuldsakor, tovabba a halal
iddpontja eldtt, vagy az utolso vizit soran. A follow up peridodus
ideje alatt a betegek 96%-a elhunyt.

A teljes vérkép paraméterek — mint a leukocyta szam és az
abszolut neutrophil szdm — folyamatosan ¢és szignifikdnsan
novekedtek a longitudindlis analizis soran, fiiggetleniil a tavoli
attét helyétdl, ugyanakkor az abszolut lymphocyta szdm
folyamatosan ¢és szignifikdnsan csokkend atlagértéket mutatott
(p<0,001).

Ami az atlag thrombocyta értékeket illeti, szignifikans valtozast
figyelhettiink meg a daganatos progresszid soran a vizsgalati
populacié mindkét alcsoportjaban (agyi attét: p<0,001; csontattét:
p=0,043), ezzel szemben a kontrollcsoportban a valtozas nem volt
szignifikans (p=0,084). Az agyi attétes betegeknél a thrombocyta
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szint valtozasa egy csokkend-emelkedd tendenciat mutatott
(320,71 G/L vs. 300,21 G/L vs. 307,47 G/L), mig a csontattétes
betegeknél ez a tendencia emelkedd-csokkend volt (315,47 G/L
vs. 332,92 G/L vs. 322,75 G/L). A neutrophil/lymphocyta arany
¢s a thrombocyta/lymphocyta arany vizsgalatakor mindkét
paraméter esetében szignifikdns ndvekedést figyelhettiink meg
(p<0,001).

Az abszolut lymphocyta szam valamennyi szdvettani altipusnal
¢s metasztazis tipusnal szignifikans csokkenést mutatott. Ezzel
szemben a thrombocyta szam longitudinalis elemzésekor
szignifikans csokkend-emelkedo értékeket észleltink az agyi
attétben szenvedd ADC-s betegeknél (p=0,041) ¢és nem-
szignifikans csokkeno-emelkedo értékeket a csontattétes ADC-s
betegeknél (p=0,324). Ezzel szemben az SCC-s betegeknél agyi
attét jelenlétekor nem-szignifikdns csékkeno-kissé emelkedo
értékeket, mig csontattét esetében szignifikans emelkedo-
csokkeno értékeket talaltunk (p=0,001).

SCLC-ben mind agyi, mind pedig csontattét esetében csokkeno-
kisse emelkedo thrombocyta értékek voltak detektalhatok
(p=0,006 és p=0,177).
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KOVETKEZTETESEK

1. Megallapitottuk, hogy adenocarcinoma szdvettani tipusban
platinabazisu citotoxikus kemoterapia hatdsara a betegek kozel
egynegyedében csokken a daganatszovet PD-L1 expresszidja a
tumorsejtek felszinén, aminek terapids konzekvencidja lehet. Az
immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidja egyik kemoterapids
csoportban sem valtozott szignifikansan.

2. Vizsgélataink sordn a stromdlis immunsejt denzitas
kemoterapiat kovetden nem mutatott szignifikdns valtozast.

3. Kjjelenthetjiik, hogy a tumorsejtek felszinén észlelt PD-L1
expressziod csokkenés csak a gemcitabin-cisplatin kemoterapias
csoportban volt szignifikdns, mig a paclitaxel-carboplatin
kemoterapids csoportban nem volt megfigyelheté. Mindez arra
utal, hogy az onkologiai kezelések sorrendiségének ¢és
Osszetételének szerepe van a tumorsejtek PD-L1 expressziojanak
valtozasaban.
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4. A tidordkok fobb szovettani altipusaiban elemeztik a
periférias vér paramétereinek valtozasat a daganatos progresszid
soran, kiilonos tekintettel az agyi attét és a csontattét
megjelenésekor megfigyelt paraméterekre. Megallapitottuk, hogy
a daganatos progresszio soran a thrombocyta szam és a neutrophil
leukocyta szam nem mutat szignifikéns valtozast.

5. A vizsgalt vérkép paraméterek tekintetében a kdrosan alacsony
lymphocyta szdmu csoportba tartozok ardnya folyamatosan
novekedett a betegség lefolyasa soran, fiiggetleniil a daganat
szovettani altipusatol vagy a tavoli attét fajtajatol. Ezzel szemben
a korosan magas thrombocyta szamu csoportba tartozok aranya
folyamatosan emelkedett az ADC-s betegeknél, azonban
csokkent az SCLC-ben szenveddknél.

6. Elemzésiink sordn a vizsgalt populaciéban folyamatosan és
szignifikansan csokkent a periférias lymphocyta szam, amely
megfigyelés az immunterapiadk minél koraibb stddiumban torténd
alkalmazasat tamogatja. Eredményeink arra utalnak, hogy egyes
laboratoriumi ¢és histopathologiai paramétereknek jelentOsége
lehet az immunterapia id6beliségének meghatarozasaban.
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