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1. OSSZEFOGLALAS

A tldé6rak vilagviszonylatban és Magyarorszagon is a vezetd daganatos halalok, és
felfedezésekor a betegek kozel felében mar tavoli attét mutathato ki. Kézllik kiemelendd
az agyi- és a csontattét az életmindséget és a tulélést rontd hatdasa miatt. Az utdbbi
években a tldérak terdpidjdban latvanyos fejl6dés tapasztalhatd, el6bb a molekularis

célzott terapia bevezetésével, majd pedig az immunterapia térhoditasaval.

Az eredményes kezelés érdekében elengedhetetlen a pontos diagndzis felallitdsa, ehhez
pedig szlkségesek differencidldiagnosztikai markerek. A prognosztikai markerek
tanulmanyozdsa segitheti az eredményesebb terdpias stratégidk kidolgozasat, emellett
szamos prognosztikai markerrdl bebizonyosodott, hogy prediktiv értékkel is bir. Az Gjabb
terdpias modalitasokhoz nélkilozhetetlenné valt a patoldgiai hattér a betegszelekcidhoz
sziikséges prediktiv markerek meghatdrozdsahoz, aminek nemcsak terapias-, hanem

koltséghatékonysag szempontjabdl is nagy jelentésége van.

A jelen disszertacidban bemutatjuk a tlid6rak differencialdiagnosztikai, prognosztikai és
prediktiv szoveti biomarkereivel kapcsolatos kutatasaink f6bb eredményeit. A mara mar a
rutin diagnosztika részét képezd TTF-1 expresszid mellett érintjlik a tight junction protein
claudinok differencidldiagnosztikai és prognosztikai értékét is. Vizsgdljuk a tudérak
intrapulmonalis lokalizacidjat a tavoli attétek helyének és megjelenési idejének tiikrében.
Tobb tanulmanyunk is az agyi attétet ado tiddérakok kérdéskorével foglalkozik, beleértve
azok klinikopatoldgiai jellemzGit és az agyi attét kortli 6démaval valé kapcsolatat. Primer
tumor—agyi attét mintaparokon vizsgaljuk egyes prognosztikai és prediktiv értékd
proteinek expresszidjat. Nagy beteglétszamu kohorszokban elemezziik az EGFR és KRAS
mutdcidok és azok altipusainak el6forduldsat és klinikai jellemz&kkel valé kapcsolatait.
Kilon fejezetet képez a disszertacidban az immunterdpia prediktiv faktorainak vizsgalata
mind primer tlid6rakokban, mind pedig agyi metasztazisokban. Végezetil bemutatjuk
azokat az eredményeket, amelyeket platinabazisu kemoterapia szoveti biomarkerekre

gyakorolt hatasanak vizsgalata soran kaptunk.

Bizunk benne, hogy eredményeink hozzdjarulnak a tiudérak eredményesebb és
koltséghatékonyabb terapidjahoz, mindezek révén pedig a betegek életminGségének és

tulélésének javitasahoz.
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2. SUMMARY

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths both worldwide and in Hungary.
Moreover, at the time of diagnosis distant metastasis can be detected in nearly half of the
affected patients. Of these, brain and bone metastases should be highlighted for their
negative impact on the quality of life and survival. In recent years, a spectacular
improvement has taken place in lung cancer therapy, first with the introduction of

molecular targeted treatment, and then with the rise of immunotherapy.

An accurate and precise diagnosis is essential for effective treatment and requires
differential diagnostic markers. Studying prognostic markers can help develop more
effective therapeutic strategies, and many prognostic markers have been shown to have
predictive value as well. For novel therapeutic modalities, an appropriate pathological
background has become vital to determine predictive markers for suitable patient
selection. This is of great importance not only from a therapeutic but also from a cost-

effectiveness point of view.

This dissertation presents the main findings of our research on differential diagnostic,
prognostic, and predictive tissue biomarkers of lung cancer. In addition to TTF-1
expression, which is already part of routine diagnostics, the differential diagnostic and
prognostic values of tight junction protein claudins are also discussed. We investigate the
importance of intrapulmonary localization of lung cancer in terms of the location and

time of onset of distant metastases.

Several of our studies address the issue of brain metastasis of lung cancer, including its
clinicopathological characteristics and its connection to cerebral peritumoral edema.
Primary tumor—brain metastasis tissue pairs are tested for the expression of certain
proteins of prognostic and predictive value. In large patient cohorts, we investigate the
frequency of EGFR and KRAS mutations and their subtypes, and their associations with
clinical features. A separate chapter of the dissertation is devoted to the examination of
predictive factors of immunotherapy in both primary lung cancers and brain metastases.
Finally, we present the results of studying the effect of platinum-based chemotherapy on

tissue biomarkers.

We are confident that our results will contribute to more efficient and cost-effective

therapies for lung cancer, thereby improving the quality of life and survival of patients.
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3. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADC Adenocarcinoma

AF Allél frekvencia

Akt Serine/threonine kinase

ALK Anaplastic lymphoma kinase

BAC Bronchiolo-alvolaris carcinoma

BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CAS Cellular apoptosis susceptibility protein

Cl Confidence Interval

CK Citokeratin

c-KIT Stem cell factor receptor

c-MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
COPD Chronic obstructive pulmonary disease
COSMIC Catalogue of Somatic Mutations in Cancer

CcT Computed tomography

DNV Dinucleotide variation

ECOG PS Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
EGFR Epidermal growth factor receptor

EGFR-TKI Epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor
EMEA European Medicines Agency

ErbB HER receptor csalad

ERCC1 Excision repair cross-complementation group 1
ERK Extracellular signal-regulated protein kinase
FDG 18-fluoro-dezoxi-gliikdz

FFPE Formalin-fixed paraffin-embedded

FISH Fluorescence in situ hybridization

FLEX vizsgdlat First-line in Lung cancer with ErbituX vizsgalat
HE Hematoxilin-eozin

HER Human epidermal growth factor receptor

HR Hazard Ratio

IASLC International Association for the Study of Lung Cancer
IC Immune cell (immunsejt)

IHC Immunohistochemistry

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LAC Lepidikus adenocarcinoma

L-ADC Lepidikus terjedést mutato adenocarcinoma
LCC Large cell carcinoma (nagysejtes tiid6rak)
MAPK Mitogen-activated protein kinase

MEK Mitogen-activated protein/ERK kinase

MR Mononuclear ring (mononuklearis gy(ir()

MRI Magnetic resonance imaging

mTOR Mammalian target of rapamycin

mtsai Munkatarsai

NGS Next generation sequencing
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NLAC Nem-lepidikus terjedés(i adenocarcinoma
NSCLC Non-small cell cancer (nem-kissejtes tlid6érak)
OR Odds ratio

ORR Objective response rate

0sS Overall survival (teljes tulélés)

PCR Polymerase chain reaction

PCI Profilactic cranial irradiation

PDGF Platelet derived growth factor

PD-1 Programmed cell death-1

PD-L1 Programmed cell death ligand-1

pEGFR Phospho-EGFR

PET Positron emission tomography

PFS Progression free survival (progresszidmentes tulélés)
PI3K Phosphatidyl-inositol 3-kinase

pl. Példaul

PS Performance status

PTEN Phosphatase and tensin homolog

RAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RAS Rat sarcoma

RET REarranged during Transfection, proto-oncogene
ROS1 ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase
RR Response rate (terdpids valaszarany)

RRM1 Ribonucleotide reductase regulator alegysége
RT-PCR Real-time PCR (valdsidejli PCR)

SCC Squamous cell carcinoma (laphamrak)

SCLC Small cell lung cancer (kissejtes tlid6rak)

SD Standard Devidcio

SNV Single nucleotide variation

TC Tumor cell (tumorsejt)

TCGA The Cancer Genome Atlas

TK Tirozinkinaz

TKI Tirozinkinaz inhibitor

TMA Tissue microarray

TMB Tumor mutation burden

TNFa Tumor necrosis factor-a,

TNM Tumor lymph Node Metastasis

TTF-1 Thyroid transcription factor-1

VS. Versus

WBRT Whole brain radiotherapy

WES Whole exome sequencing

WGS Whole genome sequencing

WHO World Health Organization

wt Wild type (vad tipusu)
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4. BEVEZETES

4.1. Atiudorak epidemiologiaja és diagnosztikaja

A tlid6rak vildgviszonylatban és Magyarorszagon is a vezetd daganatos haldlok.
A vildgon évente 1,8 milliéd uj tid6rakos esetet észlelnek, és ez a betegség felel6s a
daganatos haldlozas kb. 20%-aért™.
Hazankban a tiddrak incidenciaja 7000-8000, mig prevalencidja 22 000-23 000 kordili, és
leggyakrabban a 65-70 év koz6tti korosztalyt érinti>>. A férfi/né arany jelentdsen valtozott
az elmult években, mivel mig 1980-ban a tiidérakban szenvedéknek csak 18%-a volt ng,
addig ez az arany 2018-ban 42%-ra novekedett’. A tud6rak az idGsebb korosztaly
betegsége, 40 éves kor alatt ritkan fordul elé. 2017-ben a betegek 76%-a volt 60 évesnél
id&sebb.
A tidd&rak kozel 90 %-anak kialakulasaért a dohanyzas felelds. A dohanyzas — kiiléndsen a
cigarettafiistben taldlhaté policiklikus aromas szénhidrogének és nitrozaminok — 15-
szorosére fokozza a tlid6rak kialakuldsanak kockazatat. A kémiai karcinogének elsGsorban
a DNS karositasa révén, génhibdak felhalmozddasaval vezetnek daganatel6tti allapotokhoz,
majd lokalizalt és késébb invaziv daganatokhoz®®. Hazdnkban a felnStt lakossag
egyharmada dohanyzik, amivel vezet§ szerepet téltiink be Eurdépaban. Eppen ezért a
hazai tiddérakos esetek jelent6s részében feltehet6en magas a tumor mutacids terhelés
(TMB = tumor mutation burden), aminek egyes daganatellenes terapias modalitasoknal,
igy példaul az immunterapianal, prediktiv szerepe lehet.
A modern képalkotd eljarasok és egyéb diagnosztikus médszerek gyors fejl6dése, tovabba
a kombinalt daganatellenes kezelések alkalmazasa ellenére az 6téves tulélés napjainkban
még mindig 15-20% koril mozog. A leghosszabb tulélést tovabbra is a nagyon korai
stadiumban elvégzett komplett sebészi reszekciotdl varhatjuk. Kézismert azonban, hogy
még a legkoraibb — az IA — stddiumban m{(itott esetekben is csak a betegek kb. 70%-a éri
el az 6téves télélést. Mivel a nemzetkdzi szakmai ajanlasok szerint az ilyen esetekben nem
indikalt a mUtét utani kiegészit6é (adjuvans) onkoterapia, ezért rendkiviil nagy jelentGségul
lenne egy megbizhatd prognosztikai marker, amely segitene elddnteni, hogy kik

profitalhatnak legtébbet a m(itét utani gyogyszeres kezelésbsl® ™.
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A tlid6rakok felismerésére panaszok kapcsan, vagy szlirés soran keril sor. A szliréssel
felismert tiid6rakok koraibb stadiumuak és gyakran periférias elhelyezkedéstiek (1. abra),
mig a panaszok kapcsan diagnosztizalt daganatok el6rehaladottabb stadiumuak®, és

nemritkan centralis elhelyezkedésliek, endobronchialisan [athaték (2. abra).

1. dbra. Jobb oldali periférids tidé 2. dbra. Jobb f6horg6t elzard
adenocarcinoma CT képe tidé laphamrak

A diagnozis feldllitasat képalkoté modszerek (RTG, CT [computed tomography], MRI
[magnetic resonance imaging], PET-CT [positron emission tomography- computed
tomography]) segitik, amelyek a mintavételhez szikséges pontos lokalizacid
meghatdrozasa mellett a stadium meghatarozasahoz is nélkildzhetetlenek?.

A tlidoérdk diagnosztizdlasdhoz elengedhetetlen megfelel6 méretld és mindségl
szovetminta, vagy megfelel§ szdmu daganatsejtet tartalmazé citolégiai minta nyerése. A
sebészi mintavételi eljarasoktdl eltekintve, a tiidérak diagndzisanak 2/3-a bronchoscopos
Gton nyert mintabdl, 1/3-a pedig egyéb mintdbdl (transthoracalis tdbiopszia
citoldgia/hisztolégia, mellkasi folyadék citoldgia, subcutan terime aspirdcids citoldgia,
attéti citoldgia/hisztologia) kertl felallitasra.

Manapsag a citoldgiai és/vagy hisztoldgiai verifikalas mellett egyes szévettani altipusok
esetében mar bizonyos molekularis genetikai vizsgdlatok is a rutin diagnosztika részét

képezik’.
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4.2. A tudérak differencialdiagnosztikai és prognosztikai markerei

A pontos patoldgiai diagndzis elengedhetetlen az eredményes terapia
meghatarozasahoz. Mivel a tidérakok haromnegyed része irreszekabilis stadiumban kerdil
felismerésre, a daganatok tobbségében a diagndzis bronchoscopos excisio soran nyert
kicsiny szovettani mintabdl, vagy bronchoscopos kefebiopszia, illetve transthoracalis
tlibiopszia citoldgiai mintajabdl keril felallitasra. Osszességében a tiidérak diagndzisa
hazankban tobb mint 60%-ban citoldgiai mintan alapul.

A tldérakok szovettani altipus szerinti meghatdrozdsanak mértékét az egyre bévilé
gyogyszeres terdpias lehetdségek jelentésen befolydsoljdk. Mig kordabban elegendd volt a
kissejtes tlidérak (SCLC) / nem-kissejtes tlid6rak (NSCLC) elkilonités, addig manapsag mar
a nem-kissejtes tlidérakon beliil is pontosan meg kell hatarozni a f6bb altipusokat, igy az
adenocarcinomat (ADC), a laphamrakot (SCC) és a nagysejtes carcinomat (LCC). 2015-ben
emellett megjelent a fébb szovettani tipusok Gjabb klasszifikacidja, azonban ennek klinikai

relevanciajat még tovabbi atfogd vizsgalatok kell, hogy meghatarozzak™.

4.2.1. TTF-1

Az 1990-es években a tid6é ADC-k és az SCC-k elkilonitésének — terapids
konzekvencia hidanydban — még nem volt akkora jelentfsége, mint manapsag. Az
ezredforduldra azonban Uj kemoterdpias szerek jelentek meg (pl. pemetrexed), amelyek
hatdsosabbnak bizonyultak ADC-ben, mint SCC-ben. Néhany évvel kés6bb megjelentek az
els6 molekuldris célzott terdpidk, amelyek kifejezetten ADC-ben mutattak terdpias
hatékonysagot.
A TTF-1 (thyroid transcription factor-1) egy sejtmagi transzkripciés faktor, ami jél
differencialt tidé ADC-ben immunhisztokémiai (IHC) vizsgalattal nukledris pozitivitast
mutat. 2000-ben mar kozoltek eredményeket a TTF-1 differencidldiagnosztikus értékére
vonatkozdan tiddérakban, azonban az esetszam igen alacsony volt, mind6ssze 13 primer,
és 21 4ttéti daganatot tanulmanyoztak™. Annak érdekében, hogy ezen IHC reakcid a rutin

diagnosztikaban is helyet kaphasson, atfogdbb vizsgalatok valtak sziikségessé. [1]* 2

% A disszertacié alapjat képezd publikaciok mondat végén [1] — [23] jeldléssel, szovegben #1 — #23 jeldléssel
kertltek feltiintetésre.
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4.2.2.Tight junction proteinek tiidérakban

A claudinok tight junction proteinek, melyek fontos szerepet jatszanak a cellularis
adhézidban, a glanduldris differencidcioban és a sejtproliferaciéban. Ezidaig a claudinok
24 altipusat irtak le'®. Bar korabban széamos normdl szévetben és szolid tumorban
kimutattak a claudinok kilonb6z6 altipusat, normdl horg6hamban és tiddrakok
szOvettani altipusaiban csak igen kevéssé volt ismert a claudin expresszid6 és az
intracellularis lokalizacio. [2]"
A claudinok prognosztikai értéke meglehetésen ellentmonddsos. Emelkedett claudin-1
expresszié volt kimutathatd primer colon carcinomaban és annak metasztazisaiban®.
Ezzel szemben Miyamoto és mtsai vizsgdlatdban a csokkent claudin-1 pozitivitas jart
daganat  kitjuldssal nyelécsé  laphamrakban'®.  Invaziv  pancreas carcinoma
sejtkulturajdban a claudin-4 overexpresszid csokkentette a sejtek invazivitdsat és
tulélését®, ezzel szemben emlérakban a fokozott claudin-4 expresszié magasabb tumor
grade-del és kedvez6tlen prognodzissal tarsult®’. EmI6 ductalis carcinomdaban és ductalis
carcinoma in situ eseteiben a claudin-7 expresszid negativan korreldlt a tumor grade-del,
ugyanakkor pancreas carcinomaban a claudin-7 expresszié kedvezd prognosztikai

22,23

faktornak bizonyult™“”. A fenti daganatokkal ellentétben, tiddérdkban a claudinok

prognosztikai szerepérél csak rendkiviil kevés irodalmi adat allt rendelkezésre. [3]%

4.2.3.A tiidérak prognozisaval Osszefiiggésbe hozhato egyéb szoveti biomarkerek
[6]25 [7]26
A sejtdifferencidcio markerei. A sejtdifferencidcid markerei kézil néhanyat a rutin
klinikai gyakorlatban is alkalmazunk. Tid6ben elhelyezkedé adenocarcinoma esetén a
CK-7 (citokeratin-7) pozitivitdas primer pulmondlis eredetre utal, szemben a CK-20
pozitivitassal, amely a gastrointestinalis eredetet tamasztja ald?’.
A pan-CK ezzel szemben 3ltaldanos immunhisztokémiai markere a hameredetd
daganatoknak, és immunfestédésének intenzitdsa eml6rakban forditottan korreldlt a
daganat progndzisaval és a tavoli attétek megjelenésének rizikéjaval®.
A HBME-1 (Hector Battifora mesothelial antigen-1) fehérje expressziéjat alapvet6en a
pajzsmirigyrakok progndzisdnak megitélésére hasznaljdk, mivel az erés immunfestédés

agressziv bioldgiai viselkedésre utal®®. Emellett azonban expresszidja egyéb szolid
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daganatokban is kimutathatd, igy példaul malignus mesotheliomaban és tiudd
adenocarcinomaban®.

A chromogranin-A a neuroendocrin differencidcié klasszikus markere, és tiddrakban
els6sorban a carcinoidok, a kissejtes carcinoma és a nagysejtes neuroendocrin carcinoma
igazoldsdra haszndljak. Szenzitivitdsa a carcinoidok esetében a legnagyobb, meghaladja a
90%-ot>!. Emellett azonban az NSCLC-k 10-15%-aban is kimutathatd, és expresszidja
altalaban kedvezden befolyasolja a platinabazisi kemoterapiara adott valaszt™>.

A sejtproliferdciot és a sejtciklust szabdlyozé elemek. Tid6rdkban a sejtproliferacid
mértékének megitélésére dltaldban a Ki-67 expressziét hasznaljak, amelynek fontos
szerepe van a tipusos és atipusos carcinoidok elkilonitésében. Habar a magasabb Ki-67
protein expresszid nem-kissejtes tudérakban is a daganat agresszivabb bioldgiai
viselkedésére utal, a relevans cut-off érték még nem kerilt meghatarozasra®. Eppen
ezért a Ki-67-re vonatkozod informacié nem jatszik szerepet a terdpids dontéshozatalban,
igy a rutin patoldgiai diagnosztikaban nem torténik Ki-67 IHC vizsgalat.

Az EGFR (epidermal growth factor receptor = epidermadlis ndvekedési faktor receptor) egy
165 kDa molekulatomegt glikoprotein, amely a receptor tirozinkinaz (TK) molekulacsalad
tagja és egészséges szovetekben a sejtek novekedését segiti el6. Génje a 7p12.3-g22.1
kromoszéma régiéra lokalizalodik és 26 exonbdl all. Szdamos daganatban — igy példaul
NSCLC-ben, tripla-negativ eml6rakban, petefészekrdkban, valamint gyomorrakban — az
EGFR gén mutacidja mutathaté ki*.

Az nm23 volt az elsG6ként azonositott metasztazis inhibitor gén. Egy szamos szolid tumort
elemz8, 49 tanulmany eredményeit tomorité metaanalizis szerint az alacsony nm23
expresszi6 korreldl a nyirokcsomé érintettséggel és kedvezétlen tuléléssel jar™.

A cyclinek a sejtciklus szabalyozdsaban részt vev§ fehérje-csaldd, melynek tagjai a
sejtciklus kiilonb6z6 szakaszaiban mas-mas cyclin-dependens kindzokat aktivalnak,
amelyek azutan madas-mas fehérjéket foszforildlnak. Korai stadiumia  tidé
adenocarcinomdban a cyclin D1 kedvezé6tlen prognosztikai faktornak bizonyult, mivel
fokozott expresszidja rovidebb kitjuldasmentes taléléssel jart®®. A cyclin D3 overexpresszié
hasonléképpen rossz prognosztikai faktor volt tid6érakban, mivel révidebb teljes tuléléssel

ja rt’.
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A p27k”°1 egy cyclin-dependens kinaz gatlé, amely szamos daganatban megjelenik.
Tud6rdkban a prognosztikai szerepére vonatkozé vizsgdlatok nem igazoltak egyértelm
osszefiiggést a fehérje expresszidja és a betegség lefolyasa kozott™.

A p16 az SCLC carcinogenesisében résztvevé fehérje, amelyet a P16 tumor szuppresszor
gén kédol. Mivel diagnosztikus szenzitivitdsa SCLC-ben meghaladja a 90%-ot, igy
expresszidjanak meghatdrozasa fontos kiegészit6 vizsgdlat lehet differencidldiagnosztikai
kérdésekben®. Expresszidja ugyanakkor tiidé adenocarcinomékban is kimutathatd, és
alacsony kifejez6dése magasabb nyirokcsomé statusszal és révidebb tuléléssel parosul*.
A sejtadhézié molekuldi. A kollagén XVII fehérje Osszetett hamokban - igy az
epidermisben — a hemidesmosomalis adhéziés komplex része, és melanomakban a
malignus transzformacié és a daganat invazivitds markere®'. Kevéssé ismert szerepe a
tld6rak attétképzésében.

A CD44 molekula egy adhéziés glikoprotein, amelynek szamos un. splice varidnsa
lehetséges. Ezek kozlil a v6 varians (CD44v6) az, amely tobbféle daganat esetében — igy
gastrointestinalis carcinomdkban és NSCLC-ben — is az attétképz6 képesség hatékony
elérejelzéjének bizonyult*>*.

Az E-cadherin és a B-catenin a sejt-sejt adhézidban jatszik szerepet. Az E-cadherin egy 120
kDa transzmembran glikoprotein, amely intracellularisan a B-cateninnel képez komplexet,
és biztositja az aktin citoszkeletonhoz valé kapcsoldddasat. A B-catenin emellett a Wnt
szignalizacidban is szerepet jatszik, a Wnt/B-catenin karosodas pedig szamos human
daganatban kimutathaté. Az E-cadherin/B-catenin komplex karosodasa kedvezétlen
prognosztikai faktornak bizonyult tid6 adenocarcinomdban, emellett negativ prediktiv
értékkel birt EGFR-TKI (epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor)

terapia alkalmazasakor***

. A syndecan-1 egy sejtfelszini transzmembran heparanszulfat
proteoglikan, amely fontos szerepet jatszik a sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix
kdlcsonhatasokban. Szerepe ellentmonddsos a daganatok bioldgiai viselkedésének
meghatdrozasaban, mivel egyes tumorokban expresszidja a differencidlt fenotipus
markere, mas esetekben jelenléte fokozott invazids képességre utal*®. Tudérakban a

preklinikai vizsgalatok eredményei alapjan a syndecan-1 expresszid elvesztése magasabb

tumor grade-del és kedvezGtlenebb taléléssel jar®’.
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A DNS-repair-ben és az apoptdzisban szerepet jdtszo molekuldk. A DNS-repair-ben
szerepet jatszd topoizomeraz Il expresszidjat elsésorban mint prediktiv faktort vizsgaltak
kissejtes tlid6rakban, mivel ebben a szovettani altipusban a topoizomeraz Il gatlo
etoposidnak kulcsszerepe van a terapidban. Ugyanakkor, annak ellenére, hogy ennek az
enzimnek a magasabb szintje a DNS hibajavitas fokozdsa révén kedvez6 prognosztikai
faktornak tarthatd, expresszidjat kevéssé vizsgdltak tudérakban a tdvoli attétek
képzbdésével osszefliggésben.

Az apoptdzis (programozott sejthalal) fontos szerepet jatszik a carcinogenesisben, mivel a
proapoptotikus aktivitds hidnya, vagy az antiapoptotikus hatds fokozddasa daganatok
keletkezéséhez vezethet™®. Hasonléan mas szolid tumorokhoz, tidérakban is a
leggyakrabban vizsgalt képvisel6i a proapoptotikus Bax, az antiapoptotikus Bcl-2, a CAS
(cellular apoptosis susceptibility protein), az apoptézist kivalté jelutakban szereplé
caspase-ok és a haldlreceptor Fas*. Kevéssé ismert ugyanakkor ezen biomarkerek szerepe
az attétképzédésben, kilondsen a tiddrakban oly gyakori agyi attétek esetén.

A korabban ,, A genom d&re”-ként is emlegetett P53 tumor szupresszor gént és az altala
kodolt p53 fehérjét az 1990-es évek kdzepén igen intenziven vizsgdltak tiddérakban.
Prognosztikai értékiik ellentmonddsosnak bizonyult, aminek hatterében részben az illt,
hogy NSCLC betegcsoportokat vizsgaltak, és nem kilonitették el még a két f6 szévettani
altipust (ADC, SCC) sem. Emellett igen gyakran stadium szempontjibdl is heterogén

populaciot tanulma’myoztak‘r’o’51

. Fentieket tdmasztja ala egy francia egyuttm(ik6désben
végzett vizsgalatunk is, amelynek sordn 227 operalt NSCLC beteg tumormintdinak p53
protein expresszidjat elemeztiik, és csak a korai stadiumua ADC csoportban figyeltiink meg
negativ prognosztikai értéket, a SCC-nél és kés6i stddiumban nem?2. Ezzel szemben, egy
magyar betegeket vizsgdld tanulmdanyban | stadiumu operalt tiidé SCC esetében a p53
immunhisztokémiai pozitivitds, ami a tumorszupresszor funkcié kiesésére utal,
kedvezG6tlen prognosztikai faktornak bizonyult53. Ezek az eredmények is rdiranyitjdk a
figyelmet a homogén betegcsoportok vizsgalatanak jelentéségére. Erdemes megemliteni,
hogy annak ellenére, hogy a tiddérakok 50-80%-a expresszalja a p53 fehérjét és ezzel
parhuzamosan a daganatok kb. felében P53 mutacié kimutathatd, a korabbi preklinikai

vizsgalatok biztaté eredményei ellenére a P53-gatlds, mint aktiv onkoterapia tiddérakban

még nem valdsult meg™”.
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mTOR, a komplex széveti biomarker. Az mTOR (mammalian target of rapamycin) egy 289
kDa tomegl szerin-treonin protedz, amely szamos jelet integralva hat a sejtek
proliferaciéjara, tdpanyagellatdsdra és energiahelyzetére. Befolyasolja emellett a sejtek
metabolikus stresszekre (pl. hipoxia, tdpanyaghidny) adott vdlaszat és ezzel
Osszefliggésben az autofagiat vagy a DNS-repairt is. Az mTOR kinaz a sejtekben két
multiprotein komplexben talalhaté. Az mTORC1 komplex elemeként a Raptor, az mTORC2
komplex elemeként pedig a Rictor a komplex fontos fehérjéje. Az mTORC1 fontos
célfehérjéi a riboszomalis S6 kinaz (S6K), illetve a 4E kots fehérje (4EBP). Ezek aktivitasa —
tobbek kozott az S6 foszforilacidjan keresztiil — olyan onkogének atirdsat is érintik, mint
pl. a c-MYC, a cyclin D vagy a VEGF.

Az mTOR szerepet jatszik egyes daganatok kialakuldsdban a PI3K/AKT/mTOR jelat
elemeinek mutacidés és aktivitds valtozdsai révén, és emiatt az mTOR gatlds a
daganatellenes terapidk egyik fontos részévé valt, kilondsen veserdkok esetében®.
Tuddrakokban ezzel szemben az mTOR-t kevéssé vizsgaltak, és human adatok nem voltak
ismeretesek primer daganat és tavoli attétek — igy példaul agyi metasztazisok — mTOR

expresszidjara vonatkozéan. [8]°°

yZamd

4.3. Tavoli attétek tiidorakban

Annak ellenére, hogy a tlid6rakos betegek dont6é tobbségében a diagndzis
felallitdsakor mar jelen van nyirokcsomoé- és/vagy tavoli szervi attét, keveset tudunk a
metasztatizalas egyes lépéseir6l, a lymphogen és/vagy a hematogen terjedés soran
detektalhaté biomarkerekrdl és azok valtozasairdl. Kiléndsen igaz ez az SCLC-re, aminek
hatterében részben az all, hogy ennél a szdvettani tipusnal csak igen korai stadiumban és
erGsen szelektdlt betegcsoportban torténik mitéti beavatkozas, ami lehet6vé tenné
szoveti biomarker expresszid vizsgéalatat. Eppen ezért nagy jelentSségl az a vizsgalat,
amelynek eredményérél Munkacsoportunk a kézelmultban szamolt be. 32 SCLC-s beteg
operdlt primer tumoranak és nyirokcsomé attétének FFPE blokkjain 2560 gén
expressziojanak vizsgalata tortént meg. Minddssze 13,1%-ban, 336 gén esetében volt
szoros korreldcid a primer tumor és a nyirokcsomo attét kozott, ami rairanyitja a

figyelmet a tumor heterogenitas tanulmanyozasanak fontossagara®’.

14



dc_1708_19

Tovabbi |épésként felmerll a primer tumor — lymphogen dttét — hematogen dttét sor
vizsgalata.

A tidérak diagnosztizdldasakor az esetek 40-45%-3aban mar tdvoli hematogén attétek
igazolhatok. A betegek donté tobbségénél ilyenkor a primer tumor sebészi eltavolitasara
mar nem keriilhet sor. Jol szelektdlt esetekben, izolalt agyi-, csont- vagy mellékvese
attétnél, kulonosen nyirokcsomé attét hianyaban (NO stadiumban), a primer tidétumor
és a szoliter metasztazis sebészi eltdvolitasa jelentésen megnovelheti a tulélést.
Tuddrakban tavoli attétek leggyakrabban — csokkend gyakorisagi sorrendben — a tliid6ben,
agyban, csontban, mellékvesében, pleurdn, és a mdjban jelennek meg. Kevés adat allt
rendelkezésre arra vonatkozdéan, hogy a primer daganat pontos intrapulmonalis
lokalizacidja 0Osszefliggést mutat-e az attét helyével, az attétek megjelenésének

sorrendiségével, illetve az attét megjelenéséig eltelt idGintervallummal. [4]°

4.3.1. Agyi dttét

Az agyi metasztazisok 40-50%-a tld6rakbdl, 15-25%-a eml6rakbdl, 5-20%-a
melanoma malignumbdl fejlédik ki°. Td6rak esetében a betegek 30-50%-aban varhaté
agyi attét megjelenése a betegség lefolydsa soran, ami a hazai incidencia adatok szerint
évente tébb mint 2500 Uj beteget jelent4. Az agyi attét megjelenése rendkiviil
kedvez6tlenll hat a beteg altalanos allapotara és életminéségére. A tlinetek és panaszok
nagyban fliggnek az agyi attét lokalizacidjatdl és méretétél, ez utdbbi pedig magdabdl a

tumorszovetbdl és a peritumordlis 6démabdl tevédik dssze (3. és 4. dbra).

3. dbra. Jelent6s peritumoralis 6démaval 4. dbra. Peritumordlis 6déma nélkdli
jaro bal oldali frontalis lebenyi attét CT képe parietalis és occipitalis agyi attét MRI képe
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A peritumordlis 6déma jelenlétének és pontos méretének ismerete rendkivil fontos, mert
szamos esetben leginkdbb ez felel a neuroldgiai tlinetekért, ezért 6déma-csokkentd
kezeléssel dramai allapotjavulas érhetd el. Tiid6rakra vonatkozéan kevéssé volt ismert a
peritumordlis agyédéma és a daganat szovettani altipusa kozti kapcsolat. [5]%°
Hasonléképpen kevéssé volt tanulmdnyozott az agyi attét és az ép agyszovet kozti
mikroszképos morfolégiai kapcsolat, beleértve a mononukledris immunsejtek denzitasat
és pontos intra- és peritumordlis lokalizacidjat. [19]°

Tekintettel arra, hogy az agyi attét rendkiviil nagy terhet ré6 mind a betegre, mind pedig az
6t elldté személyzetre, kiemelkedd jelentGségliek az agyi attét rizikéjat felbecsilé
tanulmanyok. TuadG6rdkban kevés ezzel foglalkozé publikdcido jelent meg, raadasul a
kdozlemények nemritkdn heterogén betegpopulaciot vizsgdltak mind a stadiumot, a
szovettani altipust, mind pedig az alkalmazott terdpiat illetéen. Az agyi attét rizikdjanak
meghatdrozasa komoly diagnosztikus és terapids konzekvencidval birhat. Nagyszamu
beteg bevondsaval végzett vizsgalatok eredményei alapjan, magas kockazat esetén nem-
kissejtes tid6érakban is mérlegelhetévé vdlhatna a profilaktikus agyi irradiacié (profilactic
cranial irradiation = PCI), hasonldan a kissejtes tlid6rak elldtasdhoz. Magas rizikd
fennallasa esetén tovabba — kiilondsen akkor, ha toébb gydgyszer koziil valaszthatunk —
mérlegelni lehetne olyan készitmény alkalmazasat, amelyrél ismert a megfelel6 mérték
agyi penetracid. Példa erre az ALK (anaplastic lymphoma kinase) transzlokacié pozitiv
adenocarcinomdaban szenvedd betegeknél mar els6vonali kezelésként alkalmazhaté
masodikgenerdciés ALK gatléd alectinib, szemben az els6generacids crizotinib utani
szekvencialis alectinib terapidval, mivel ismert, hogy az alectinib |ényegesen jobb vér-agy
gat penetraciot mutat, mint a crizotinib. Mindezek alapjan indokoltta valt agyi attétet ado
és nem add tidérakok klinikopatoldgiai elemzése az agyi attét rizikéfaktorainak
meghatarozasa céljabdl. [6]%°

Irodalmi adatok szerint az agyi attétes tiddérdkos betegek teljes tulélése igen széles
hatdrok, 5,9 és 68 hénap kozott valtozhat. Tid6érak esetén minddssze néhany
tanulmanyban — nagyon alacsony betegszam mellett — vizsgdltdk a nyirokcsomd attét

nélkuli, izolalt agyi attétes (,,brain only”) betegeket, és hosszabb tulélést tapasztaltak62.
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Erdemes volt tehat 4tfogd elemzést végezni annak vizsgalatara, hogy a brain only statusz
hogyan befolydsolja a tid6rakos betegek onkoldgiai ellatasat, és ennek milyen kihatdsa
lehet az agyi attét utdni tulélésre, valamint a teljes tulélésre. [5]%°

Tekintettel arra, hogy az agyi attét nemritkan életet veszélyeztetd dllapot, ezért egyes
esetekben az attét még akkor is eltavolitasra kerll mtétileg, ha a betegség stadiuma
alapjan nem jonne széba metastasectomia. Amennyiben az ilyen betegeknél korabban a
primer tidGtumor is eltavolitdsra keriilt sebészi Uton, Ugy a reszekdlt primer tumor és agyi
attét formalin fixalt paraffinba agyazott (FFPE) archivalt szovetmintdi kivalé alapot
szolgdltatnak 6sszehasonlitd immunhisztokémiai és molekuldris genetikai vizsgalatokhoz.
Ennek segitségével meghatarozhatéva valt egyes szoveti biomarkerek expresszidjanak
valtozdsa az agyi attétben a primer tiidédaganathoz viszonyitva. (6% [71%° [8]°°

Az is kevéssé volt ismert, hogy hogyan véltozik a daganat molekuldris genetikai statusza a
metasztatizdlas sordn, illetve, hogy az alkalmazott onkoterdpidk — kilonbésen a
platinabazist kemoterapia — hatdsa kimutathatd-e az attétek genetikai elemzésével. [9]%
Egy ilyen jellegli vizsgadlathoz azonban mar nem volt elegend6 archivalt, FFPE sz6vetminta

megléte, igy ez Ujabb feladat elé allitotta a klinikusokat, a patoldégusokat és a kutatdkat.

4.3.2.Csontattét

Csontattét a tuddrakos betegek 25-30%-aban mar a primer tumor diagndzisanak
feldllitdsakor igazolhatd, és tovabbi 10%-ukban a betegség lefolydsa soran jelenik meg.
Hazankban ez évente tobb mint 2000 olyan Uj beteget jelent, akik mar csontattétet adott
tidGSrakkal kertltek felfedezésre®.
A csontmetasztazis a  betegek életmindségének romlasaval és  jelentGs
allapotrosszabbodassal is jarhat, ami a tovdbbi onkoldgiai kezelések megadasat is
veszélyeztetheti. Kezelésének bazisszere a biszfoszfonat, aminek alkalmazhatdsagat
azonban korlatozza a vesefunkcid beszikilése. A tid6rakok 85-90%-ban dohanyzas
kovetkeztében alakulnak ki, a dohdnyzas pedig — részben az érrendszer karositasa révén —
hozzdjarul a vese ereinek karosodasahoz és igy a vesefunkcid beszlkiléséhez.
Munkacsoportunk 570 csontattétet adott tlidétumoros beteg retrospektiv adatelemzése
alapjan a tuddérak diagndzisanak feldllitasakor a betegek 8,67%-aban mar patoldgias

tartomanyban taldlta a vesefunkciot®. A csontittét megjelenésekor a betegek
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16,11%-anak volt kéros tartomdnyban a vesefunkcids értéke, mig a legutolsd elérhet6
laboratériumi lelet alapjan ez az ardny mar 26,37% volt. Tekintettel arra, hogy a betegek
40%-anak mar a tidérdk igazoldsakor ismert volt a csontmetasztazisa, ez az arany
onmagdban felhivja a figyelmet a kevésbé nephrotoxikus szerek alkalmazdsanak siirget6
igényére csontattétet adott tlddérakban. A csontdttét tlidérdkban koztudottan egy
kedvez6tlen prognosztikai faktor, azonban nem volt kell6en ismert, hogy ezen
betegcsoporton beliil valtozik-e a progndzis fliggben a primer tumor molekuldris jegyeit6l,
igy példaul a KRAS mutdcids statusztdl. Hasonldképpen kevés adat allt rendelkezésre a
tudérakok egyéb tdvoli szervi attéteinek (tidds, agy, mellékvese, pleura, maj) KRAS
statusztdl fligg6 progndzisdra vonatkozdan. A fentiekben ismertetett, 570 csontattétes
tidérakos beteg klinikai adatait elemz6 munka adatbazisa kivald alapot nyujtott tovabbi —
a daganatok molekularis statuszdra, illetve metasztatizaldsi mintazatdra vonatkozd —

elemzésekhez. [16]65

4.4. Molekularis célzott terapia tiidérakban

Az elmult évek transzlacios kutatdsainak eredményei forradalmasitottak a

tuddérakos betegek egy jol korilirt csoportjanak ellatasat®® 7

. A daganatszévetben [évé
driver mutdcidk kimutatasan alapuléd molekuldris célzott terapidk mind a gydgyszer
bevitelének mddjaban, mind pedig a mellékhatds-profilban (j irdnyt mutattak. A szajon at
szedhet6 készitmények alkalmazdsa az esetek donté tobbségében csak kevés és jol
menedzselhet6 mellékhatassal jart, és alkalmazasaval elkeriilhetévé valt az alopecia,
illetve a beteg életminGségét jelentGsen rontd hanyas, vérkép- és vesekarosodas. Tobb
hdénapos — egyes esetekben akar tobb éves — kedvez6 terapids valasz utan azonban
megjelenik a daganatos progresszid, ami Ujabb terapids megkozelitések sziikségességét
veti fel’*. Mig kordbban szisztémas progresszi6 esetén maradt a citotoxikus kemoterapia
alkalmazasa, mint lehetséges kezelési méd, addig manapsdg hihetetlen sebességgel
bévilnek a molekuldris célzott terapidk sordn kialakuld rezisztencidval kapcsolatos

ismereteink, és szerencsére hasonlé tempdban bévilnek az ilyen esetekre vonatkozd

;. Py . 2,72
kezelési lehetdségek is* 2.
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Manapsag a hazai klinikai gyakorlatban a tidérak molekularis célzott terapidja elsésorban
az adenocarcinomak EGFR-gatld és ALK-gatlé — kisebb részben ROS1-gatlé vagy BRAF-
gatlé — kezeléseként valdsul meg, azonban a jelen disszertdcid6 nem érinti az ALK
(anaplastic lymphoma kinase) transzlokacié, a ROS1 (ROS proto-oncogene 1, receptor
tyrosine kinase) transzlokacio és a BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1) V60OE mutdcid kimutatasat vagy gatlasat, ezért ezzel a kérdéskorrel a tovabbiakban

nem foglalkozunk.

4.4.1. EGFR mutdcio, amplifikdcio, overexpresszio

Az EGFR az ErbB (HER) receptor csaldd tagja, melynek négy képviselGje: az
EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 és a HER4/ErbB4. Koziiliik az ErbB2-nek a tobbitdl
eltéréen nincs természetes ligandja, az ErbB3 pedig nem rendelkezik kindz aktivitdssal. Az
EGFR részt vesz a sejtosztddas, az érképzédés, a daganatsejt invazid és az attétképzés
fokozdsaban, valamint a programozott sejthaldl csokkentésében.
2004-ben latott napvildgot az a bejelentés, miszerint a tld6rakos szovetmintabdl

73,74 .
374, Meg

kimutathaté EGFR mutdcio el6re jelzi az EGFR-TKI terdpias hatékonysagat
ugyanebben az évben Magyarorszdgon is megtortént az elsé ismerten EGFR-mutdns és
génamplifikalt tuddérakban szenvedé beteg molekuldris diagnosztika altal irdnyitott
kezelése, ami dramai javuldst eredményezett mind radioldgiailag, mind pedig klinikailag.
[10]° Ez a terdpids stratégia jelentSs szemléletbeli valtozast hozott az
onkopulmonoldgidban, és nagyban felértékelte a patoldgusok és a molekularis biolégusok
szerepét. Fontos volt tehat mihamarabb bekapcsoldédni ebbe a témakorbe, gydjteni a
hazai tapasztalatokat, valamint el&segiteni a nemzetk6zi diagnosztikus és terapias
ajanlasok miel6bbi hazai bevezetését®”’®7°. [11]® [12]*° Azéta mar itthon is
szamtalanszor bebizonyosodott a molekuldris célzott terapia hatasossaga, és nemegyszer

. s s 7 s s e s . ,.71,81-
igen latvanyos és tartds terdpids valasznak lehettiink a szemtanui’ 33,

EGFR mutdcio. A tiid6rakok kozil dont6en a nem-kissejtes tlidérakokban, azon beliil is az
adenocarcinomakban mutathatd ki EGFR mutacid, gyakrabban a nemdohanyzdékban, mint
a dohanyzdékban (50% vs. 10%), a lepidikus terjedést mutatd adenocarcinomakban, mint a
mas szoveti tipusokban (40% vs. 3%), a tavol-keleti betegekben, mint a mas etnikai

csoportban (30% vs. 8%), és a n6kben, mint a férfiakban (42% vs. 14%)%.
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Az EGFR-TKI-k irdnti érzékenység szempontjabdl az EGFR gén tirozinkinaz doménjének
mutacidi meghatdrozé jelent6ségliek. A pozitiv prediktiv értékkel biré aktivalé mutaciok
az ATP-kot6 hely korul kovetkeznek be, részben mint kis delécidk (19-es exonban, 746-
753 kodonok koriil) vagy aminosavcserével jaré mutaciok (21-es exonban, L858R, L861Q,
G719C), és azon tul, hogy fokozott kindz aktivitast hoznak létre, fokozzak a kinaz gatlok

kapcsolédasat a receptorhoz’®”

. El6fordulnak még , ritka mutdcidk” is, els6sorban a 18-
as exonban. A ritka mutdcidk az EGFR-TKI terapias hatékonysaga szempontjabdl rendkiviil
heterogén csoportot alkotnak, ugyanakkor az alacsony esetszam miatt nehéz a
prognosztikai és/vagy a prediktiv értékiiket meghatarozni. Eppen ezért fontosak az ilyen
mutacidval rendelkezd betegekrdl szolé esetismertetések®®. A ritka mutaciok kozil
kiemelked6 fontossagu a 20-as exon 790-es kodonjanak mutacidja (T790M), ami az EGFR-
TKI kezelés szempontjabdl rezisztencia-mutacidnak tekinthetd.

Mind az eurdpai, mind pedig a magyar tidé adenocarcinomas betegekben az EGFR-
mutdcié gyakorisaga 10-15%. Tekintettel arra, hogy hazdnkban kevéssé volt ismert az

EGFR mutacidokon beliil az egyes altipusok, kiilénosen a ritka, EGFR szenzitizal6 mutaciok

%-0s aranya, sziikségessé valt erre vonatkozdan atfogd vizsgalat elvégzése. [12]%°

EGFR amplifikdcidé. Az EGFR mutdacid analizis prediktiv marker jellegét bejelenté 2004-es
kozlemény utan megndtt az igény arra, hogy az egyes orszagokban felmérjék az
adenocarcinomads betegekben az EGFR mutacié gyakorisagat, és ezt akar kiegészitsék a
daganat EGFR amplifikacié és EGFR protein expresszid vizsgalataval. [11]7° Ez utdbbit az
indokolta, hogy az EGFR mutacié/amplifikacid/expresszié konkordancidjara vonatkozdan
igen kevés adat allt rendelkezésre. Annak ellenére, hogy korabban felmerilt az EGFR
amplifikacio mint az EGFR-TKI kezelés kedvezd prediktiv faktora egyidejlileg fennallé EGFR
mutdcié esetén, manapsdg a rutin klinikai gyakorlatban nem torténik amplifikacid

meghatdrozas ilyen indikacidval.

EGFR overexpresszio. Az EGFR protein expresszié IHC mddszerrel torténd kimutatasa a
2000-es évek kozepén a napi rutin patoldgiai diagnosztika részévé valt mint EGFR-TKI-ra
vonatkozd betegszelekciés metodika. Szikségessé valt ugyanakkor a kilénbozd
laboratdriumokban alkalmazott diagnosztikus mddszerek standardizalasa, és annak

vizsgalata, hogy a kimutatasi protokollok finom valtoztatasa vajon befolyasolja-e az EGFR
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protein expresszidjanak mértékét az IHC detektdlds soran. [13]”’ Fontos kérdésként
merdilt fel emellett, hogy az EGFR aktivaltsagara utalé foszforilacids statusz (pEGFR
expresszid) mutat-e kapcsolatot a tiidé adenocarcinomak szévettani jellemzGivel, tovabba
a daganatok EGFR génre vonatkozé molekularis altipusaival. [14]%

Az EGFR overexpresszié kimutatdsanak fontossagat tamasztja ald az a tény, hogy a
tirozinkindz gatlok mellett az EGFR gatlds masik f6 megkozelitési mddja a monoklondlis
antitestek alkalmazasa. Erre példa a cetuximab (Erbitux® Merck), ami egy human-egér
monoklonalis IgG1 antitest, és amely a ligand kotédés blokkoldsa révén gatolja az EGFR
funkcionalis aktivaciéjat. A FLEX (First-line in Lung cancer with ErbituX) vizsgalat soran a
cetuximabot cisplatin-vinorelbin kemoterapidval kombindltdk és elsévonalbeli kezelésként
alkalmazték elérehaladott nem-kissejtes tiidérakban®. A teljes tulélés szignifikansan
hosszabbnak bizonyult a cetuximab kezelésben is részesiil6k csoportjaban, szemben a
csak kemoterapiat kapd betegekkel. A cetuximabbal végzett sikeres klinikai vizsgalat
eredménye ellenére az EMEA (European Medicines Agency) nem fogadta be a cetuximab-
kezelés indikacids korébe a nem-kissejtes tiidérakot. A gyartonak ezért olyan biomarkert
kellett keresnie, amelynek segitségével egy kivalasztott betegpopulaciéban magasabb
terdpias hatékonysagot lehet elérni. A késGbbiekben beadott kérelemben a FLEX vizsgdlat
retrospektiv biomarker-analizise alapjan szelekcids kritériumként a daganat részletes
EGFR immunhisztokémiai vizsgalata szerepelt. Az immunpozitiv daganatsejtek aranyabdl
és az immunfest&dés intenzitasabdl szamitott pontszam (Hirsch score) vizsgdlata alapjan a
200-as score feletti daganatokndl a cetuximabbal kiegészitett kemoterapia mar
szignifikdnsan magasabb terdpids valaszardnyt mutatott (28,1% vs. 44,4%, p=0,002),
szemben a korabbi 29,6% vs. 32,6%-kal (p=0,36)%". A biztatd vizsgélati eredmények
ellenére tiddérakban az EGFR ellenes monoklonalis antitest terdpianak a rutin klinikai
gyakorlatba vald bevezetésére még varni kell.

Habar az EGFR immunhisztokémiai vizsgalat hazankban is kozel két éven at az EGFR-TKI
kezelés hivatalosan elfogadott prediktiv markere volt, ez nyilvanvaléan nem biztositott
megfelel6 betegszelekcidot, mivel az immunreakcié az EGFR extracelluldris doménjét
detektdlja és nem ad informaciét az EGFR transzmembran tirozinkindz régidjardl. Ez a
magyardzata annak, hogy 2009-t6l a tid6 adenocarcinomas betegek kivalasztasa a

tumorszovetbdl/tumorsejtekbdl torténé EGFR mutacid analizis eredményén alapul.
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4.4.2. EGFR-TKI kezelés és annak prediktiv markerei

A klasszikus EGFR szenzitizald6 mutacidét (exon 19 delécié, exon 21 L858R
pontmutacid) hordozé adenocarcinomaban szenved6 betegeknél az els6vonalbeli
kezelésként alkalmazott elségeneraciés EGFR-TKI készitmények, igy a gefitinib (Iressa®,
AstraZeneca) és az erlotinib (Tarceva® Roche) 60-80%-0s terdpids valaszt és 9-13 hdnap
progresszidmentes tulélést eredményeztek. A legkedvez6bb és leghosszabb ideig tartd
71,75

terapids valaszt leginkdbb az exon 19 delécié pozitiv betegeknél figyelhetjik meg

(5. és 6. 4bra).

B e
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- PR
¢
5. dbra. Gefitinib terapia el6tt: 6. dbra. 3 honapos gefitinib terapia utan:
Kiterjedt, kétoldali tiidGinfiltratum Nagyfoku radioldgiai regresszio

A sokszor latvanyos és hosszantarté kedvezd terapids vélasz ellenére a betegeknél elGbb-
utdbb gydgyszerrezisztencia Iép fel, aminek hatterében az esetek kb. felében exon 20
T790M mutécié all®8. Az ilyen rezisztencia lekiizdésére — preklinikai modellekben —
alkalmasnak bizonyult a masodik generdcids, irreverzibilis EGFR gatlé afatinib (Giotrif®,
Boehringer-Ingelheim), ugyanakkor ez a szer a fazis II/lll (Lux-Lung 1) vizsgalatban a
gefitinib/erlotinib utdn progredialé betegeknek csak 7%-aban mutatott terapids vélaszt®.
Az afatinibet végiil a kemoterapidval valé 6sszehasonlitdsban nyujtott kedvezd eredmény
alapjan torzskonyvezték. Alkalmazdsa lassitja a kozponti idegrendszeri attétek
kialakulasat, meglév6é cerebralis metasztazis esetén pedig terdpias hatékonysagot
mutat®,

Az EGFR-TKI rezisztencia leklizdésében napjainkban a legnagyobb szerepet az osimertinib
(Tagrisso®, AstraZeneca) jatsza. A harmadik generacidos osimertinionek a T790M

rezisztencia mutacié gatlasat az AURA vizsgalatok igazoltak. A szer nemcsak a terapias
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valaszaranyban (71% vs. 31%), illetve a PFS-ben (10,1 hdénap vs. 4,4 hdnap) bizonyult
jobbnak a kemoterapianal, hanem a kozponti idegrendszeri penetrdciéban és a
betegségkontroll aranyban (92%) is*°. Habar az osimertinibet elsédlegesen a T790M
rezisztencia leklizdésére fejlesztették ki, a gyogyszer T790M mutacié hidnydban is
hatékony klasszikus EGFR szenzitizald6 mutacidk meglétekor. A T790M mutdcié mellett
mas rezisztencia mechanizmusok is felismerésre keriltek, igy pl. a MET amplifikacid, ami
kb. 5%-ban tehet6 felelssé. Hasonldképpen ismertté valt a kb. 10%-ban megjelen6 HER2
amplifikacio, valamint az 1-2%-ban kialakuldé BRAF vagy PIK3CA mutacid. Az esetek egy
toredékében a daganatsejtekben fellépd kissejtes transzformdcidé a kissejtes tlid6rakban
alkalmazandd kemoterapia indikacidjat veti fel. Az osimertinib széleskorl alkalmazasa
Ujabb rezisztencia mutaciok kifejlédésének kedvez, igy pl. megjelennek az
L858R/T790M/C797S, vagy a 19 Del/T790M/C797S mutécid sorozatok.

Mig az EGFR-TKI kezelés szempontjabdl pozitiv prediktiv faktor az EGFR szenzitizald
mutaciok jelenléte, addig az EGFR rezisztencia mutdacidk mellett negativ prediktiv értékkel
bir a daganat KRAS mutacid pozitivitasa is’'. Az esetek donts tobbségében a KRAS-
mutdcid jelenléte kizarja EGFR mutacid vagy ALK transzlokacio fennallasat. Ez az alapja
annak, hogy — tekintettel a KRAS mutacié magas el6fordulasi gyakorisagara hazankban —a
KRAS mutacid els6 |épésként torténé meghatarozasa egyfajta koltségkimélés érdekében
keriilt bevezetésre és alkalmazasra. Ezt a megkozelitést a remények szerint hamarosan
bevezetésre kerilé génpanel szekvenalasi vizsgalatok fogjak megsziintetni.

A betegszelekciés modszereknek nemcsak a terapia eredményessége szempontjabdl van
kiemelkedé6 jelent6sége, hanem a rendelkezésre allé pénziigyi forrasok korlatozott volta is
szilkségessé teszi ezek alkalmazdasat. A megfelelGen személyre szabott kezelés (,tailored
therapy”) mind terapids-, mind pedig koltséghatékonysag szempontjabdl kivdnatos, nem

, ;e . e , . . , s s gy e 2
beszélve az onkoldgiai betegellatas szamos etikai kérdésérdl is’®%2.

4.4.3.KRAS mutdcio vizsgdlata

Tuddérakban a KRAS mutacidé prognosztikai és prediktiv értékét vizsgald tanulmanyok
eredményei ellentmonddasosak voltak. EGFR-TKI kezelésben részesilt betegek adatait
egyesit6 és elemz6 négy vizsgalat eredménye szerint nem volt tulélésbeli kilonbség a

KRAS mutdns és a vad tipusu daganatok koz6tt?. Mas vizsgalatokban ugyanakkor a KRAS
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mutdcid negativ prognosztikai faktornak bizonyult, kiiléndsen korai stadiumu ADC-ben®*.
A KRAS mutacié kemoterdpidra vonatkozd prediktiv értéke ugyancsak ellentmonddasos.
Egy — el6rehaladott NSCLC-ben szenvedd — 1677 beteg adatait elemzd metaanalizis
szerint KRAS mutacié esetén az els6vonalbeli kemoterapidra adott objektiv terdpids
valaszarany (objective response rate = ORR) rosszabb volt, a progressziomentes tulélés
(progression free survival = PFS) pedig révidebb”. Mindemellett szdmos vizsgalat nem
tudott prediktiv értéket igazolni a KRAS mutdcidéra vonatkozdan, NSCLC elsGvonalbeli
kemoterapidja esetén®®?’.

Tekintettel arra, hogy hazankban a gyakori dohanyzas miatt a tlid6rakok kb. 30%-aban
KRAS mutacio figyelhet§ meg, adottak voltak a feltételek a KRAS mutacié molekularis
altipusai és kilonbozé klinikopatoldgiai paraméterek (dohanyzas, PFS, OS [overall survival
= teljes tulélés]) kozotti korrelacid vizsgalatéra. [15]*° Lehetséges volt emellett a KRAS
mutacio altipusok és platinabdzisi kemoterapidra adott terdpids valasz 6sszefliggéseinek
tanulmanyozasa is.

A KRAS mutacio altipus elemzésének sziikségességét az a klinikai tapasztalat is
aldtamasztja, hogy KRAS mutdcio pozitiv daganatos betegek egy csoportjanal igen gyors
lefolydst és kiterjedt metasztatizalast figyelhetiink meg. [16]%°

Annak ellenére, hogy tlid6érak sejtvonalakban a KRAS gén aktivalé mutaciéjat mar 35 évvel
ezel6tt leirtdk, tovabbd, hogy a tiid6 adenocarcinomak 25-30%-a KRAS mutaciét hordoz, a
KRAS még mindig nem valt valddi terapids célponttégg. A génmutacidk leginkabb a 2-es
exonon figyelhet6k meg [G12C (39%), G12D (17%), vagy G12V (21%)]'®°. Mivel a KRAS
farnezilaciéja szikséges a sejtmembranhoz vald transzlokaciéhoz és aktivva valashoz,
vizsgaltak a farnezil-transzferdz-gatlékat, mint lehetséges terapias célpontokat. Habar
egérmodellekben hatasosak voltak, a farnezil-transzferaz-gatlék emberben nem mutattak
terapias aktivitast'®*%. A szignal transzdukcié KRAS alatti tagjainak (BRAF, MEK-ERK,
PI3K-AKT) gatladsa szintén nem valtotta be a hozzdjuk flizott reményeket, a kombinalt
terdpiak alkalmazdsat pedig a jelent6s toxicitas korlatozta'®. A KRAS direkt gatlasat
kordbban nem tartottdak lehetségesnek a gyodgyszeresen direkt moddon tamadhatéd
kot6helyek hidnya miatt, azonban a KRAS egy allosztérikus kot6helyének felfedezése
megteremtette az alapjat egy allosztérikus G12C-mutacid-specifikus gatlészer

104

kifejlesztésének, ami inaktiv formaban stabilizalja a KRAS-t™". Ezek a szerek biztato
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eredményt mutattak preklinikai modellekben, és varhaté a kozeljov6ben klinikai

105
k

vizsgalatba torténd bevezetésik™ . Mindemellett, intenziv kutatasok folynak a KRAS-t és

az EGFR-t érint6 szignal transzdukcids Utvonalra vonatkozdan, kiilénos tekintettel az ERBB

receptor csalad t6bb tagjat is blokkold pan-ERBB-g4tld tirozinkinaz afatinibre. [17]*%°

4.5. Immunterapia tiidorakban

Az immunterdpia az elmult években valddi paradigmavaltast hozott a tlddérak
sikere érdekében nem Uj keletld. A korabbi immunterdpids megkozelitések azonban
tudérakban kevés sikert hoztak, aminek hatterében tobbek kozott a gazdaszervezet
immunszuppressziv citokin expresszidja és az antigénprezentald sejtek csokkent MHC
antigén expresszidja is dallhatott. Az Uj fejlesztésl szerek kozul legigéretesebbnek az
immunellenérzési pont gatldk (immune checkpoint inhibitors) kdrébe tartozé anti-CTLA-4,
anti-PD-1 és anti-PD-L1 antitest terapia tlnik, de intenziven vizsgaljak kilonféle vakcinak

; s, « 107
alkalmazasat is'®’.

4.5.1. Az immunterdpia prediktiv markerei

Tekintettel az immunterdpia koltséges voltara, nagy hangsulyt kapnak a
betegszelekciot célzo biomarkerek. A PD-L1 fehérje expresszidja kimutathatd egyes
daganatokban, valamint a daganatot infiltraldé T-lymphocytakban és mas

. . 108,1
immunsejtekben %1%

. Egyes vizsgalatok, igy pl. a KEYNOTE-001 vizsgdlat, 0sszefliggést
taldltak a tumorsejtek erés PD-L1-expresszidja (250%) és a magasabb ORR, hosszabb PFS
és 0S kozétt pembrolizumabbal kezelt NSCLC-s betegekben™'®. Habar a KEYNOTE-001 és
mas vizsgdlatok is igéretesnek itélték meg a PD-Ll-expresszié, mint biomarker
alkalmazasat, szamos kérdés var még megvdlaszoldsra a klinikai gyakorlatba torténd
bevezetésig. A tid6rak ismerten heterogén tumor, igy egy kicsiny biopszias minta PD-L1-

111

expresszidja nem reprezentdlja kell6képpen az egész daganatot™". A PD-L1-expresszid

raaddsul dinamikusan valtozhat, igy kilonbség lehet egy primer tumor és annak
metasztazisa kozott, emellett nem kell6en ismert a PD-L1-expresszid esetleges valtozdsa

112,113

kemoterapia hatdsara . Tovabbi fontos kérdés a tumorinfiltralé lymphocytak PD-1- és
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PD-L1-expresszidjanak jelentGsége, és végll, de nem utolsé sorban az immunhisztokémiai
vizsgalatra legalkalmasabb antitest kivalasztdsa és az immunreakciok kiértékeléséhez
elengedhetetlen cut-off érték meghatarozasa''®. Az alapvets probléma jelenleg az eltérd
immunhisztokémiai technoldgidk és protokollok haszndlata az egyes gydgyszerek
esetében, ami eleve 6sszehasonlithatatlanna teszi ezen eredményeket. Mindezek alapjan
elengedhetetlennek tlinik regiondlis és nemzetkdzi validaciés vizsgdlatok miel6bbi
megszervezése és elvégzése.

A klinikai gyakorlatban a rutin patolégiai feldolgozds soran a daganat szamos olyan
hisztoldgiai jellemzGi is leirasra kerlilnek a HE metszetek vizsgalatakor, amelyeknek
valéjaban nincs terapiat befolydsold hatasuk. igy példaul a tumor nekrézis jelenléte, a
daganat lepidikus terjedése, érbetorés jelenléte, vagy a tumort infiltrdlé immunsejtek
denzitasa. Ezeknek a jellemz6knek a daganatsejtek és az immunsejtek PD-1/PD-L1
expresszidval vald kapcsolatat atfogd médon korabban még nem vizsgaltak. [18]*"
Hasonléképpen nem vizsgaltdk még nagy esetszdmon tid6 adenocarcinoma agyi
attéteiben a PD-1/PD-L1 expressziot, valamint az intratumordlis és az attét korali
immunsejt denzitast. [191%

A primer tidérak és az agyi attét szovetmintdk PD-1/PD-L1 expresszidjanak
tanulmdanyozdsa mellett igen nagy jelent8sége lehet a primer tumorbdl és annak agyi
attétébdl szarmazd mintaparok vizsgdlatanak, hiszen igen kevés adat all rendelkezésre

ezen fehérje expressziok konkordancidjaval kapcsolatban. [20]*°

Tekintettel arra, hogy
nemritkdn az agyi attét mutéti eltavolitdsa megel6zi a primer tumor verifikaldsanak

lehet6ségét, egy ilyen vizsgdlat eredményének komoly klinikai relevancidja lehet.

4.6. Az onkoterapia szoveti biomarkerekre gyakorolt hatasa

A klinikai gyakorlatban az onkoterapiak — igy a kemoterdpia és a sugarterdpia —
hatdsossagat rendszerint a képalkotd eljarasokkal megfigyelhet6 tumor volumen valtozas
alapjan itéljuk meg. A daganat térfogatanak valtozatlansaga ugyanakkor nem feltétlendl
jelenti azt, hogy a terapia hatasdra nem kovetkezett be strukturalis vagy molekuldris
valtozds. Eppen ezért, a hagyomanyos CT vizsgalatokat egyre inkabb felvaltjdk a

metabolikus aktivitas valtozasat is detektalni képes vizsgadldmaddszerek, igy a perfuzios CT,
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a PET-CT, a dinamikus MRI és a diffiziés MRI**. Ezen mddszerekkel mar pontosabb képet
kaphatunk a daganaton bellli szerkezeti valtozasrdl, példaul nekrdzis megjelenésérdl
laphamrakban, vagy egy kezdetben szolid szerkezetl adenocarcinoma lepidikus terjedési
mintdzatuva alakulasarél. Mindezek a képalkoté eljardasok azonban nem adnak
informaciét a tiid6rakok szoveti biomarkereinek funkcionalis allapotardl, igy azokrdl sem,
amelyeknek egyes terapiak szempontjabdl prediktiv értéke lehet. Tiddérak esetében a
kezeletlen primer tumorbdl vett bronchoscopos szévettani minta, valamint a neoadjuvans
kemoterapia utani sebészi minta 0Osszehasonlitasa kivaldo alapot teremt a szdveti
biomarkerek tanulmanyozasahoz'*®.

Munkacsoportunk 62 beteg kemoterdpia el6tti bronchoscopos és kemoterdpia utani
sebészi archivalt szovetmintdin tanulmdnyozta immunhisztokémiai moddszerrel a
daganatsejtek Ki-67 proliferaciés marker expresszids aranyat''®. Habar a kemoterapiara
valaszoldk és a nem valaszoldk kozott nem észleltiink szignifikdns kilonbséget a Ki-67
expresszio csokkenésének mértékében, vizsgalatunk megerGsitette, hogy a kemoterapia
hatdsdnak tanulmdnyozdsara a neoadjuvans kezelésben részesilt betegek
szovetmintdinak elemzése alkalmas, és ez megalapozta az ezirdnyd tovabbi
vizsgalatainkat.

Az irreszekabilis tiddérakok kezelésében mind a mai napig donté szerepet jatszik a
platinabazisu kemoterapia. Kordbbi kdzlemények arra utaltak, hogy az ERCC1 (excision
repair cross-complementation group-1) fehérje — amelynek fontos szerepe van a platina-
szarmazékok indukalta DNS-adduktok kijavitdsdban — a platinabdzisi kemoterdpiak

120 Nem 4lIt rendelkezésre azonban kell adat arra

negativ prediktiv markere lehet
vonatkozoéan, hogy az ERCC1 protein expresszi6 hogyan valtozik platinabazisu
kemoterdpia hatdsara. [21]* [22]** Hasonléképpen, nem volt kell6en ismert, hogy
kemoterapia hatdsara valtozik-e a tiddérak immunterapidjanak prediktiv markereként

alkalmazott PD-L1 fehérje expresszio. [23]*5

Az elmult évek kutatdsai alapjan a tlid6rak diagnosztikdjaban felhaszndlt markerek egy
részérdl (pl. TTF-1) kiderilt, hogy prognosztikai jelentdségiik is van. Hasonldképpen, a
korabban csak prognosztikai faktorként ismert markerek tobbségérél (pl. EGFR, PD-L1)

egyre inkabb bebizonyosodik, hogy prediktiv értékkel is birnak. A prognosztikai markerek
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nemcsak a daganat bioldgiai viselkedésérél nyujthatnak informacidkat, hanem bizonyos
szervspecifikus esetekben (pl. agyi attét) a gydgyszeres kezelés megvalasztasaban is irdnyt
mutathatnak. A tiid6érak molekularis célzott terapiajanak és immunterapiajanak prediktiv
markerei nemcsak az eredményesebb kezelést szolgdljdk, hanem jelentGs
koltséghatékonysagot is eredményezhetnek. Emellett kilonésen megn6het a
jelentGségiik akkor, amikor a beteg életkora, performance statusa és/vagy tarsbetegségei
miatt ezen onkoterapidknak még az alkalmazhatdsaga is megkérdéjelezédik.

A jelen disszertdcido célja, hogy a tlidérak diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv
markereit vizsgdld sajat tanulmanyok eredményeit 6sszefoglalja, és elhelyezze azokat a

szakirodalomban fellelhet6 kutatdsi eredmények szovevényes haldzataban.
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. CELKITUZESEK

A TTF-1 fehérje expresszido differencidldiagnosztikai értékének meghatarozasa

primer és attéti tidé adenocarcinomakban. [1]

Egyes claudin fehérjék expresszidjanak tanulmanyozasa normal hérg6hamban és a
tidérak fébb szovettani altipusaiban, tovabba prognosztikai szerepiik

meghatdrozasa nem-kissejtes tiidérakban. [2, 3]

Nagy betegszamu kohorszban a primer tlidérak lokalizacidja és a tavoli attétek
helye, megjelenési ideje és a megjelenéstll szamitott tulélés osszefliggéseinek
vizsgalata. Az agyba koran, illetve késén metasztatizald tidérakok klinikopatoldgiai
tulajdonsagainak jellemzése, kilonds tekintettel az agyi attét korul kialakuld

o6démara. [4, 5]

Protein expressziés kulonbségek vizsgalata primer tudérakokban és azok agyi

attéteiben. [6-8]

Platinabazisu kemoterdpia mutagén hatasanak vizsgdlata tlid6 adenocarcinomaban,

és ennek kapcsolata az attétképzédéssel. [9]

Az EGFR statusz vizsgalata tlid6rakban, kilonos tekintettel a klasszikus és ritka EGFR

mutdciok kozti kilonbségekre. [10-14]

A KRAS mutacié prognosztikai és prediktiv értékének, tovabba a tavoli attét helyével

vald kapcsolatanak vizsgélata tidé adenocarcinomaban. [15-17]

Az immunterdpia prediktiv faktorainak vizsgalata primer tid6 adenocarcinomaban

és agyi attétekben. [18-20]

Platinabazisu kemoterapia szoveti biomarkerekre gyakorolt hatasanak vizsgalata

tuddérakban. [21-23]
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6. BETEGEK ES MODSZEREK

Valamennyi vizsgalatban donté szerepem volt a vizsgdlat megtervezésében, a
betegkohorsz kialakitdsdban, az adatbazis felépitésében, a statisztikai eredmények
értékelésében, tovabba a kézirat megirasaban. Szamos vizsgdlatban részt vettem egyrészt
a TMA (tissue microarray) kialakitdsdban a reprezentativ tumorteriletek kijelolésével,
masrészt a HE (hematoxilin-eozin) festett metszetek elemzésében, a daganatok szovettani
altipusanak, illetve a daganatok HE metszeten vizsgalhaté patomorfoldgiai
jellegzetességeinek meghatarozdsa céljabdl. A legtdbb vizsgalatban magam végeztem az
immunhisztokémiai reakcidk kiértékelését és a szovettani képanyag Osszedllitasat. Az
EGFR és KRAS vizsgalatok sordn a tumormintdkbdl a mutdciok meghatarozasat vagy a
tarsszerzd kollaboracids partnerek végezték, vagy azokra a rutin betegellatds keretében

kerult sor.

A #9 kozleményben szerepl6 genetikai vizsgalatokat és a komplex statisztikai kiértékelést
a Magyar Tudomanyos Akadémia Természettudomanyi Kutatdkdzpontjanak kutatdi
végezték, szerepem a betegkivalasztasban, a klinikai adatok és mintak biztositasaban, a
sziikséges engedélyek és betegbeleegyezd nyilatkozatok megszerzésében, valamint az

exitust kovetSen a haladéktalan kérboncolds megszervezésében volt.

A #17 vizsgdlatban csak a betegpopulacié kialakitdsaban, valamint az EGFR, pEGFR, ErbB2,
pErbB2 és TTF-1 IHC reakciok kiértékelésében és képi dokumentaldsaban vettem részt,
ezért a tovabbiakban a munkdnak csak ezt a részét targyalom részletesen a mddszerek

leirasdnal, az eredmények ismertetésénél és a megbeszélés soran.

6.1. Betegcsoportok

A jelen disszertacidban bemutatott 23 vizsgalatban dsszesen tébb mint 4600 beteg
szOvettani mintdit és/vagy klinikopatoldgiai paramétereit elemeztik. Az 1. és a 2.
tdblazatban bemutatjuk ezen betegek legfontosabb klinikopatolégiai jellemzGit és az

alkalmazott f6bb vizsgadldmaddszerek esetszamait.
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Atlag- Szdvettan (mintaszam) Tud6rak stadium (esetszam)

# | Betegszam Férfi/NG | életkor

(év) ADC ScC SCLC Egyéb I I 1 1\
1 50* 30/20 60 50 - - - 50 - - -
2 104 54/50 59 46 30 15 13 89 15 - -
3 137 76/61 58 95 42 - - 137 - - -
4 1126 541/585 62 1126 - - - 116 80 308 622
5 575 311/264 60 272 99 118 86 **59 32 120 343
6 59 41/18 57 22 32 - 5 30 15 8 6
7 52 36/16 57 20 29 - 3 26 13 7 6
8 119 56/63 61 134 - - - 28 7 12 72
9 1 1/0 25 1 - - - - - - 1
10 1 0/1 66 1 - - - - - - 1
11 136 55/81 56 136 - - - NA NA NA NA
12 419 203/216 64 419 - - - I-111A: 68 11B-1V: 351
13 50 NA NA 50 - - - NA NA NA NA
14 110 50/60 57 110 - - - 110 - - -
15 505 262/243 61 505 - - - - - 167 338
16 500 245/255 62 500 - - - - - - 500
17 65 27/38 62 65 - - - 20 12 23 10
18 208 104/104 59 208 - - - - - - 208
19 268 125/143 68 268 - - - I-111A: 268 -
20 61 30/31 60 61 - - - **22 15 16 6
21 17 11/6 51 9x2 8x2 - - 6 5 5 1
22 46 29/17 57 19x2 27x2 - - **11 9 16 4
23 28 19/9 57 14x2 12x2 - 2x2 **13 6 7 -
) 4637 2306/2281 58 4149 326 133 107 840 332 954 2294

*Emellett 50 egyéb szervi primer tumor tid&attétét vizsgaltuk kontrollként. **Az ismert klinikai stadiumok
megoszlasa (6sszesen 31 betegnél nem volt ismert). NA: nincs adat (186 betegnél). Az 6sszevont stadium
adatoknal aranyos megoszlassal szamoltunk.

1. tdbldzat. A disszertaciod alapjat képez6 23 vizsgalatban szerepld primer tiidérakos betegek
szdma, valamint a f6bb klinikopatoldgiai jellemz6k
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Klinikai Radiolégiai Szévetminta (mintatszam) HC EGrRFisH | EGFR/KRAS
# | Betegszam adat- adat- - : vizsgalat | - cgalat mutacio
feldolgozas | feldolgozas primer agyi tumor | antitestek | - F analizis
esetszam esetszdm | tumorbdl | attéthl parok szama esetszdm

1 50 - - 50 - - 1 - -

2 104 - - 104* - - 5 - -

3 137 137 - 137 - - 5 - -

4 1126 1126 1126 - - - - - -

5 575 575 575 - - - - - -

6 59 59 - 59 26 26 29 - -

7 52 52 - 52 26 26 29 - -

8 119 - 67 67 15 3 - -

9 1 1 - 1 1 3 - - WGS
10 1 1 1 1 - - 1 1 1

11 136 136 9 136 - - 1 127 135
12 419 419 151 419%** - - - - 419
13 50 - - 50 - - 1 - -

14 110 - - 110 - - 2 - 110
15 505 505 505 505** - - - - 505
16 500 500 500 - - - - - -

17 65 - - 65 - - 5 - 65
18 208 208 208 - 208 - 2 - -

19 268 - - 268 - - 2 - 154
20 61 61 - - - 61 2 - 15
21 17 17 17 17x2 - - 6 - -
22 46 46 46 46x2 - - 1 - -
23 28 28 28 28x2 - - 2 - -

» 4637 3871 3166 2102 328 79 97 128 1404

*: 22 reprezentativ tumormintan mRNS szint meghatarozas is tortént. **: Az esetek kb. 1/3-aban citoldgiai

minta kerilt feldolgozasra. WGS: Whole Genome Sequencing.
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Az egyes kohorszok kozti atfedés mértéke nem érte el a 10%-ot. Valamennyi vizsgalatba
hazai betegeket vontunk be, akiknek dont6 tobbsége (95%) az Orszdgos Koranyi
Pulmonolégiai Intézetben kerilt ellatasra. 2200 betegnél csak klinikai és radioldgiai
adatfeldolgozas tortént, mig kozel 2500 esetben primer tidérak és/vagy agyi attét
archivalt szévetmintait analizaltuk. 79 esetben ugyanazon beteg primer tumorat és annak
tavoli attétét, dontben agyi attétét, tehat mintaparokat tanulmanyoztunk. Az agyi attétek
sebészi eltdvolitasara legtobbszor az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben kerilt
sor, mig ezen mintak patoldgiai kiértékelése a Semmelweis Egyetem I. sz. Patolégiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetében tortént. Mindezek alapjan a betegek sebészi ellatasat és
daganatuk patoldgiai diagnosztizadlasat illetéen relative homogén betegcsoportok
kialakitasara nyilt lehetdségiink.

A vizsgalt tid6daganatok szovettani besoroldsa a vizsgalat évének megfelel6 WHO (World
Health Organization) tid&rak klasszifikacié alapjan tortént. Hasonléképpen, a daganatok
TNM osztalyozdasat a vizsgalat évében érvényben l1évé TNM beosztas alapjan végeztik.

Az immunhisztokémiai (IHC) vizsgdlatok dont6 tobbségében a mintak sebészi reszekcidbol
szarmaztak, és valamennyi esetben formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetmintat dolgoztunk fel. Ezzel szemben az EGFR és KRAS mutacié meghatdrozdsara a
betegek kb. 1/3-aban bronchoscopos mintavételbdl, transthoracalis tlibiopsziabdl, vagy
malignus mellkasi folyadékgyllembdl szarmazd citoldgiai preparatumbdl kerilt sor. Az
EGFR és KRAS mutdcio analizisek a Semmelweis Egyetem I. és Il. sz. Patoldgiai Intézetében
torténtek, és a vizsgdlatok nagyobb részében a rutin patoldgiai mintafeldolgozds részét

képezték.

A #1 vizsgalatban kontrollként 50 — nem pulmonalis eredet(i — adenocarcinoma szolgalt.

A #2 vizsgadlatban az immunhisztokémiai vizsgadlatok mellett 22, szovettanilag
reprezentativ tumormintdan mRNS szint meghatarozas is tortént.

A #17 esettanulmanyunk 6 6ran belll elvégzett kdérboncolds soran eltavolitott
daganatmintdk minusz 80°C-on archivalt szovetmintainak elemzésén alapult.
Mindségellen6rz6 vizsgalatunk soran agardz gélelektroforézissel igazoltuk, hogy az
autopszids vizsgalatbdl szarmazé fagyasztott szovetbdl izolalt DNS mintak nem

fragmentaltak, hasonléan a friss vérbdl izolalt DNS mintdhoz (7. abra). Ezt kovetben
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tortént meg mind a recidiv primer tumorbdl, mind pedig a tobbszoros attétekbdl a teljes

genom szekvenalas (whole genome sequencing = WGS).

7. dbra. Gélelektroforézis a haladéktalan kdrboncolassal nyert ultramélyfagyasztott tumormintak
(F1, F39, F28, F47) DNS fragmentaltsaganak megitélésére, 6sszehasonlitva
a friss vérbdl izolalt DNS mintaval (PB)

6.2. Peritumoralis agyodéma megitélése

Az agyi attétek koril megjelené 6démat az agyi CT és MRI vizsgdlatok képanyagat
és a hozzda tartozd leleteket attekintve vizsgaltuk. A radiomorfolégiai adatok alapjan 3
kategdriat hoztunk létre. Jelent6snek tekintettiik az 6démat, ha az 10 mm-nél nagyobb
volt, mérsékeltnek pedig, ha 1-10 mm ko&z6tt volt. Meghataroztuk azon eseteket is, ahol
nem volt vizenyd kimutathaté.
Az 0déma méretének meghatdrozasat a képalkotdét megjelenité program beépitett
mérbeszkozeivel végeztilk (Syngo Plaza, Siemens). A CT képeken az 6démat perifokalis
hipodenzitasként azonositottuk, vastagsagat pedig a daganat legnagyobb axialis

kiterjedésnél mértik a tumor szélétdl a hipodenzitas hataraig sugariranyban (8. abra).

8. dbra. Koponya attét CT felvétele. Tudérak jobb oldali frontalis lebenyi agyi metasztazisa,
jelentds (>10 mme-es) peritumoralis 6démaval
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A peritumordlis 6déma meghatdrozasat az MRI képeken is hasonldan végeztik el.
A tumor hatdrat pontosan meghatdroztuk a kontrasztos T1 sulyozott képek segitségével,
és azonos magassagban lemértik a T2 sulyozott vagy FLAIR (fluid attenuation inversion
recovery) képeken a perifokalis hiperdenzitast a tumor hataratdl a hiperdenzitas széléig

sugariranyban (9. abra).

9. dbra. Koponya MRI felvétel: Tidérak okozta multiplex agyi metasztazis

A bal oldali centralis attét koril <10 mm-es peritumoradlis 6déma lathatd. A jobb oldali frontdlis
kis attét korul nincs 6déma, és maga a kis tumor is csak alig okoz jelzavart a T2-sulyozott képen
(B: piros nyil). A T1-sulyozott kontrasztos (A) és a T2-stlyozott (B) képek teljesen identikus
szeletek, ahogy az a sulcusok mintajabdl is latszik.

Legtobbszor a legnagyobb axidlis tumorméret magassagdban mértik a peritumordlis
0déma szélességét. A koponyacsonthoz kozeli felszines elvaltozasok esetén azonban a
peritumoradlis 6déma kifejezetten aszimmetrikusan, déntSen a csonttal ellentétes oldalon
jelent meg a mélyebb allomanyba terjedve, igy ekkor a mérést abban a szeletben és

sikban végeztiik, ahol az 6déma a legnagyobb kiterjedésu volt.

Egyes betegeknél nem volt lehet6ség az agyi képalkotds képi dokumentaciéjanak
részletes vizsgalatara, ilyen esetekben az irdsos radioldgiai lelet alapjan hatdroztuk meg a

peritumordlis 6déma kategdriajat, hagyatkozva a radiolégus daltali mérési adatokra.

A #5 betegcsoportban 413 esetben volt radiolégiai informacidé elérheté a peritumoralis
0déma mértékérdl. Az — 52 beteget tartalmazd — #7 betegcsoportunkban, ahol a primer
tumor és agyi attét klinikopatoldgiai 6sszehasonlitasat végeztik, peritumoralis 6démara

vonatkozo informacid 20 esetben volt elérhetd.
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6.3. Fénymikroszkopos szovettani jellemzok vizsgalata

A #18 vizsgalatban a HE festett metszeteken meghatarozasra kerilt az
adenocarcinomak (ADC) differencialtsagi foka (grade I-Ill). Rogzitettik emellett, ha a
tumorban nekrézis volt jelen, ha érbetorés volt megfigyelhet§, és meghataroztuk a
daganatban a lepidikus terjedési méd %-os aranyat. Ez utébbi alapjan lepidikus terjedésd
komponenssel rendelkezének tartottuk a tumort, ha ez az arany 220% volt. A #3 és a #13
vizsgalatban ugyancsak elkiilonitettiik a lepidikus terjedésl ADC-ket a solid varianstél.

A #19 és #20 vizsgalatunk sordn a primer tiid6 és agyi attét mintdk HE festett metszetein
meghatdroztuk, hogy a daganatsziget koril jelen van-e mononuklearis sejtekbdl allo

infiltrdtum, azaz mononuklearis gy(iri (mononuclear ring = MR) (10. dbra).

10. dbra. Az agyi attét és a normal agyszovet kdozott mononuklearis gy(irl jelen van (a),
nincs jelen (b). HEx200

Meghataroztuk emellett a daganat stromajaban megfigyelheté mononuklearis sejtek
mennyiségét is az egyes mintak HE festett metszetein. Ennek sordan a lymphocytak,
macrophagok és plazmasejtek jelenlétét egyarant figyelembe vettiik. Két csoportot
hoztunk |étre az alapjan, hogy a tumor stromdnak tdébb vagy kevesebb, mint 20%-aban

voltak megfigyelhet6k gyulladasos sejtek (11. abra).

11. dbra. Tiid6é ADC-ben mononuklearis sejtek a stroma >20%-aban (a), <20%-aban (b)
vannak jelen. HEx200
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Tud6 ADC esetén az intratumoradlis mononuklearis sejtes infiltraci6 meghatarozasakor
nem beszélhetiink altaldnosan elfogadott, klinikailag relevans hatarértékrél. A 20%-os
cut-off alkalmazdsa Tian és mtsai munkdjanak eredményén alapult, akik tripla-negativ

124 Ezen hatéarérték tidé ADC-

emlécarcinomakat vizsgalva hatdroztak meg ezt az értéket
ben torténé alkalmazhatdsaga érdekében a stromaban jelen 1évé mononukledris sejtek
mennyiségét 179 tidé ADC agyi attét mintaban digitdlis méréssel hatdroztuk meg
CaseViewer szoftver QuantCenter moduljanak segitségével (3DHISTECH Ltd, Budapest,
Magyarorszag) (12. dabra). Ehhez a metszeteket Pannoramic 250 Flash szkennerrel
(3DHISTECH Ltd, Budapest, Magyarorszdag) digitalizaltuk, majd kijel6ltik a tumor stroma
reprezentativ részeit (a), és Pattern Quant modullal megtanitottuk a programnak az
immunsejtek felismerését. Ennek eredményeképpen a program automatikusan

leszdmolta a kijelolt terliletek méretét és az ott taldlhatdé immunsejtek szamat, és

megadta a tumor stromat infiltralé immunsejtek teriiletre vetitett %-os aradnyat (b).

12. abra. A tumor stromaban jelen [év6 mononuklearis sejtek mennyiségének meghatdrozasa
digitalis modszerrel.
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A 179 mintdban lemért stromdlis mononukledris sejtek mennyisége a 13. dbran lathatd
grafikonrdl olvashaté le.
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13. dbra. Az intratumordlis mononukledris sejtek mennyiségének eloszlasa.

Az oszlopokra illesztett eloszlasi gorbe kétcsucsu eloszlast mutat, melynek minimuma 20%
korul mutatkozik. A mérés jol mutatja, hogy a 20%-os cut-off érték tidé ADC-ben is jol
alkalmazhaté, igy ezen hatdrérték alapjan sorolhatjuk a betegeket intenziv (220%), vagy

gyenge (<20%) intratumoralis mononukledris sejtes infiltraciéval bird csoportba.

A digitalis mérésre nem alkalmas tumormintdkon (ahol a HE festés nem volt elég
kontrasztos ahhoz, hogy a program megfelel6en el tudja kiloniteni a sejteket) ezen

paramétert szemikvantitativ modon, fénymikroszkép segitségével hataroztuk meg.
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6.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok
6.4.1. TMA konstrukcio

A TMA-kat TMA Master (3D HISTECH Ltd, Budapest, Magyarorszag) berendezéssel
készitettlik. A reprezentativ tumorterileteket HE festett metszeteken jel6ltiik ki, melynek
segitségével ezen teriletek re-lokalizadlhatéva véltak az FFPE donor blokk mintakon.
A mintdkbdl harom, egyenként 2 milliméter atmér6jl, reprezentativ szovethengert
helyeztiink at a befogadd (recipiens) blokkba. Rendszerint 70 szovethengert tartalmazé
recipiens blokkot hasznaltunk (14. abra). Az orientacié megkdnnyitése céljabdl, tovabba
az immunhisztokémiai vizsgdlatokhoz kontroll szovetként, normal maj, tonsilla, placenta
és vese mintakbdl helyeztiink el 1-1 szovethengert minden TMA blokkban. Az elkészilt

TMA blokkokbdl 4 um vastagsagu metszetek késziltek.

14. dbra. 70 tumormintat tartalmazé TMA recipiens blokk

A TMA rendkivili koltséghatékonysaggal rendelkezik, tovabba alkalmazasaval lehetévé
valik standard reakcidkorilmények (antigén feltards, reagens mennyiség, inkubacids id6

és hémérséklet) alkalmazdsa, ami noveli az IHC reakcidk kiértékelésének pontossagat.

6.4.2.IHC modszerek.

Az eredeti FFPE blokkbol [#10, #11, #13, #18-23] vagy a TMA blokkbodl [#6-8, #14,
#17] 4 um vastagsagu metszetek késziltek, majd adhézids szildnnal bevont felszinl
SuperFrost Ultra Plus targylemezekre helyeztik 6ket (Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig, Germany). A targylemezeket 60°C-on legaldbb 2 6rdn keresztil
melegitettiik, hogy az IHC reakcié el6tt megfelel6 adhéziot érjlink el. Deparaffinaldst
kovet6en az endogén peroxidazok blokkolasdara 30 percig 1%-os hidrogén-peroxid
tartalmu metanolt alkalmaztunk. A hé indukdlta epitép feltardsra (heat-induced epitope
retrieval (HIER)) egyes esetekben 6,1-es pH-val rendelkez6 feltaré oldatban (TRS, Dako,
Glostrup, Denmark) 0,1 M Tris bazis és 0,01 M etilén-diamin-tetraacetat (pH 9,0; T/E)
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keverékét hasznaltuk, mas esetekben 0,01 M citrat puffert (pH 6,0) alkalmaztunk. Egyes
esetekben a metszeteket tartalmazd tdrgylemezeket és az oldatokat 5 literes
rozsdamentes acél kuktaban (Tefal Clipso), 2 percig, teljes nyomdson inkubdltuk. A rutin
vizsgalatokban nem haszndlt antitesteket el6szor kontroll szdveteken optimalizaltuk
kétszeres higitasban, a kordbban leirt feltdrasi korllmények kozott. Az elSkezelt
metszeteket az elsédleges antitesttel vagy szobahémérsékleten 90 percig, vagy pedig
+4°C-on egy éjszakan at inkubdltuk, melyet a polymer-HRP conjugate EnVision+ detektdlo
rendszer (Dako) kovetett, vagy 41°C-on Ventana ES (Ventana Medical Systems Inc.,
Tucson, AZ, USA) automata immundetektdlé rendszert alkalmaztunk 40 percig.
A peroxidaz aktivitdist DAB (3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid) hidrogén-peroxid
kromogén szubsztrat kittel mutattuk ki. A sejtmagokat rendszerint hematoxilinnel
vizualizaltuk, majd a metszeteket glicerin-zselatin segitségével fedtiik le.

Valamennyi esetben alkalmaztunk negativ és pozitiv kontrollt, a negativ kontrollok primer
antitest alkalmazdsa nélkiil végzett reakcidk voltak, mig pozitiv kontrollként az adott
antitest standard pozitiv szovetmintdjat alkalmaztuk. Az IHC reakciok eredményeit
leggyakrabban szemikvantitativ médon, egymdstdél flggetlenil, két patolégus elemezte.
A kiértékelésnél a standard kritériumok mellett figyelembe vettiik a pozitiv sejtek
szazalékos aranyat és a festddés szubcelluldris lokalizacidjat is (15. dbra). A metszetek
digitalizaldsdt Mirax Scan (Gottingen, Germany) segitségével végeztik el, és a

mikroszkdpos képeket is ennek segitségével készitettiik.

MRS e

15. dbra. Immunpozitivitas szubcellularis lokalizaciéja tidérakban.
a: p53 nuklearis pozitivitas tid6 ADC agyi attétében (x200), b: pErbB2 citoplazmatikus pozitivitas
tiidé ADC-ben (x400), c: claudin-1 membrandzus pozitivitas tidé SCC-ben (x400)
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6.4.3. Alkalmazott primer antitestek.

6.4.3.1. A #6 és #7 vizsgdlat sordn alkalmazott primer antitestek

A #6 és #7 vizsgalatban alkalmazott antitesteket és higitdsokat a 3. tdblazat foglalja dssze.

Primer antitest Klén Gyartoé El6kezelés | Higitas

1 | Pan-Cytokeratin Mouse/AE1-AE3 DakoCytomation T/E kit 2x
2 | CK7 Mouse/OV-TL12/30 DakoCytomation T/E kit 2x
3 | Collagen XVl Mouse/6D1 Hazilag készitett T/E 1:100
4 | Collagen XVl Mouse/9G2 Hazilag készitett T/E 1:30

5 | CD44v6 Mouse/VFF-7 NovoCastra T/E 1:50

6 | B-catenin Mouse/17C2 NeoMarkers T/E 1:30

7 | E-cadherin Mouse/36B5 Novocastra Citrat 1:20

8 |EGFR Mouse/EGFR.25 Novocastra T/E 1:100
9 |plé Mouse/6H12 Novocastra T/E 1:30
10 | p27"¥ Mouse/SX53G8 DakoCytomation T/E 1:50
11 | p53 Mouse/PAb240 DakoCytomation T/E 1:50
12 | p53 Mouse/DO-7 DakoCytomation T/E kit 2x
13 | p63 Mouse/4A4 NeoMarkers T/E 1:50
14 | Cyclin D1 Rabbit/ SP4 NeoMarkers T/E 1:100
15 | Cyclin D3 Mouse/DCS-22 DakoCytomation T/E 1:30
16 | Ki-67 Mouse/MIB-1 DakoCytomation T/E kit 2x
17 | Topoisomerase ll-o Mouse/3F6 Novocastra T/E 1:20
18 | Caspase-3 Mouse/3CSP03 NeoMarkers T/E 1:300
19 | Caspase-8 Rabbit/polyclonal NeoMarkers T/E 1:200
20 | Caspase-9 Rabbit/polyclonal NeoMarkers T/E 1:200
21 | CAS Mouse/30F12 Novocastra T/E 1:50
22 |Bax Rabbit/polyclonal Santa Cruz Biothechnology | T/E 1:2000
23 | nm23 Rabbit/polyclonal DakoCytomation Citrat 1:100
24 | Bcl-2 Mouse/124 DakoCytomation T/E kit 2x
25 | Fas-310 Mouse/GM30 Novocastra T/E 1:200
26 | TTF-1 Mouse/SPT24 Novocastra TRS 1:50
27 | Chromogranin-A Rabbit/polyclonal DakoCytomation T/E 1:3000
28 | HBME-1 Mouse/HBME-1 DakoCytomation T/E 1:100
29 | Syndecan-1 Mouse/MI15 DakoCytomation Citrat 1:50

T/E = 0.1 M Tris-HCl : 0.01 M

EDTA, pH 9.0, Citrat = 0.1 M Citric acid-sodium citrate buffer, pH 6.0, TRS = Modified
citrate buffer pH 6.1 (DakoCytomation)

3. tabldzat. Az IHC vizsgdlatok sordn alkalmazott antitestek, el6kezelések és higitdsok
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A #6 és #7 vizsgalat soran az immunreakciok kiértékelésénél fontos cél volt az
immunreakcidk erdsségének osztalyozasa, elemzése és egységessé tétele, valamint a
reakcidk és a mintak jobb differencialhatésaga. Példaul a pan-CK fest6dés a CK7-nél
erésebb reakciét adott, ami indokolta eltér6 pontrendszer alkalmazasat. Az

immunfestédések értékelésére alkalmazott pontrendszereket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

0 1 2 3 Antitestek

1. pontrendszer <2% 2-10% | 11-40% >40% | p53 (N)*, p63 (N)

CK7 (C), BP180 (C), EGFR (CM), p16
(N), cyclin D1 (N), cyclin D3 (N),
topolla (N), caspase-3 (C), caspase-8
2. pontrendszer <5% 5-20% 21-50% >50% (C, pN), caspase-9 (C, N), Bax (C, N),
Bcl-2 (C), FAS-310 (CM), TTF1 (N),
chromogranin A (C), HBME-1 (CM,
C), syndecan-1 (CM, C)

pan-cytokeratin (C), CD44v/6 (CM,
C), B-catenin (CM), E-cadherin (CM),
p27“"* (N), Ki-67 (N), CAS (C, N),
nm23 (C, N)

3. pontrendszer <10% 10-30% | 31-60% >60%

* FestGdési mintdzatok: CM: cell membrane (sejtmembran), C: cytoplasmic (citoplazmatikus), N: nuclear

(nuklearis), pN: perinuclear (perinuklearis)

4. tabldzat. A #6 és #7 vizsgalat sordn az immunfestédések értékelésére alkalmazott
pontrendszerek

A tiid6rakok operalt agyi attéteibdl késziilt TMA-kon elvégzett IHC reakcidk egy részét a
16. abra szemlélteti.

A sejtmembran részleges [-catenin vesztése (A) lathatd nagysejtes tudérak agyi
attétében.

A B-catenin immunfest8dés teljes eltlinése (B), valamint erételjes cyclin D1 expresszié (C)
figyelhet6 meg tiid6 adenocarcinoma agyi attétében.

Cyclin D3 overexpresszié (D), collagen XVII overexpresszié (E), valamint CD44v6
overexpresszio (F) észlelhets tidé laphdamrak agyi attétében.
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3 Cyclin D1

16. dbra. Reprezentativ IHC reakciék TMA szovethengereken a #6 és #7 vizsgalatban szerepld
szoveti biomarkerekkel tidérakok agyi attéteiben (x100, inzert: x200)

6.4.3.2. TTF-1IHC vizsgalata

A #1 vizsgalatban elvégzett TTF-1 IHC reakcié sordn DAKO M3575 monoklonalis
antitestet, 1%-os Vector (H3300) antigén feltaré folyadékot és 1:50-es higitast
alkalmaztunk. A pozitiv tumorsejtek %-os aranyatdl figgéen a daganatokat negativ (<5%),
gyengén pozitiv (5-30%), illetve erGsen pozitiv (>30%) csoportba soroltuk. Az

immunpozitivitas nuklearis volt (17. abra).

17. dbra. Nuklearis immunpozitivitas TTF-1 pozitiv tiidé adenocarcinomaban (x400)
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6.4.3.3. mTOR IHC vizsgdlata

A #8 vizsgalat soran TMA készitést kovetéen IHC vizsgalatokat végeztiink. Antigén
feltarasra valamennyi reakcidnadl citrat puffert (pH 6,0) és kuktat haszndltunk. A primer
antitestek az aldbbiak voltak: anti-phospho-mTOR (#2976 klén; Cell Signaling, Danvers,
MA, USA), anti-phospho-S6 (#2211 klén; Cell Signaling, Danvers, MA, USA) és anti-Rictor
(#A500-002A klon; Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA). Az els6 két antitestnél a
higitds 1:100 volt és el6hivoként Novolink (Novocastra, Wetzlar, Germany) detekcids
rendszert alkalmaztunk, mig a harmadik esetében a higitas 1:1000 volt, az el6hivast pedig
Vectastain Elite Universal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) detektald kittel

végeztik.

6.4.3.4. ERCC1 IHC vizsgalata

A #21 és a #22 vizsgalat sordn az ERCC1 immunhisztokémiai reakciét a standard
avidin-biotin-peroxiddz komplex médszerrel végeztiik el. Citrattal végzett antigén feltarast
kovetéen primer antitestként egér 8F1 kldn monoklondlis ERCC1 antitestet (Abcam,
Cambridge, UK) alkalmaztunk 1:50-es higitasban. Az immunpozitivitds nuklearis volt, a

tumorokat 25%-0s immunpozitiv sejt gyakorisag esetén tekintettiik pozitivnak.

6.4.3.5. PD-1 és PD-L1 IHC vizsgalata.

A #18, #19 és #20 tanulmanyok soran a PD-1/PD-L1 IHC vizsgalatokat a TMA blokkok
4 pm vastagsagu metszetein végeztiink el az elGirdsoknak megfelel6 |épéseket kovetve
Leica Bond-Max automataval (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). A deparaffinalast és a
szovetek fixalasat kovetGen antigén feltaras és a peroxiddz blokkolas tortént. A primer
antitestekkel 30 perces inkubaldst végeztiink szobahén, majd a szekunder antitest kerdlt a
metszetekre. A PD-L1 festéshez SP142-es klont (higitds 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 kittel
(DS9800, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) hivtuk el6, a sejtmagokat hematoxilinnel

festettik.
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Az elkészilt metszeteken a tumorsejtek PD-L1 pozitivitasat, valamint az immunsejtek
PD-L1 és PD-1 pozitivitdsat vizsgdltuk. Az immunsejtek vizsgalatakor a lymphocytakat, a
plazmasejteket és macrophagokat is figyelembe vettiik. A pozitiv sejtek szazalékos
mennyiségét szemikvantitativ médon hataroztuk meg. A tumorsejtek esetén 1%, 5% és
50%-0s hatarértékeket, mig az immunsejteknél 1%, 5% és 10%-os hatarértékeket
alkalmaztunk (18. abra). A hatarértékeket a klinikai és kisérletes tanulmdanyokban

125128 Az igy kapott adatokbdl

alkalmazott hatarértékek alapjdn hataroztuk meg
létrehoztunk egy kombinalt értéket a POPLAR tanulmanyt kévetve'?. Ennek megfelelGen
a tumor- és immunsejtek PD-L1 expresszidja alapjan négy csoportba soroltuk az eseteket:
,hem expresszald”, ,alacsonyan expresszald”, ,kozepesen expresszald” és ,magasan

expresszald” (5. tablazat).
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18. dbra. A PD-L1 és PD-1 fehérje expresszié tid6 adenocarcinomaban. PD-L1 expresszid
tumorsejtekben (a=<1%, b=>5%, c=>50%), PD-L1 expresszié immunsejtekben (d=<1%, e=>5%,
f=>10%), és PD-1 expresszié immunsejtekben (g=<1%, h>5%, i>10%) (x200)
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PD-L1 tumorsejtek (TC) PD-L1 immunsejtek (IC)

Erték Pozitiv sejtek ardnya Erték Pozitiv sejtek aranya

TC3 >50% IC3 210%
TC2 >5% és <50% IC2 >5% és <10%
TC1 21% és <5% IC1 21% és <5%
TCO <1% ICO <1%

Kombinalt értékek

TC3vagylIC3 magasan expresszalo
TC2/3vagylC2/3 ko6zepesen expresszald
TC1/2/3 vagyIC1/2/3 alacsonyan expresszalé
TCOéslICO nem expresszalé

TC: tumorsejt; IC: immunsejt; PD-L1: programozott sejthalal ligand-1

5. tabldzat. A POPLAR tanulmany alapjdn a PD-L1 expresszid meghatarozasahoz létrehozott
kombinalt értékek

6.4.3.6. Claudin fehérjék IHC vizsgdlata.

Az FFPE szovettani blokkokbdl 4 um-es metszeteket készitettlink. Deparaffinalast
kovet6en az endogén peroxidaz blokkolds 1%-os H,0,-methanol oldatban tortént 30
percen at, 37°C fokon. Az antigén feltarast mikrohullamu siutében végeztiik. Claudin-1
és -3 esetében két kiilonb6z6 feltdré oldatot alkalmaztunk: 1% Vector [H3300] Antigen
Retrieval Solution (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) mikrohulldmu sitében [800
W, 20 perc], valamint Dako Antigen Retrieval Solution (Dako, Glostrup, Denmark)
mikrohulldmu sitében [800 W, 40 perc]. Claudin-2, -4 és -7 esetében a Vector Antigen
Retrieval Solution-t hasznaltuk mikrohulldmu sit6ben 800 W-on, 20 percen at. A
metszeteket ezt kdvetSen 1 oran at inkubaltuk claudin-1, -2, -3, -4 és -7 fehérje elleni
primer antitestekkel (Zymed, San Francisco, CA, USA), 1:100 higitasban, szobahdn.
A claudin-2 és -4 egér monoklonalis antitestek, mig a claudin-1, -3 és -7 nyul poliklonadlis
antitestek voltak. Negativ kontrollként primer antitestet nem tartalmazo higité oldatot,
vagy megfelel6 izotipusl 1gG szérumot alkalmaztunk. Az antigén-antitest komplexet
Streptavidin—HRP detection system (Dako LSAB2, K0675) detekcidés rendszerrel

vizualizaltuk, majd el6hivoként 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) volt a
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kromogén. A metszeteket Mayer’'s hemalaun-nal festettiik, dehidraltuk, majd
fed6lemezzel Iattuk el.

A reakcidk értékelése az immunpozitiv sejtek aranyatol fliggéen tortént: 0: <5%, 1: 5-20%,
2: 21-40%, 3: 41-60%, 4: 61-80%, 5: 81-100%. A daganatsejtek immunpozitivitdsdnak
intenzitasa csak minimalisan valtozott az egyes tumorok k6zott, ezért erre a paraméterre
a kiértékelés soran nem tértiink ki. Tekintettel arra, hogy a normal horgéhamsejtek
valamennyi vizsgalt claudin fehérjét expresszaltak, ez kivalé belsé kontrollt biztositott a
kiértékeléshez. Mig a claudin-1, -3, -4 és -7 membrandzus fest6dést mutatott, addig a
claudin-2 esetében finoman granulalt citoplazmatikus fest6dés volt megfigyelhet6 (19.

abra).

19. dbra. Claudin expresszié normal horgéhamsejtekben (a: claudin-2, b: claudin-7, x400)

6.5. mRNS vizsgalat claudin fehérjék esetében

A claudin IHC-k szempontjabdl reprezentativ tumormintadkon mRNS meghatarozast
is végeztlink. Ennek soran 5 ADC, 8 SCC, 4 SCLC és 5 carcinoid szovetmintat, valamint
9 tumormentes tlid6szovetet tanulmdanyoztunk.

Az RNS-t az FFPE szovetekbdl a High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Indianapolis, Indiana,
USA) segitségével izolaltuk. A mintdk méretétél figgben 2-8 db, 5 um vastag metszeteket
készitettiink. A daganatos terliletek mikrodisszekdaltuk. Kontrollként ép tiddszovetet
alkalmaztunk. Minden minta 16 6rdas proteindz-K emésztésen esett at. Az izoldlas minden

lépése a gyartd utasitdsai szerint tortént. A teljes RNS izoldlast kovetéen a mintakat
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-80°C-on taroltuk felhasznalasig. A teljes RNS integritasat a kordbban leirtak szerint
ellendriztuk™°. A reverz traszkripcié el6tt a teljes RNS-t DN&z kezelésnek vetettik ald. A
teljes RNS (500 ng) reverz transzkripcidja a kovetkez6k szerint zajlott: 50 perc, 42°C-on, 30
pl-ben, Mulv reverz transzkriptazzal (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) és RNaz
inhibitorral (Applied Biosystems), random hexamer primereket (Applied Biosystems)
haszndlva. A valdsidejl (real time) PCR-t 2 ug cDNS-sel, 25 ul végtérfogatban végeztiik az
ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) alkalmazasaval. Minden
reakci6 25 upl SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, 1708851)

reakcidelegyben zajlott. Az alkalmazott primereket a 6. tablazat foglalja 6ssze.

ttcgtacctggcattgactgg gcgegatatttcttcttgeag GI4559277
acctgctaccgccactctgt ctccctggectgeattatcte GI19966780
ctgctctgcetgetegtgtec ttagacgtagtccttgeggtcgtag GI121536298
ggctgctttgctgcaactgtc gagccgtggcaccttacacg GI14790131
catcgtggcaggtcttgcc gatggcagggccaaactcatac GI24496764
gaaggtgaaggtcggagt gaagatggtgatgggatttc GI17669491
cctggcacccagcacaat gggccggactcgtcatac GI115928802
gcaccacgtccaatgacat gtgcggctgcttccataa G114589948

6. tabldzat. A claudin real-time PCR vizsgalat soran alkalmazott primerek

A valésideji PCR-ekbdl két parhuzamos reakciot futtattunk 96-lyukd plate-ekben az
aldbbiak szerint: kezdeti denaturdcié 2 percig, 95°C-on, majd 40 ciklus denaturacié (95°C,
20 masodperc), anellacié (63°C, 30 masodperc) és extenzid (72°C, 1 perc).

Az adatok elemzését a REST software-rel (expression software tool,
www.wzw.tum.de/genequantification) végeztik, referenciagénként pedig a GAPDH és

B-actin atlagat hasznaltuk.
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6.6. EGFR statusz meghatarozas
6.6.1.EGFR mutadcio analizis

DNS kivonds FFPE anyagbdl. A #11 vizsgalat soran a paraffinos blokkbdl késziilt
3-5 db 5 um-es metszetet 100%-os etanollal mostuk, szaritottuk, majd 5 mg/ml-es
proteindz-K (Sigma-Aldrich) oldattal 50°C-on, 16 6ran keresztll emésztettiik. A fehérjét
3,3 M-0s ammodnium-acetdt oldattal kicsaptuk, a felliliszét 1ml -20°C-os izopropanollal és
1 ml -20°C-0s 70%-os etanollal mostuk, a pelletképzédést 5 ul glikogén hozzaaddsaval
segitve. Szaritast kovetben, a pelletben [évé DNS-t 50ul desztillalt vizben oldottuk.
DNS kivonds citoldgiai kenetekbdl. A fedSlemezt 40 6ras xilolos dztatdssal eltavolitottuk. A
kenetre 200 pl 5mg/ml-es proteinaz-K oldatot pipettaztunk, steril sebészi pengével a
kenet sejtjeit a folyadékba kapartuk, majd az emésztSoldattal egyiitt 1,5 ml-es Eppendorf-
cs6be pipettaztuk. Az 50°C-on, 16 6rdn keresztll tartdé emésztést kovetben az eljards
megegyezett az FFPE anyagoknal leirtakkal.
Nested PCR (polimerdz-ldncreakcid). Az EGFR gén 18-as, 19-es és 21-es exonjait
tartalmazd DNS szakaszokat kétlépcsés — ,,nested” — PCR-rel amplifikaltuk. A 25 ul-es PCR
oldat 1x-es PCR puffert, 0,2 mM-os dNTP-t, 1,5 mM MgCI2-t, 0,5U PlatinumTaq
polimerazt (Invitrogen) és 0,4 uM forward és reverse primert tartalmazott. Az alkalmazott

primereket a 7. tablazat foglalja 6ssze.

Név 5'_3'szekvencia

18externalF* CAAGTGCCGTGTCCTGGCACCCAAGC
18externalR* CCAAACACTCAGTGAAACAAAGAG
18nestedF GCCATGTCTGGCACTGCTTT
18nestedR AGTAGATGATGGAAATATACAGCTTGC
19externalF CTGGTAACATCCACCCAGATCACTG
19externalR GAGATGAGCAGGGTCTAGAGCAGAG
19nestedF CAGATCACTGGGCAGCATGTGG
19nestedR CTAGAGCAGAGCAGCTGCCAGACAT
21externalF CTGAATTCGGATGCAGAGCTTCTT
21externalR CATCCTCCCCTGCATGTGTTAAA
21nestedF GATGCAGAGCTTCTTCCCATGAT
21nestedR GCATGTGTTAAACAATACAGCTAGTGG
19mF ATCCCAGAAGGTGAGAAAGATAAAATTC

7. tabldzat. A nested és a mutacid-dusité PCR sordn hasznalt primerek. A *-gal jelolt primerek

megegyeznek a Lynch és mtsai altal hasznaltakkal”®. A tobbi primer sajat tervezés.
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A PCR futtatdsa soran touch-down protokollt alkalmaztunk: 1 ciklus: 95°C 2 percig; 10
ciklus: 94°C 30 masodpercig, 62°C — ciklusonként 1°C-kal csokkentve — 30 masodpercig,
72°C 45 madsodpercig, 30 ciklus: 94°C 30 masodpercig, 52°C 30 mdsodpercig, 72°C 45
masodpercig; majd befejezésként 1 ciklus: 72°C 10 percig. A PCR termék mennyiségét
1,5%-0s agardz-gélben torténd futtatassal ellendriztlik. Elégtelen mennyiség esetén az
els6 PCR 1 pl-jén egy masodik PCR-t végeztiink, a DNS-szakaszon beljebb 1évé
primerekkel. A kontaminacio elkerllését pdarhuzamos vizkontroll alkalmazasaval
ellendriztik.

Mutdcid-dusito PCR. Az alacsony aranyban el6fordulé mutans allélek dusitasara a
mutacio-dusitd6 PCR technika Asano és mtsai altal leirt, modositott valtozatat
alkalmaztuk®'. A tébblépcsGs PCR modszer lényege, hogy a vad tipust génszakaszt — a
mutdcio lehetséges el6fordulasi helyén, a hot spot-ndl — szelektiven hasitjuk.

A 19-es exon PCR termékét a 19mF (forward) és a 19nestedR primerrel PCR reakcidval
reamplifikaltuk. A 19mF primer a TTAA_ATAA mutagenezissel megszlintette az egyik
olyan restrikcios hasitasi helyet, melyet a 19 exon deléciéi nem érintenek. 1ul PCR
terméket 1 IU Msel restrikciés enzimmel hasitunk 37°C-on, 4 éran keresztil, 5 pl-es
reakcié-térfogatban. Az enzim a vad tipusu, 2239-2242. poziciéban lév6é — a L747-R748
aminosavak kdédolasaban résztvevd — TTAA szekvenciat hasitja, amelyet szinte minden
19-es exon delécié eltlintet. A hasitasi terméket Montage® PCR Centrifugal Filter
Device-szal (Millipore) szlrtiik, majd a 19mF és a 19nestedR primerekkel ujabb PCR
reakcidval amplifikaltuk. Pozitiv kontrollként a H1650 (19-es exon deléciét tartalmazd) és
a H358 (vad tipusi EGFR-t tartalmazd) sejtkultirak 3/97 aranyu elegyét hasznaltuk,
a mintadkkal parhuzamosan kezelve.

A 21-es exon PCR termékének 1 pl-jét 1 IU Mscl restrikciés enzimmel, 37°C-on, 4 6ran
keresztlil, 5 pl-es reakcié-térfogatban hasitottuk. Az enzim a vad tipusit TGGCCA
szekvenciat hasitja, melyet az T2573G>L858R mutdci6 GGGCCA-va alakit. A hasitasi
terméket Montage® PCR Centrifugal Filter Device-szal sz(lirtik, majd a 21nestedF és
21nestedR primerekkel — Gjabb PCR reakcidban — amplifikadltuk. Pozitiv kontrollként a
H1975 (a T790M mellett L858R mutacidt is tartalmazd) és a H358 sejtkulturdk 3/97
aranyu elegyét haszndltuk, a mintakkal parhuzamosan kezelve. A kontamindcio

elkeriilését mindkét eljaras esetében parhuzamos vizkontroll alkalmazasaval zartuk ki.
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Szekvendlds. A PCR termék szekvenalhatdsagat gélfuttatassal ellendriztik. A megfelel6
PCR terméket Montage® PCR Centrifugal Filter Device-szal sz(irtiik. BigDye Terminator
v3.1 Sequencing Kittel (Applied Biosystems, Foster City, CA) végzett Sanger-reakciot
kdvetden a terméket DyeEx 2.0 Spin Kittel (Qiagen) tisztitottuk. Formamidos elegyitést és
denaturdlast kovetéen az elektroforézist ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) késziiléken végeztiik, 61 cm-es kapillarist és POP-6 polimert alkalmazva. A 19-
es exon mutacié-dusité PCR termékét leszamitva, minden PCR terméket két irdnybdl, a
nested primerekkel szekvenaltunk. 19-es exon mutdcié-dusité PCR termékét, mivel a
19mF primerhez a deléciés hot spot tul kozel van, csak egy iranybdl, a 19nestedR
primerrel szekvendltuk. A vad tipustdl eltér6, fenotipust érint6, szekvenciavaridcidkat csak
ismételt PCR reakcidt és kétirdnyu szekvendlast kovets, Ujbdli megjelenés utan fogadtuk
el mutacidnak. Két ellentétes eredményl reakciét kovetGen, a 3. reakcié eredménye
dontott. A 19-es exon mutdcid-dusité PCR-e soran észlelt mutdcidt kovetéen a DNS

izolalas utani teljes procedurat megismételtiik.

6.6.2.EGFR FISH (fluorescence in situ hybridization)

A #10 esettanulmanyban és a #11 vizsgdlatban a tumorsejtek EGFR génjének
képiaszamat FISH vizsgalattal, LS| EGFR SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen Vysis
EGFR prébdval (Abbott Laboratories, Des Plaines, IL, USA) hataroztuk meg. A vorés szin
jeloli az EGFR gént, a z6ld szin a 7-es kromoszéma centromérajat. A magokat DAPI (kék
szin) hattérfestéssel jeloltik. A hibridizacidig a metszeteket Discovery Automatic
Hybridizator (Ventana, Tucson, AZ, USA) automatdval vagy manualisan Tissue Conversion
Kittel (Qbiogene) kezeltlik. Utébbira akkor kerlilt sor, ha az automataval torténd
el6kezelést kovetGen a jelerGsség és/vagy a minta allapota nem volt megfeleld, és ezért a
vizsgdlat megismétlésére volt szikség. Az ismétlések sordn a manualis procedura
standardnak mondhatd, 45 perces emésztési idejét csokkentettik vagy noveltiik az elsé
vizsgdlatot kovetben latott mikroszkopos kép alapjan (alul- vagy tulemésztettség).
A 16 ¢6ras hibridizaciot koévet6en a minta utdkezelését minden esetben a Tissue
Conversion Kittel végeztik. A kiértékelést a Capuzzo és mtsai altal leirt kritériumrendszer
alapjan végeztUkm. FISH pozitivnak nyilvanitottuk a mintat, ha az magas poliszomas

(a tumorsejtek >40%-a tartalmazott >4 génkdpiat) vagy génamplifikdlt volt (a tumoros
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sejtek EGFR/17-es kromoszéma aranya =2, vagy =15 EGFR génkdpia/sejt a vizsgalt sejtek
>10%-dban). Az alkalmazott préba és a kiértékelés moddja egyarant megegyezett a
gefitinib fazis Il (S0126) és fazis Il (ISEL), valamint az erlotinib fazis 1l (BR.21)

vizsgalataiban hasznalt FISH analizissel***'%.

6.6.3.EGFR immunhisztokémia (IHC)

Az EGFR fehérje expresszidjat — hematoxilin hattérfestés mellett — leggyakrabban a
Dako cég EGFR pharmeT'vI kit-jével vizsgaltuk és egér monoklondlis anti-human EGFR
(EGFR-EC, klén 2-18C9) primer antitestet hasznaltunk. A #11 vizsgalatban a mintat IHC
pozitivnak mindsitettik, ha a daganatos sejtek tobb mint 10%-a mutatott
membranfestédést, hasonloképpen a BR.21 és az ISEL klinikai vizsgalatokhoz'****.
A #11 és #17 vizsgdlatokban a pontosabb EGFR statusz megadllapitast lehetévé tévé
szemikvantitativ IHC pontszdmot is meghataroztuk a Capuzzo és mtsai altal leirtakhoz
hasonléan: meghatdroztuk a membranfestédés intenzitdsat (0, 1+, 2+ = a kit
kontrollmetszetének fest6dési intenzitasaval megegyezd, 3+) és az immunpozitiv sejtek
szazalékos gyakorisagat (0%—100%). A két érték szorzata (Hirsch score, H-score) alapjan
kategorizaltuk a mintakat (0-300)"°.

A #13 vizsgalatban célunk volt annak vizsgalata, hogy az IHC vizsgalat egyes |épéseinek
modositasa milyen hatassal van az IHC reakcidra. Ennek érdekében az antigén feltarast
nemcsak a gyartd altal javasolt médon (100 pl 0,1% proteindz-K 0,015 mol/L natrium-
azidot tartalmazé TRIS-HCI pufferben, 5 percen at szobahén, majd 3+2 perc mosas
desztillalt vizben) végeztik el, hanem megtortént a metszetek pH 6,0-os citrat oldatban
torténd inkubalasa is 3x5 percen at, mikrohullamu sitében, 750 Watton. Hasonléképpen,
modositottuk az inkubaciods id6t is, igy a primer antitesttel (egér monoklonalis anti-human
EGFR antitest; klén 2-18C9) valdé inkubalast a standard mod (szobahd6n, 30 percen at)
mellett elvégeztiik +4°C-on, egy teljes éjszakan at is.

A #14 vizsgalatban az EGFR expresszido mellett meghataroztuk a foszforildlt EGFR fehérje
(PEGFR) epressziojat is. Ennek soran nyudl monoklonalis 1gG primer antitesteket (pY1173,

Epitomics, Burligame, CA; pY1086, Zymed, Vienna, Austria) alkalmaztunk 1:50-es

higitasban.
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A #17-es vizsgalatban ismerten KRAS mutdns tidé adenocarcinomakban tanulmanyoztuk
az EGFR-nek és a pEGFR-nek, tovabba az ErbB2 proteinnek és annak foszforildlt alakjanak,
a pErbB2-nek az expressziojat. TMA készitést kdovetden az IHC vizsgalatokat a standard
avidin-biotin-peroxiddz maddszerrel végeztilk. A primer antitestek és a higitasok az
aldbbiak voltak: EGFR: 1:100 (Invitrogen, #28-0005), pEGFR: Tyr1086, 1:100 (Thermo,
#369700), ErbB2: 1:600 (Dako, #A0485) és pErbB2: Tyr1221/1222, 1:300 (Cell Signaling,
#2243).

A kiértékelés H-score alapjan tortént. Az EGFR és a pEGFR, valamint az ErbB2 és a pErbB2

immunpozitivitas reprezentativ képeit a 20. dbran mutatjuk be.

20. dbra. EGFR és ErbB2 protein expresszio vizsgalata tid6 adenocarcinoma mintakban
(a: EGFR, x200, b: pEGFR, x200, c: ErbB2, x400, d: pErbB2, x400)
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6.7. KRAS mutacié meghatarozas

A #15, #16 és #17 vizsgalatokban az FFPE blokkokbdl késziilt HE festett metszeteken
meghataroztuk a tumorban gazdag mikroszkopikus terileteket, majd ezek
makrodisszekcidja tértént. A DNS-t a MasterPuree’™ DNA Purification Kit (Epicentre
Biotechnologies, WI) segitségével izolaltuk, a gyarté hasznalati utasitdsainak megfelelGen.
A KRAS mutdacidkat mikrofluidika alapu restrikcids fragmentum kimutaté rendszer
segitségével szdrtik ki, amely esetében a minimalisan sziikséges mutans tumorsejt-arany
5%. A sense primer egy mismatch primer volt, és a PCR terméke a vad tipusu KRAS gén
esetében tartalmazta a BstNI vagy a Bgll enzimek altal felismert restrikcidés helyeket. A
DNS amplifikaciot az AmpliTag Gold (Applied Biosystems Inc., CA) készlettel végeztiik, a
primer pdarok pedig a kovetkez6ek voltak: KRAS 12-es kodon: 50-
GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-30 és 50-GGTCCTGCACCAGTAATA TG-30; és 13-as
kodon: 50-GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGA CCT-30 és 50-GGTCCTGCACCAGTAAT ATG-30.
A reakcié mix 6sszetétele reakcidonként a kdvetkezd volt: 2,5 pl 10 PCR puffer + Mg?*, 200
UM minden dNTP-bél, 1,00 pM/primer, 0,8 U AmpliTaq Gold DNS polimeraz. A reakcidk
mindkét esetben az aldbbiak szerint zajlottak: 38 ciklus; denaturacié 95°C-on, 1 percig;
primer anelldci6 55°C-on, 1 percig; elongaci6 72°C-on, 5 percig. A felamplifikalt
termékeket restrikciés endonukledzokkal emésztettiik: 80U BstNI-vel (New England
BiolLabs, MA) a 12-es kodon esetében, 60°C-on és 80U Bgll-vel a 13-as kodonnal, 37°C-on;
az emésztés mindkét esetben 4 éra alatt, 30 ul térfogatban tortént. Az emésztett PCR
termékeket mikrofluidika alapu Experion gélelektroforézis rendszerrel (Experione DNA 1 K
Analysis Kit; Bio-Rad Laboratories, CA) vizsgaltuk. Meghataroztuk a mutans és a vad tipusu
savok denzitasanak ardnyait, és — az érzékenységi hatarnak megfeleléen — azokat a
mintakat, amik 5% feletti nem vad tipusi savot tartalmaztak, mutacido pozitivnak
nyilvanitottuk. A mutans mintakban taldlhaté bazispar cseréket az ABI3130 Genetic
Analyzer System (Life Technologies, Carlsbad, CA) segitségével, a BigDye® Terminator

v1.1 Kittel ellenériztiik és hataroztuk meg.
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6.8. Teljes genom szekvenalas (whole genome sequencing = WGS)

A #9 vizsgdlatban a mutacids folyamatok elemzéséhez frissen lefagyasztott vér- és
boncoldsi tumormintakat hasznaltunk, melyekb6l a genomialis DNS-t High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) segitségével vontuk ki. Ezen mintdk teljes genom
szekvenaldsat lllumina HiSeq X Ten (Edinburgh, Genomics) késziléken végeztiik, 60-80-
szoros lefedettséggel, 150 bdzisparos pdrositott végl szakaszokon. A szekvencidkat a
GRCh38/hg38 referencia genomra illesztettik a Burrows-Wheeler illesztési algoritmus
segitségével®®. Az indelek Ujraillesztése a Genome analysis Toolkit (GATK 3.4. verzid)
segitségével tortént meg™’.

A szubklonalis mutacidk kiemelt fontossaga miatt egy pontositott eljarast fejlesztettiink ki
az oligometasztatikus tumorok mutdcidinak keresésére. Kiindulépontnak a GATK MuTect
programot hasznaltuk®®, melynek eredményeit az 6sszes kdz6s eredetl primer, illetve
attét mintara vonatkozdan egyesitettiik. A mutaciés adatokat a tumormintak kozos
eredetét kihaszndlva pontositottuk. Az igy kapott, szlrt mutacids adatokbdl Venn
diagramot készitettiink az egyes variansok kilonb6z6 mintdkban valé el6fordulasa
alapjan, majd ebbdl kiindulva tumor filogenetikai fat szerkesztettilink.

Tobbféle onkoterapias kezelés (cisplatin, gefitinib, afatinib) nyomat kerestiik a genomban.
A pontmutacidk kontextusat is tartalmazé mutacids spektrumokat a COSMIC (Catalogue
of Somatic Mutations in Cancer) adatbazis alapjan elemeztik™®, és bontottuk fel az ott
publikalt mutdcids spektrumokra a deconstructSigs R programcsomag segitségével14°.
A kezelés hatdsara torténd valtozasok specifikus felismerését a TCGA (The Cancer Genome
Atlas) adatai alapjan, kezeletlen dohanyzé és nemdohdnyzdé pdciensek adatainak
elemzésével igazoltuk. Az attétek keletkezésének idejét az egyes — kezelés dltal okozott —
variansok kiilénb6z6 mintakban meghatdrozott allélfrekvencidja alapjan becsiltik meg. A

141 7 )
k! és a ,patogén” vagy

mutdcidkat az InterVar program segitségével annotaltu
slehetséges, hogy patogén” kategéridkba tartozd mutacidkat vizsgdltuk. A ,driver”
mutdcidkat tartalmazd gének kdépiaszamat a lefedettség feltérképezésével allapitottuk
meg. Az EGFR gén amplifikdcidjat eredményez6 szerkezeti variansokat (kromoszéma
transzlokacio, intrakromoszomalis transzlokacid, hosszu delécid) a CREST (Clipping REveals

142 A mutadns EGFR gén kopiaszamat

STructure) algoritmus segitségével hataroztuk meg
amplifikdlt régidoban taldlhaté heterozigéta polimorfizmusok és mutdciok allélfrekvenciai
alapjan becsiltik meg. Ehhez a tumortartalmat a TP53 gén heterozigdta allapotvesztéses

régidjaban talalhato polimorfizmusok allélfrekvencidja alapjan becsiltiik meg.
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6.9. Statisztikai probak

A legtobb vizsgdlat esetében az adatok kiértékeléséhez SPSS 17.0 programot (SPSS
Inc., Chicago, Ill, USA), GraphPad Prism 5 szoftvert (GraphPad Softwar Inc., San Diego,
USA), illetve az R és python programnyelvek statisztikai csomagjait hasznaltuk.
A kategorikus valtozokat x* prébaval, illetve 2x2-es kontingencia tablazatok segitségével
Fisher egzakt teszttel hasonlitottuk 6ssze. Odds ratio-t (OR) is 2x2 kontingencia tablazatok
segitségével szamoltunk. A folytonos valtozdokat normalis eloszlas esetén ANOVA (analysis
of variance) vizsgdlattal elemeztiik, post hoc tesztként Scheffe mddszert alkalmaztunk.
A normalitast Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztiik. Nemparametrikus valtozok
esetén 2 kategorids dsszehasonlitdsnal Mann-Whitney U tesztet, tobb kategdéria esetén
Kruskal-Wallis prébat alkalmaztunk. Wilcoxon tesztet azon esetekben haszndltunk, ahol
parositott valtozékat hasonlitottunk 6ssze (példaul a primer tumor és az agyi metasztazis
azonos immunhisztokémiai markerét). A korrelaciés analizis soran a Spearman-féle
korreldcids egyltthatét hatdroztuk meg.
Amennyiben a vizsgdlt betegcsoporton sziikség volt tobbszordos 0Osszehasonlitdsok
elvégzésére is, statisztikailag szignifikdnsnak végul csak azokat az eredményeket tiintettlik
fel, melyek a tébbsz6rds dsszehasonlitasra vonatkozd korrekcié alkalmazdasat kovetben is
szignifikdnsak maradtak. Az igy kapott p értékeket p*-ként jel6ltik.
A tulélés elemzéséhez egyvaltozds modellben Kaplan-Meier gorbéket hoztunk létre, a
statisztikai kilonbséget log-rank médszerrel ellendriztiik. Multivaridans analizishez Cox
hazard modellt haszndltunk. A vizsgalat elvégzéséhez kivalasztottuk a valtozdékat, melyek
feltételezhet6en a legnagyobb mértékben befolydsoltak a tulélést, ezért minden valtozén
elvégeztiik az univaridns vizsgdlatot, mely ebben az esetben a Kaplan-Meier gorbe
felrajzoldsat és a log-rank szamitds elvégzését jelentette. Folytonos valtozok esetén
kategorikus, 2 elemet tartalmazo valtozdkat hoztunk létre az irodalomban leggyakrabban
hasznalt cut-off értékek alapjan. Az 0Osszefliggéseket minden esetben csak akkor
tekintettlik statisztikailag szignifikansnak, ha a p<0,05 volt.
A #19 vizsgalat soran 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 f6), (2) a primer tumor mutéti kezelése és multiplex agyi attét (25
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f6), (3) nem operalt primer tumor és szoliter agyi attét (90 f6), (4) nem operdlt primer

III

tumor és multiplex agyi attét (42 f6). A modellszelekcioé a ,survival” R csomag segitségével
tortént. A tobbvdltozés modellbe foglalt valtozdk kivalasztdsdhoz els6ként az adott
valtozé értéke szerint definidlt betegcsoportokra a Kaplan-Meier mddszerrel
meghataroztuk az SKM(t) tulélési gorbéket, majd ezeket log-rank teszttel vetettiik 6ssze.
Az ardnyos kockdzat fennalldsanak teszteléséhez minden valtozd esetén manuadlisan
vizsgaltuk meg a tulélési gorbék —log(-log(SKM(t))) transzformdltjat. Azokban az
esetekben, amikor 6tnél kevesebb vdltozdra teljeslilt az aranyos kockazat fenndllasa, az
adott betegcsoportra nem illesztettlink tobbvaltozés modellt. A modellszelekciét Collett
altalanos Utmutatasa alapjan a kovetkez6é médon végeztik: kezdetben a valtozdk azon
halmazaéra illesztettiik a tobbvaltozds Cox-regressziés modellt, melyekre egyarant teljesilt
az aranyos kockazat fennallasa és a log-rank teszt p-értéke nem haladta meg a 0,25-6t'*.
Azon valtozék kozll, melyek hasonld mennyiségeket jellemeznek (példaul a PD-1
expresszido pozitiv immunsejteket leird kiilonb6z6 kiszobértékek), azt az egyet
valasztottuk a tobbvaltozés modellbe, melynél a log-rank p-érték a legkisebb volt és
teljestlt az aranyos kockazat fennallasa. Az igy illesztett kezdeti modellt tovabb
finomitottuk a legkevésbé szignifikans hatdsu valtozdk fokozatos kizarasaval, mialatt az
AIC (Akaike information criterion) értékét nem engedtiik |épésenként tobb mint 10%-kal
novekedni. Véglil azokat a valtozékat, amelyeknek a log-rank teszt eredménye alapjan
nem volt szignifikdns hatdsa (de teljesilt rd az ardnyos kockazat fennallasa), egyesével
hozzdvettilk a Cox-modellhez, és megtartottuk azokat, amelyek az AIC értékét
csokkentették.

A #6 vizsgalatban klaszter analizist végeztiink. Az immunfestés alapjan meghatarozott
értékeket a betegekrél elérhet6 Osszes adattal egyiltt egy hagyomanyos MS-Excel

1 , , , R ,
4 A mért értékeket binarissa

munkafiizetbe jegyeztiik le Liu et al. Utmutatdsa alapjan
alakitottuk (a negativ vs. pozitiv kategéridkat a 0 vs. 1-3, vagy a 0-1 vs. 2-3 felosztassal
meghatdrozva) és a Pearson-féle x2, illetve a Fisher egzakt tesztekkel elemeztiik.
Statisztikailag szignifikdnsnak azokat az eredményeket tekintettiik, melyeknél a p-érték
nem haladta meg a 0,05-6t. A kilonféle biomarkerek expresszidjat a 3 NSCLC csoport

kozott minden lehetséges paronkénti 6sszehasonlitassal korreldltattuk.
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A biomarkerek expresszidja és a betegek tulélésére vonatkozéd adatok kozti esetleges
Osszefliggést a Kaplan-Meier gorbék meghatdrozasdval és a rajtuk végzett log-rank
teszttel vizsgaltuk. Az immunfestéssel meghatarozott expresszids értékeket emellett
atalakitottuk egy olyan alakra, melyet a Deconvoluter szofter fel tud dolgozni
klaszteranalizisre. Felligyelet nélkili hierarchikus klaszterezéssel, a Cluster szoftver
segitségével létrehoztuk a betegek leszarmazasi fajat az alapjan, hogy milyen expresszids
profil volt ndluk megfigyelhetS. A korrelacidkat Treeview heat-map-en dbrazoltuk, ahol a
paciensek kozti tavolsag, tehat a dendogram vizszintes againak a hossza forditottan

aranyos az expresszios profilok kdzti hasonldsaggal.

6.10. Etikai engedélyek

Az archivalt szovettani blokkok felhasznalasahoz az alabbi etikai engedélyekkel
rendelkeztiink: ,TidSétumorok prognosztikai és prediktiv faktorainak vizsgdlata” (ETT-
TUKEB, 510/2013, 52614-4-213/EKU), ,Tidétumorok prognosztikai és prediktiv
faktorainak vizsgdlata fiatal betegekben, vagy csalddi halmozddds esetén” (ETT-TUKEB,
7214-1/2016/EKU), , Tud6tumorok prognosztikai és prediktiv faktorainak vizsgalata” ETT-
TUKEB 23636-2/2018, 23636/10/2018/EUIG) és ,Agyi dttétek genomikai elemzése,
klondlis eredet, szervi specificitds vizsgdlata” (ETT-TUKEB 86/2015).
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7. EREDMENYEK

7.1. Differencidldiagnosztikai és prognosztikai markerek vizsgalata

tidorakban

A

7.1.1. TTF-1 fehérje expresszio vizsgdlata tiidérakban [1]

A #1 vizsgalatban primer és attéti tid6é adenocarcinomdk TTF-1 expresszidjat
hasonlitottuk 6ssze.
A normdl tiddszovetben intenziv nukledris immunfestédés volt megfigyelhet a Il tipusu
pneumocytakban és a Clara sejtekben, ami a primer ADC esetekben jo belsé kontrollként
szolgalt.
Az 50 primer ADC kozil 46 TTF-1 pozitivnak bizonyult, és kozulik 30 tumorszovet
mintaban intenziv festédést figyelhettiink meg (8. tablazat). Az attéti ADC esetek kozil
kizardlag a két pajzsmirigyrdk eredetl minta volt pozitiv; mindkettében intenziv nukledaris

immunfest6dés volt lathato.

TTF-1 IHC
Esetszam - + +—+
Primer tiid6é ADC (n=50) 50 4 16 30
eml6rak 13 13 - =
vastagbélrak 13 13 - -
) végbélrak 13 13 = =
Attéti tiidé ADC (n=50)
veserak 7 7 - -
gyomorrak 2 2 - -
pajzsmirigyrak 2 - - 2

8. tdbldzat. TTF-1 IHC primer és attéti tiidé ADC-ben

Tekintettel arra, hogy pajzsmirigyrakok legtobbje expresszalja a TTF-1-et, eredményeink

alapjan primer tidé ADC-ben a TTF-1 IHC 100%-os specificitasa és 92%-0s szenzitivitasa

igazolhato.
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7.1.2. Claudin fehérje expresszio tiidérakok szévettani altipusaiban [2]

Claudin expresszio normdl hérgéhdmban. A normal hérgéhamsejtek valamennyi
vizsgalt claudint expresszaltak, azonban a celluldris lokalizacioé kilénbozé volt.
A claudin-1 leggyakrabban basolateralis membran pozitivitast mutatott, mig a claudin-2-
re minden esetben citoplazmatikus fest6dés volt jellemz6, gyakran apicalis
predominancidval. Ezzel szemben a claudin-3, -4 és -7 esetében korkoros
membranpozitivitas volt megfigyelhetd.
Claudin expresszid a tiidérakok szévettani altipusaiban. Az immunpozitiv tumorokban a
daganatsejtek altaldaban diffiz mdédon és meglehet6sen egyenletesen fest6dtek. Az
immunfestddés intenzitasa hasonld, vagy akar erésebb is volt, mint a szomszédos normal
horgéham, a cellularis lokalizacié pedig rendszerint megegyezett (21. abra).
Ugyanazon tumor kilénbozd teriletein csak elvétve figyeltik meg heterogenitast az

immunfestédésben.
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21. dbra. Claudin expresszio tid6rakok f6bb szévettani altipusaiban
a: claudin-1 ADC-ben, b: claudin-2 SCLC-ben, c: claudin-3 SCLC-ben, d: claudin-4 ADC-ben,
e: claudin-7 SCC-ben, f: claudin-4 carcinoidban, pozitiv normal hamsejtek mellett negativ
tumorsejt fest6dés. (x200)

A pozitivimmunreakciok kiértékelésére 1-5 kdzotti score rendszert alkalmaztunk a pozitiv

tumorsejtek %-os aranyatdl figgéen. Az eredményeket a 9. tablazatban foglaltuk 6ssze és
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a 22. abran szemléltetjik. A végss score értékek a pozitiv és negativ értékeket egyarant

magukban foglaltak.

Claudin-1 Claudin-2 Claudin-3 Claudin-4 Claudin-7
ADC (atlag + SD) 267+191 2.13+1.63 3.78 £ 1.09 391+1.13 4.78+0.47
SCC (atlag £ SD) 2.33+2.14 1.53+1.57* 0.57+1.33 230+1.58 4.10%1.16
SCLC (atlag + SD) 3.07 +0.88 0+0 440+074 3.87+1.19 4.20+1.37
Carcinoid (atlag+SD) | 0.46+1.13* 1.15+2.19* 0.62+1.50* 0.69+1.70* 3.62%2.10

SD: standard deviacio, *: Az atlagértékhez képest magas SD érték a csak kevés esetben megfigyelhets erds
immunpozitivitas kovetkezménye

9. tdbldzat. Claudin expresszio tiidérakok f6bb szévettani altipusaiban

Score

2.3 4 |123

SCC

4.7

ADC

SCLC

carcinoid

22. dbra. Claudin-1, -2, -3, -4, -7 expresszio tidérakok f6bb szévettani altipusaiban

A 10. tdblazatban bemutatjuk a claudin IHC eredmények Mann-Whitney U-prdébaval
végzett paros 0sszehasonlitasainak valdszinliségi értékeit.

Claudin-1 Claudin-2 Claudin-3 Claudin-4 Claudin-7
SCC-ADC ns ns 0.0001 0.0001 0.0053
SCLC-ADC ns 0.0002 ns ns ns
SCC-SCLC ns 0.0009 0.0001 0.0019 ns
ADC-carcinoid 0.0006 ns 0.0001 0.0001 ns
SCC-carcinoid 0.0076 ns ns 0.0045 ns
SCLC-carcinoid 0.0001 ns 0.0001 0.0004 ns

ns: statisztikailag nem szignifikans

10. tabldzat. Tud6rakok szévettani altipusainak claudin expressziok szerinti 6sszehasonlitasa
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ADC és SCC esetében szignifikans kiilonbség volt megfigyelheté a claudin-3, -4 és -7
expresszidoban. Ezzel szemben az ADC és az SCLC kdzott csak a claudin-2 expresszidban
taldltunk szignifikans kiilonbséget. Az SCLC és a carcinoid &sszehasonlitasakor jelentGs
kilonbséget észleltiink a claudin-1, -3 és -4 expresszidban.

Mivel az IHC atlag score értékek nem jelezték az IHC negativ tumorok ardnyat, azért erre
vonatkozd analizist is végeztiink. ADC-ben a claudin-1 12/46, mig a claudin-2 14/46
esetben volt negativ. Ezzel szemben SCC-ben nemcsak ennek a két fehérjének, hanem a
claudin-3-nak (25/30) és a claudin-4-nek (6/30) az esetében is megfigyelhettiink negativ
tumorokat. Az SCLC a claudin-2-t nem expresszdlta, ugyanakkor a tobbi claudinra nézve
— egyetlen claudin-7 esettdl eltekintve — valamennyi szovetminta pozitivnak bizonyult.
A carcinoidok ezzel szemben valamennyi claudin esetében mutattak immunnegativitast.

A reprezentativ 22 mintan elvégzett RT-PCR analizis a kiilonb6z6 claudinok mRNS és
protein expresszidjanak parhuzamos valtozdsat igazolta. A claudin-1, -2, -3, -4 és -7 mRNS

expressziot a tid6rakok szovettani altipusaiban a 11. tablazatban mutatjuk be.

Claudin-1 Claudin-2 Claudin-3 Claudin-4 Claudin-7

SCC-ADC U 2.735 U 1.266 U 3.660 U 1.604 U 4.766
SCLC-ADC U 1.308 U1.361 D 3.138 Ui1.334 U 1.988
SCC-SCLC U 2.336 U 1.593 U 15.155* U1.329 U2.617
ADC-carcinoid D 7.240 D 1.496 D4.121 D 4.403* D 4.724*
SCC-carcinoid D 2.647 D1.181 D 1.126 D 2.744 D 4.434
SCLC-carcinoid D 5.537 D 1.099 D 12.933* D 3.300* D 2.377
NORM-ADC D 1.308 D 2.364 D1.112 U 4.463* D 1.583
NORM-SCC D 1.253 U1.484 U1.226 U3.178 D 4.713
NORM-SCLC U 1.785 U 2.364 U 16.222* U 3.779* D 1.801
NORM-carcinoid D 9.468* D 3.021 D 4.582 U 1.014 D 7.480*

Az értékek a hanyszoros kiilonbséget jelzik Gsszehasonlitva a madsodik szovettani tipust (aldahuzott,
vastagitott) az els6vel. NORM: normdl tidészévet. U: up-regulalt, D: down-reguldlt. *p < 0.05.

11. tébldzat. Claudin-1, -2, -3, -4 és -7 mRNS expresszid tidérakok szovettani altipusaiban
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JelentGs claudin-3 up-regulaciét figyelhettliink meg SCLC-ben a carcinoiddal és az SCC-vel
szemben. A carcinoidokban emellett csokkent claudin-3, -4 és -7 mRNS expresszidé volt
detektdlhatd valamennyi egyéb szovettani tipussal 6sszevetve, ami egybecseng az IHC
eredményekkel.

Az RT-PCR vizsgalat sordn referenciaként normal tiid&szévetbdl készilt homogenizatum
szolgdlt. ADC-ben claudin-4 up-reguldciét figyelhettlink meg 6sszehasonlitva a normal
szovettel, SCC-ben azonban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget. Ezzel szemben SCLC-
ben claudin-3 és -4 up-reguldcid, mig carcinoidban claudin-1 és -7 down-reguldcié volt
megfigyelhetd.

7.1.3.Claudin fehérjék prognosztikus szerepének vizsgdlata tiidérakban [3]

Ebben a vizsgdlatban patoldgiai | stadiumu primer tid6daganatokat hasonlitottunk
0ssze; laphamrakot (SCC) adenocarcinomadval, azon belll is lepidikus terjedést mutaté
(L-ADC) és nem mutato (ADC) altipussal. Az immunhisztokémiai reakcidk és kiértékelésiik
modja megegyezett az imént bemutatott #2 vizsgalatban leirtakkal.

Az egyes szOvettani alcsoportok 0Osszehasonlitdsakor jelentds claudin expresszidbeli

kiilonbséget észleltlink (23. abra).

Claudin score
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23. dbra. Claudin-1, -2, -3, -4 és -7 protein expresszios kiilonbségek tidérakok szovettani
altipusaiban ***Csak az er&sen szignifikans kiilonbségeket jel6ltiik (p<0,001)

Claudin expresszio szerinti megoszlds. A claudin-1-ben az ADC kiilonb6z6tt az L-ADC-t6l
(p=0.009), és az SCC is kilonbozott az L-ADC-t6l (p<0.001). A claudin-2-ben az ADC

ugyancsak kiilonb6zott az L-ADC-t6l (p=0.005). Ami a claudin-3 expressziét illeti,

63



dc_1708_19

szignifikdns kiilonbség volt megfigyelhet6 valamennyi alcsoportra vonatkozdan:
ADC — L-ADC (p=0.004), LADC — SCC (p<0.001) és ADC — SCC (p<0.001). Claudin-4
esetében csak az ADC — L-ADC kiilonbozétt (p=0.001), mig a claudin-7 esetében az
ADC — L-ADC (p<0.001) és az L-ADC — SCC (p<0.001) kiilonbség is szignifikans volt.

Szévettan szerinti megoszlds. ADC-ben szignifikdns pozitiv korrelacié volt demonstralhato
a claudin-1 és -3, valamint a claudin-3 és -4 kozott (mindketté: p<0.001). L-ADC-ben
szignifikdns pozitiv kilénbség volt megfigyelhet6 a claudin-1 és -4 (p=0.029), tovabba
a claudin-4 és -7 (p=0.004) expresszid kozott. L-ADC-ben pozitiv volt a korreldcié
a claudin-1 és -4, tovabbd a claudin-4 és -7 kozott (p<0,001). A korreldcié még
kifejezettebb volt a claudin-3 és -4 kozott (p<0.001). Ami az SCC-t illeti, negativ volt
a korreldcié a claudin-2 és -3 (p=0.027), valamint a claudin-2 és -7 (p=0.008) expresszid
kozott. Kiemelend6, hogy ellentétben az ADC-vel és az L-ADC-vel, SCC esetében nem volt

korrelacié a claudin-3 és -4 kozott (p=0.131).

Teljes tulélés a claudin expresszid fliggvényében. A teljes populaciot illetéen a magas
claudin-2 expresszio kedvezd prognosztikai faktornak bizonyult, amenyiben a 0-1 vs. 2-5
score értékkel rendelkez6 csoportot hasonlitottuk 6ssze (p=0,009). Az alcsoport elemzés
soran azonban a claudin-2 expresszid mar nem birt prognosztikai értékkel. ADC-ben
egyetlen vizsgdlt claudin sem mutatott korrelaciét a teljes tuléléssel. L-ADC-ben
mindossze a claudin-4 esetén volt egy trend megfigyelhet6 az expresszid és a kedvez6bb
teljes tulélés kozott a 0-1 vs. 2-5 score értékek elemzésekor (p=0,087). SCC-ben ezzel
szemben szignifikans pozitiv korreldcioét talaltunk a claudin-1 expresszio és a kedvez6bb
teljes tulélés kozott (p=0,038) (24. dbra). SCC-ben emellett a claudin-3-ndl egy ellentétes
irdnyu tendenciat tudtunk megfigyelni (p=0,070); magas claudin-3 expresszié rosszabb
tuléléssel parosult, ami statisztikailag szignifikans lett, amennyiben az elemzést 0-1 vs. 2-

5 score értékek alapjan végeztiik (p=0,029).
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Claudin-1 IHC atlag score

100
1 L‘_H s 45
.
80 — s A= 2-3
2 = 0-1
3 60+
o -
F 40- ek .. Pp=0,038
20+
0 T T
0 50 100

Teljes tulélés (honapok)

24. abra. Claudin-1 IHC atlag score érték és teljes tulélés 6sszefliggése SCC-ben

Klinikopatoldgiai paraméterek és claudin expresszié dsszefliggései. A teljes populdcié
vizsgalatakor a claudin expresszié és a dohanyzas kozott negativ Osszefliggést taldltunk
claudin-2 esetében (r=-0,227, p=0,036), ezzel szemben claudin-3-nal a magasabb
expresszio tarsult erésebb dohanyzassal (r=0,251, p=0,026). ADC-ben nem észleltiink
korrelaciét a claudin-1, -2, -3, -4, -7 és a nem, életkor, vagy dohdnyzasi statusz kozott.
L-ADC-ben nem volt 6sszefliggés a claudin expresszié és a nem vagy az életkor kozott,
ugyanakkor a claudin expresszié és a dohdanyzas Osszefliggésének elemzésekor pozitiv
korreldcié volt demonstralhatd a claudin-3 expresszid és a dohanyzas kozott (p=0,020).
Emellett csaknem szignifikdns, hasonlé 0Osszefliggés volt megfigyelhet§ claudin-4
esetében is (p=0,054). SCC esetében nem taldltunk Osszefliggést a vizsgalt claudinok

expresszioja és a nem, az életkor, vagy a dohanyzas kozott.
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7.2. Tavoli attétet ado tiidérakok vizsgalata
7.2.1. Tavoli attétek helyének és megjelenési idejének vizsgadlata tiidé
adenocarcinomdban [4]

7.2.1.1. Klinikopatoldgiai jellemz&k és tavoli szervi attétek lokalizacidja

A vizsgalati kohorszban szerepl6 1126 ADC beteg klinikopatoldgiai jellemzéit és a

tavoli attétek helyeit a 12. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Metastatic site” Total Lung Bone Brain Adrenal Pleura Liver Skin Pericand.
Number of patients 1126 380 319 e 149 143 141 36 19

Sex

Males 541 (48%) 172 (45%) 155 (49%5) 124 (45%) &7 (4504) 64 (451) 70 (50%) 18 (5076) T (37%)
Females 585 (52%) 208 (54%) 164 (51%) 154 (55%}) 82 (55%) 79 (35%) 71 (50%) 18 (5076} 12 (53%)
Smoking

never 194 (17%) 71 (19%) 67 (21%) 45 (16%) 15 (10%) 30 [(27%) 23 (16%) 5 (14%) 3(16%)
ex 327 (29%) 106 (28%) 84 (26%) 77 (28%) 36 (24%) 42 (29%) 43 (31%) 9 (25%) 6(32%)
current 534 (47%) 174 (46%) 130 (44%) 136 (49%) 86 (58%) 51 (36%) 63 (45%) 19 (53%) 0 (47%)
no data 71 (6%) 29 (B%) 29 (9%) 20 (7%} 12 (8%) 11 (8%) 12 (9%) 3 (8%) 1 (5%)
Primary TU location {side)

left 432 (38%) 135 (35%) 125 (39%%) 109 [39%) 57 (38%) 55 [30%4) 51 (36%) 19 (53%) 9 (47%)
right 681 (60%) 235 (62%) 193 (60%) 167 (&0%) 90 (61%) 88 [61%) 90 (64%) 17 (47%) 10 (53%)
na 13 (2%) 10 (3%:) 1(1%) 2 (1%) 2 (1%) o 0 o [i]

Primary TU location

(central vs. peripheral)
central 434 (399%) 123 (34%) 155 (4994) 119 (43%) &9 [46%h) B0 [41%) 62 [44%) 18 (507} 11 (58%)
peripheral 690 (61%) 251 (66%) 164 (51%) 159 (57%) 80 (54%) B3 [58%) 79 (56%) 18 (50%) B (42%)
Primary TU location

(upper vs. lower)

upper/middle lobe 741 (66%) 237 (63%) 205 (64%) 188 (68%) 98 (66%) 75 (52%) B8 (62%) 22 (61%) 12 (63%)
Lower lobe 374 (33%) 133 (37%) 113 (36%) 8B (329) 40 (33%) 68 [48%) 53 (38%) 14 (39%0) T (37%)
Stage at diagnosis

1 116 (10%) 34 (9%) 18 (&%) 19 (7%} 6 (4%) 9 (%) 10 (7%:) 1 (3%) 2(11%)
I BO (7%) 12 (3%) 4 (1%) 12 (4%} 3 (2%) 1{1%) 7 (&%) o ]

m 308 (27%) 37 (10%) 59 (19%]) 56 (20%) 17 (11%) 15 (11%) 20 (14%) 5 (14%) 1 (5%)
I 622 (55%) 297 (78%) 238 (75%) 191 (&%) 123 (B3%) 118 (B2%) 104 (74%) 30 (B3%) 16 (84%)
Appearence of mets

early (at diagnosis) 622 (55%) 286 (75%) 164 (T5%) 114 (41%) 110 (73%) 100 (69%) 71 (50%) 19 (52%) 11 (58%)
late 243 (22%) 94 (25%) 155 {25%) 164 (59%) 39 {27%) 43 (31%) 70 (50%) 17 (48%) B (42%)
Organ distribution”

single organ 435 195 (66%) 124 (52%) 127 (&67%) 54 [44%) T [59%) 41 [39%) 13 (43%) T (43%)
multiple organ 187 102 (34%) 114 (48%) 64 (33%) 69 (56%) 48 (41%) 63 (61%) 17 (57%) 9 (57%)
Median 0§ (mo) single organ” 17.3 10.1 105 128 10,1 141 6.9 T4
Median 05 (mo) multiple organ™ 9.7 6.0 4.6 57 52 6.8 1.8 56

Data shown in parentheses are column percentages; mo, months; mets, metastases; 08, overall survival; pericard, pericardial.
* Includes single and multiple organ metastatic disease.
** At the time of diagnosis.

12. tabldzat. Kiilonboz6 tavoli szervi attétet adé ADC-ben szenvedd betegek klinikopatoldgiai
jellemzéi

A jobb oldali tumorok gyakoribban voltak, mint a bal oldaliak (60% vs. 40%, p<0.001).
Periférias daganatot 61%-ban észleltiink (vs. centrdlis = endobronchialisan lathatd 39%,
p<0.001), hasonldképpen gyakoribb volt a fels6 tidémezé tumora (fels6- és kdzéplebeny),
mint az alsé lebenyé (66% vs. 33%, p<0.001). A diagndzis felallitdsakor 435 betegnél (38%)
volt igazolhatd egyetlen tavoli szervet érint6 attét, mig 187 betegnél (16%) multiplex
metasztdzis volt jelen. Az utankovetés ideje alatt tovabbi 243 betegnél (22%) alakult ki

tavoli attét, amelyeket kés6i metasztazisnak tartottunk. A follow-up peridodus végére 865

66



dc_1708_19

betegnek (77%) lett IV stddiumu betegsége és Osszesen 918 beteg (82%) hunyt el. A
leggyakoribb tavoli szervi attéti helyek az aldbbiak voltak: tidé (33%), csont (28%), agy
(25%), mellékvese (13%), pleura (13%), maj (12%) subcutis (3%). 19 betegnél (1.5%) volt
pericardialis metasztazis igazolhatd, mig 29 betegnél (2,6%) egyéb ritka attéti helyet (lép,

vese, peritoneum, stb.) figyelhettlink meg.

7.2.1.2. Az attéti helyspecifikus idGsorrend és az attéti helyek kozti kapcsolat

A tid6- (p<0.001), a mellékvese- (p<0.001) és a pleuraattétek (p<0.001) kordbban,
mig az agyi attétek (p=0.002) kés6bben jelentkeztek (25. abra A).
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25. dbra. A metasztazis helyek megoszlasa a korai és késGi megjelenés tekintetében, és a primer
tumor elhelyezkedése az attét helyéhez és sorrendiségéhez viszonyitva 1126 tiid6 ADC-ben

A csont-, mdj- és subcutan metasztazisok nem mutattak korai vagy késGi megjelenési
tendenciat.
A centralis primer tumorok szignifikdnsan gyakrabban adtak korai metasztazist, mint a

periférids tumorok (OR 1.43, 95% Cl 1.061-1.951, p=0.02) (25. abra B).
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Csontattét gyakrabban fordult el6 centralis daganatoknal (OR 1.86, 95% Cl 1.39-2.50,
p=0.017), mig a periférids tumorokra a tiidéattét volt jellemzé (OR 1.35, 95% ClI 1.04-1.74,
p=0.015). A tObbi attéti helyet illet6en nem volt szignifikans 6sszefliggés (25. abra C).

Az attétek és a primer tumor tiddlebenyi elhelyezkedésének (fels6- és kdzép- vs. alsod
lebeny) kapcsolatat vizsgalva azt taldltuk, hogy a pleuraattétek szignifikdnsan gyakrabban
alakultak ki alsé lebenyi primer tumorok esetén (OR 1.97, 95% Cl 1.38-2.82, p=0.001)
(25. dbra D). A tobbi attéti helynél nem volt megfigyelhet6 szignifikans dsszefliggés.
Annak vizsgalatara, hogy mely metasztazisok fognak varhatéan egyitt megjelenni,
klaszter analizissel meghatdroztuk az esetszamot minden lehetséges metasztatikus parral,
és megvizsgaltuk két metasztatikus hely id6fliggé megjelenését is (26. dbra). Tekintettel

az elemzések 6sszetett voltara, csak a klinikailag relevans eredményeket részletezziik.

26. dbra. Klaszter analizis a kilénb6z6 attéti helyek egyidejli megjelenésének valdszinliségérél.
A szamok azon betegek szamat jelzik, akikben az adott két attét egyidében jelent meg. Az erGs

kategdridban legalabb 8 betegen alapultak. Az 5 vagy annal kisebb esetszamokat pirossal jel6ltiik.
Az agyi attétek altaldban a csont- és a tlidémetasztazisokkal egylitt mutatkoztak (n=81,

ill. 84), a csontmetasztazisok pedig gyakran egyiitt jelentkeztek a tuid&attétekkel (n=98).

Talaltunk Osszefliggést ezenkivill a csontattét és a mellékvese attét (n=68) valamint a
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csontattét és a majattét (n=64) kozott.
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A csontattétes betegekben a vartndl 2.2%-kal nagyobb volt a valdszinlisége annak, hogy
mellékvese attétik is lesz, tovabba 2.1%-kal nagyobb, hogy mdjattétben is szenvednek
(Eredeti kozlemény, 2. dbra B*®). Mas oldalrdl viszont, pleuraattét esetén a vartnal 1.4%-
kal kisebb volt a valdszinlisége, hogy agyi attét jelenik meg, és 1.2%-kal kisebb, hogy
mellékvese attét alakul ki. Mindemellett, a pleura- és a pericardialis metasztazis (+0.8%),
valamint a mellékvese- és a b6rmetasztazis (+1.2%) is gyakrabban jelent meg egyitt, mint
az varhaté lett volna fliggetlenség esetén. Ezek az eredmények Bonferroni korrekcié utan
is szignifikansak maradtak 0.05 szignifikancia szint mellett.

Vizsgaltuk azt is, hogy az attétek megjelenése milyen sorrendben koveti egymdst (Eredeti
kdzlemény, 2. dbra C®). Kiemelendd, hogy a tudéattétek rendszerint megel6zték az agyi-
(esetek 97%-a), a csont- (esetek 86%-a), illetve a maj- (esetek 84%-a) metasztazisok
kialakulasat. A majattétek minden betegnél késGbb jelentek meg, mint a pleuraattétek.
A mellékvese metasztazisok ugyanakkor az esetek 89%-aban kordbban jelentek meg, mint
az agyi attétek. Ezek az eredmények Bonferroni korrekcié utan is szignifikdnsak maradtak
0.05 szignifikancia szint mellett.

Annak megitélésére, hogy mely szervek azok, ahol egy adott metasztazis roviddel az el6z8
utan jelentkezik vagy hamar kovet egy korabbi attétet, lokalizaciokként dbrazoltuk a

metasztazisok megjelenése el6tti és utdni idGintervallumokat (27. abra).
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27. dbra. Két metasztazis megjelenése el6tti és utani id6intervallumok dbrazolasa
szervi lokalizaciokra lebontva
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Eredményeink szerint a tidGattétek hosszabb idével jelennek meg egy masik attét utdn
(median: 16 hdénap), mint a csontattétek (medidn: 7 hdonap), vagy a majattétek (median:
8 hdnap). Hasonléképpen, egy mar meglévs tidéattét utdn tobb id6 telik el egy Ujabb
attét megjelenéséig (median: 12,5 hdnap), mint a csontattéteknél (median: 4 hdnap).
Ezek az eredmények Bonferroni korrekcié utdn is szignifikansak maradtak 0.05

szignifikancia szint mellett.

Tulélés vizsgdlata. A centralis primer tumorban szenved6k median teljes tulélése (OS)
rovidebb volt, mint a periférids primer tumoros betegeké (10.2 vs. 22.2 hénap, HR 2.075,

95%Cl 1.792-2.402, p=0.001 (28. abra A).
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28. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék a primer tiidé ADC-k lokalizacidjanak (A—C) és a tavoli attéti
helyek szamanak (D) figgvényében

Ezzel szemben nem volt szignifikdns kiilonbség a median teljes tulélésben az also
tidémezében és a felsé tidémez6ben (felsG- és kozéplebeny) kialakult primer tumorok
kozott (28. abra B), és nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a jobb tlid6ben és a
bal tud6ében kialakult primer tumoroknal sem (28. dbra C). Kiemelends, hogy a Cox
regresszios analizis — amelyben szerepeltek a standard prognosztikus paraméterek
(életkor, dohanyzasi statusz, ECOG PS [Eastern Cooperative Oncology Group Performance
Status], TNM) — szintén azt igazolta, hogy a primer tidérak centralis vagy periférias

lokalizacidja fluggetlen prognosztikai faktornak tarthaté (HR 1.558, p<0.001).
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A teljes kohorsz 1126 betegébdl 622-ben (55%) a tavoli szervi metasztazis mar a tidé ADC
diagnodzisanak idején detektalhatod volt. Kozllik 435 betegnél (69%) egyetlen attéti hely
volt csak igazolhatd, mig 125 betegnél (20%) kett6, 47 betegnél (7,5%) harom, 13
betegnél (2%) négy, 2 betegnél (0,3%) pedig 6t metasztatikus helyet talaltunk.

A median OS a két attéti hellyel bird betegeknél rosszabb volt, mint egyetlen attéti hely
esetében (9,4 vs. 13,4 hdénap, HR 1.339, 95%Cl 1.087-1.648, p=0.006) (28. abra D).
Tovabba, a hdarom attéti hellyel bird betegeknél rovidebb volt az OS, mint két attéti hely
esetében (3,7 vs. 9,4 hénap, HR 1.917, 95%Cl 1.347-2.727, p=0.001). Kiemelendd, hogy
négy és ot attéti helynél mar nem volt érdemi kiilonbség (4,3 és 3,8 hdnap; p=0.385), és
értékek hasonléak voltak a harom attéti helynél megfigyelthez. Egy tovabbi Cox
regresszios analizis, amelybe diagndziskor IV stddiumu betegeket vontunk be (n=622), azt
mutatta, hogy az egyetlen attéti hely (vs. a ketté vagy tobb; HR 1.555, p<0.001) és a
periférids primer tumor lokalizacié (vs. a centralis; HR 1.457, p<0.001), szignifikansan
befolyasoltak a teljes tulélést, fliggetlenil az életkortdl, a dohanyzasi statusztdl, az ECOG
PS-t6l, és a primer tumor T stddiumatdl (Eredeti kdzlemény, 3. tablazat™).

Egy tovabbi Cox regresszidés analizis, melybe a diagndziskor I-lll stadiumi betegeket
vontuk be (n=504), azt igazolta, hogy a primer tumor lokalizacidja tovabbra is
prognosztikai értékd, figgetlendl a tavoli szervi metasztazisok késébbi megjelenésétél (HR
1.607, p<0.001). Kiemelendd, hogy ebben a kohorszban a késGi attétek megjelenése
6nmagdban fliggetlen prognosztikai faktornak bizonyult (HR 1.506, p<0.001).

Onkolégiai kezelésre vonatkozd adatok az Orszagos Koranyi Pulmonolégiai Intézet betegei
esetében alltak rendelkezéslinkre (n=860; 76%). Kozulik 574 beteg (64%) részesilt
szisztémas kemo- és/vagy radioterapiaban, 121 beteg (14%) mitéttel kombinalt kemo-
és/vagy radioterapidban, 51 beteg (6%) csak sugarkezelést, mig 141 beteg (16%) csak
palliativ kezelést kapott. A centrdlis tumoros betegek (vs. periféridsok) gyakrabban kaptak
kizardlag szisztémas kemo- és/vagy radioterapiat (74% vs. 57%), vagy csak palliativ
kezelést (20% vs. 14%). Ennélfogva periférids primer tumor esetén gyakoribb volt a
mUtéttel kombinalt kemo- és/vagy radioterdpia (20% vs. 5%). Egy feltard, tobbvaltozos
Cox regresszids elemzés — benne a standard prognosztikai paraméterekkel (életkor,
dohdnyzasi statusz, ECOG PS, TNM, onkoterapia), azt mutatta, hogy a primer tidérak
lokalizacidja (i.e. centralis vs. periférids elhelyezkedése) egyéb valtozoktdl fliggetleniil is

prognosztikai értékkel bir a teljes tulélésre vonatkozéan (HR 1.699, p<0.001).
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7.2.2. Agyi dattétet ado tiidérakok klinikopatoldgiai jellemzéinek vizsgdlata [5]
Az agyi attétet add tlid6rakban szenved6 betegek klinikopatoldgiai és radioldgiai

jellemzgit a 13. tablazatban foglaltuk dssze.

Betegszam
Horgérendszeri lokalizacio 548 (95%)
centralis 319 (58%)
periférias 229 (42%)
Lebenyi lokalizacié 527 (92%)
felsé lebeny 307 (58%)
k6zépsé lebeny 36 (7%)
alsé lebeny 241 (26%)
Szobvettani altipusok 575 (100%)
ADC 272 (47%)
SCLC 118 (21%)
SCC 99 (17%)
egyéb” 86 (15%)
Tavoli metasztazis diagndziskor IV stadiumu betegség esetén 341 (59%)
agy 180 (53%)
N stadium 467 (81%)
NO (“brain only”) 135 (29%)
N1-3 332 (71%)
Peritumoralis 6déma 413 (72%)
nincs 6déma 70 (17%)
1-10 mm 120 (29%)
>10 mm 223 (54%)
Agyi attét lokalizacidja 452 (79%)
supratentorialis 283 (62%)
infratentorialis 80 (18%)
mindketté 89 (20%)
Kisagyi érintettség 35 (17%)

*A daganatok 9%-aban a primer tumor a féhérgében helyezkedett el. **Egyéb szdvettani altipusok:
41 anaplastikus carcinoma, 27 nem specifikdlhatd carcinoma, 12 nagysejtes neuroendocrin carcinoma,
4 adenosquamosus carcinoma és 2 pleiomorph sarcomatoid carcinoma.

13. tdbldzat. Agyi attétet ado tiidérakok klinikopatolégiai jellemzéi

A betegek tobb mint felénél multiplex agyi attét volt kimutathaté (51,5%), SCLC esetén a
tobbszoros megjelenés szignifikansabban gyakoribb volt (42 szoliter, 74 multiplex,
p=0,024). Gyakrabban mutattunk ki multiplex attéteket az alsé tiddlebenyekben

elhelyezkedé primer tumoroknal (p=0,048). Magasabb T, illetve N stadium esetén
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ugyancsak valdszinilbb volt a multiplex metasztatizalas (p<0,001 és p=0,001). ADC és SCC
legtobbszor supratentorialis attétet adott, mig SCLC esetén valamennyi vizsgalt agyi régio

érintett volt (p=0,041).

Az agyi dttétek atlagos mérete 20,7+11,7 mm (3,0-55,0 mm) volt. A legnagyobb attétek a
féhorgbben lévé tiid6rakoknal alakultak ki (23,7 mm, p=0,002). Az attétek atlagos mérete
SCC-ben 23,7 mm, ADC-ben 20 mm, SCLC-ben 19,6 mm volt. A kiilonbség SCC-SCLC és
SCC-ADC kozo6tt szignifikdnsnak bizonyult (p=0,044, illetve p=0,024). A multiplex attétek
szignifikdnsan kisebbek voltak, mint a szoliterek (p=0,001). Az agyi attét mérete pozitiv

korrelaciét mutatott a peritumoralis 6déma mértékével (r=0,330, p<0,001).

A peritumordlis édéma szélesebb volt a supratentoridlis metasztazisokndl, mint az
infratentoridlisaknal (p=0.019), a fiatalabb betegeknél (<50 év), mint az id6sebbeknél

(p=0.042), tovabba a néknél, mint a férfiaknal (p=0.016).

Peritumordlis agyodéma féként ADC-re és SCC-re volt jellemzd, mig SCLC-ben a betegek
39,2%-andl egydltalan nem lehetett 6démat kimutatni. A kilénbség ADC-SCLC és SCC-
SCLC kozott szignifikans volt (mindkett6 p<0,001) (29. abra).
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29. dbra. Peritumoralis 6déma a tlid6rak kilonbozd szévettani altipusaiban.
(0: nincs 6déma, 1: mérsékelt 6déma, 2: jelentds 6déma)
7.2.2.1. Tulélés.

A median teljes tulélés 12,0 hénap volt (atlag: 19,2 hénap, 0-178 hdnap), a tulélés
az agyi attét felfedezése utan pedig 5,0 hénap (atlag: 11,2 honap, 0-176 hdnap). Hosszabb

volt a teljes tulélés n6knél (p=0,003), periférids tidérakban szenvedéknél (p<0,001) és
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szoliter agyi attét esetén (p<0,001). A teljes tulélés a leghosszabb ADC-ben volt
(atlag: 25,0 hénap), ezt kdvette az SCC (20,4 hénap), majd az SCLC (13,6 hdnap) (p<0,001)

(30. abra).
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30. dbra. Az agyi attéttel rendelkezd betegek teljes tulélése a nem (A), a primer tumor
lokalizacidja (B), az attét multiplicitasa (C) és a f6bb szovettani altipusok (D) fliggvényében

Nem volt kiilonbség a teljes tulélésben az életkor, az agyi attét mérete, a peritumoralis
0déma, illetve az intracranialis tumor lokalizacié fliggvényében.

A multivarians analizis (n=391) szerint a tulélést elsésorban a primer tumor reszekcidja
(p<0,001), az agyi attét mutéti eltavolitasa (p<0,001), a mellkasi irradiacié (p<0,001) és az
agyi sugdrterapia, kilonosen a sztereotaxias besugdrzas WBRT-vel kombinalva (p=0,002)
befolyasolta kedvezéen, mig rovidebb tulélés volt megfigyelhet6 multiplex agyi attét és

centralis primer tidStumor esetén (p=0,036, illetve p=0,022).

A primer tumor eltdvolitdsdnak hatdsa a tulélésre. Az operdlt betegcsoportban (n=158)
csak az | stadium bizonyult jobb prognosztikai faktornak a tobbi stadiumhoz képest
(p=0,003). A centralisan elhelyezked6 tiid6rak kedvezé6tlen prognosztikai tényezd volt
(p=0,005). Azon betegeknél, ahol nem lehetett elvégezni a primer tumor eltavolitasat, az

agyi attét mithet6sége kedvez6 progndzist jelentett (p=0,006).
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Agyi metastasectomia és hatdsa a tulélésre. Az operdlt agyi attéttel rendelkezé
csoportban (n=254) a szovettani eloszlas az aldbbi volt: 144 ADC, 51 SCC, 24 SCLC és 35
egyéb tipus. A peritumordlis 6déma 185 esetben volt meghatdrozhato, ebbdél 119 esetben
jelentds foku, 52 betegnél mérsékelt 6déma volt megfigyelhet6, mig 14 agyi attét koril
nem volt vizeny8. Az agyi attét reszekcidja utan a median teljes tulélés 10,0 honap volt.
Rovidebb volt a tulélés centrdlis primer tumorok (p=0,024) és multiplex agyi attétek
esetén (p=0,004). Kiemelendd, hogy a jelent8s perifokalis 6démaval biré betegeknek jobb
volt a tulélésiik (p=0,007), tekintettel arra, hogy a median tulélés jelentds 6démanal 26,5
hénap, mérsékelt 6démandl 17,2 honap, mig 6déma nélkiili esetekben 6,4 hénap volt.

Nem befolyasolta a tulélést sem a tentorialis elhelyezkedés, sem pedig az attét mérete.

Azon betegeknél, akiknél nem lehetett elvégezni a metastasectomiat (n=303), a median
tulélés minddsszesen 3 hdnap volt, és a multiplex attét szignifikdnsan rosszabb tuléléssel
parosult (p=0,005). A kombindlt kemoterapia és az agyi besugdrzas ezzel szemben novelte

a tulélést (mindkett6 p<0,001).

Az aktiv onkoterdpia nélkiili betegek tulélése. Azon 41 betegnél, akik nem részesiltek
aktiv onkoterapidban, a median tulélés 2,0 hénap, mig az agyi attét felfedezése utani

tulélés 1,5 hénap volt.

7.2.2.2. Metasztatizalasi id6

Az agyi metasztdzis megjelenéséig eltelt id6 565 betegnél volt meghatarozhato, az
atlag 7,812,9 hdnap volt. A metasztatizalasi id6 szignifikdnsan révidebb volt centralis
tudorak esetén a perifériashoz képest (5,3 vs. 9,0 hdnap, p=0,035). A magasabb T, illetve
N stadium ugyancsak révidebb metasztatizdalasi id6vel jart (r=-0,110, p=0,016 és r=-0,191,
p<0,001). A primer tuddérak eltavolitdsa esetén az agyi attét megjelenéséig eltelt id6
hosszabb volt, mint ahol nem volt lehet6ség a primer tumor reszekciéjara (p<0,001).
ADC-ben a medidn metasztatizalasi idé 0,5 hénap volt, ezt kovette az SCC (3,3 hdnap),

majd az SCLC (5,0 hénap).
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Tovabbi vizsgalatok céljdbdl a metasztatizalasi id6ben két kategdriat hoztunk létre: korai
attétnek tekintettiik a 0-3 hénap kozott kialakultakat (n=311), kés6inek pedig a 3 hdnap
utan megjelenteket (n=254). Korai attét elsGsorban ADC-re volt jellemz6, mig az SCLC

legtobbszor a betegség kés6bbi fazisaban adott agyi attétet (p<0,001) (31. abra).
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31. dbra. A szovettani altipusok és a metasztatizaldsi id6 kozti 6sszefliggés

Azon betegcsoportban, ahol nem tortént meg a primer tumor eltdvolitasa (n=401), a
metasztatizalasi id6 a szovettani tipusok tekintetében még jelent6sebb eltérést mutatott.
Ezen betegcsoportban az ADC-ben a korai agyi attét az esetek 76%-aban fordult el6, ezzel

ellentétben SCLC esetén korai attét csak 45%-nal volt megfigyelhetd (p<0,0001).

7.2.2.3. ,Brain only” metasztazis

Munkdnk sordn 467 olyan agyi attétet adod tiidérakos beteg adatait vizsgaltuk,
akiknek klinikai és/vagy patoldgiai N stadiuma meghatarozhaté volt. 135 esetben
talaltunk olyan betegeket, akiknek nem volt nyirokcsoma attétiik a tlid6rak diagndzisakor.
Az ilyen, NO stadiumu betegek primer tumora szignifikdnsan gyakrabban fordult eld
perifériasan (p<0,001), mig a nyirokcsomé attéttel rendelkezé betegekben gyakrabban

volt centrdlis a tidérak (p<0,001).

Brain only agyi attét gyakrabban fordult el6 ADC-ben és legtobbszor szoliter
metasztazissal tarsult (p=0,001). Brain only esetén a metastasectomidk aranya magasabb

volt (78/135), gyakrabban jelent meg az agyi attét 3 honapnal késébb (p=0,004), és az
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atlagos metasztatizalasi idG is szignifikdnsan hosszabb volt, mint N1-3 esetén (9,2 vs. 4,4
hénap, p<0,001) (median: 6,0 hdnap vs. 1,0 hénap). Hasonloképpen, a teljes tulélés is
szignifikdnsan hosszabb volt a brain only csoportban, szemben a nyirokcsomd attétes

betegekkel (31,1 vs. 15,3 hénap, p<0,001) (median: 20 vs. 11 hdnap) (32. dbra).
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32. dbra. A: Nyirokcsom®é attét jelenléte és a primer tumor lokalizdcioja kozti 6sszefliggés.
B: Nyirokcsomoé attét jelenléte és a teljes tulélés kozti 6sszefliggés.

A brain only betegcsoportban a nék teljes tulélése hosszabb volt, mint a férfiaké, de a

kilénbség nem volt szignifikans (40,5 hénap vs. 27,5 hdénap, p=0,068).
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7.2.3. Protein expresszio vizsgalata primer tiidérakokban és azok agyi dttéteiben [6]
Osszesen 59 NSCLC beteg tumormintait elemeztiik, kdztiik 26, agyi metasztazist adé
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primer tiddérakot (LCMet), ezen tumorok agyi attéteit (BrMet), tovabba 33 olyan primer
tlid6rakot, amely hosszu utdnkovetés soran sem adott semmilyen tavoli attétet (LC).
A 29 IHC festés eredményét korrelaltattuk a tumor progresszidra vonatkozé vizsgalati
csoportokkal (14. téblazat). Amennyiben a y° és a Fischer exact teszt eredményei
egyarant szignifikdnsnak bizonyultak (p<0.05), az adott molekula expresszidjanak

kilonbségét a fenti csoportok kozott szignifikdnsnak tartottuk.

TABLE 4. Biomarkers Showing Differential Expression in the Studied NSCLC Progression Croups

LC LC vs. LCMet LCMet LC vs. BrMet BrMet LCMet vs. BMet
Number Marker cfto %o P P cfto %o P P cfto %o P P
1 CKT 25(32 Th 0.061 0120 24/25 96 0531 0.738 22(26 87 0187 351
0.021% 0,035
2 Collagen XVII 1533 46 0.033 0.039 19/26 73 0.043 0.062 18/25 72 0.931 1.000
3 CD 44ve 19/32 60 0.026 0036 20,23 87 0041 0.066 18/21 86 0.905 1.000
0.04%5  0.08%
4 fi-Catenin 300533 091 0.034 0.046 18/26 6% 0,001 0.002 13/25 52 0.208 0.258
0.002%  0.003%
5 EGFR 23/32 T2 0919 1000 19/26 73 0826 1000 18/26 69 0. 760 1.0k
] plé 1332 47 03536 0.599 15/25 60 004 0,007 21/26 81 0.029 040
0.007% 0009 00355 00485
7 p33 (DOT) 16/20 35 0.780 1.000 13/22 3 0029 0.040 21/24 88 0.068 0.103
8 po3 14/32 44 0.643 0.788 12/24 50 0185 0.272 726 27 0.093 145
0485 0.0904
9 Cyclin Dy 67 0.051 0.068 2326 8 0116 0.101 2226 85 0.685 1.000
0.040%  0.065%
10 Cyclin D3 23/3: 70 0.084 0.117 2326 89 0010 0.016 25126 96 0.208 0610
11 Topoisomerase Il-«  23/33 70 0725 0.784 17/26 65 0332 0.381 21426 81 0.211 0349
00125 00254
12 Ki6T 32/33 a7 0.380 1.000 25(25 100 0371 1.000 26/26 100 1.000 1.000
13 Caspase 3 7133 21 0146 0.162 10/26 3% 0001 0.001 17/26 65 0.052 0095
00055 0007
14 Caspase 9 2133 64 0018 0.026 24/26 92 0.l16 0.142 2226 85 0.385 (.668
00047 0.008%# 00045 0.008
15 CAS 2733 B2 0009 0.013 13/26 00 0259 0.358 18/26 69 0.158 0.258
00315 00385
16 Chromogranin A 033 ] 0.256 0.441 1/26 4 0045 0.080 326 12 0.298 0610
17 CDI138 20132 63 0940 1.000 16/26 62 0003 0.003 24/25 96 0.003 (X1

14. tabldzat. Az egyes vizsgalati csoportok kozott expresszids kiilonbséget mutatd biomarkerek
7.2.3.1. Avizsgalati csoportok biomarker profiljanak 6sszehasonlitdsa

Az LC és az LCMet csoportok biomarker profiljanak dsszehasonlitasakor a collagen
XVIl, a CD44v6 és a caspase-9 overexpresszidja, mig a [-catenin és a cellular apoptosis
susceptibility protein (CAS) down-reguldciéja volt megfigyelheté az LCMet csoportban.
Az expresszid fokozddasa az agyi attéti csoportban csaknem szignifikas volt a cyclin D1,
a cyclin D3 és a CK7 esetében. Csaknem valamennyi tumormintdban magas Ki-67
proliferacids indexet talaltunk és gyakori volt az EGFR expresszio is (70%), fliggetlenil a
daganat progresszids statuszatol.
Az LC és a BrMet csoportok 6sszehasonlitasakor a collagen XVII, CD44v6, p16, p53, cyclin
D3, caspase-3, caspase-9 és CD138 agyi attétben vald fokozott expresszidjat észleltik, mig

a B-catenin expresszidja az attétet nem adott tlid6rak csoportban volt magasabb.
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Az LCMet és BrMet csoportok kozott ugyancsak megfigyeltliink biomarker expresszids
kiilonbségeket. Az agyi attéti csoportban a p16, topoisomerase llo, és CD138 proteinek
jelent6s emelkedése volt detektalhatd, emellett csaknem szignifikdnsnak bizonyult a p53

és caspase-3 expresszid emelkedés a metasztatikus progresszié soran.

7.2.3.2. Az NSCLC esetek IHC profilian alapuld nem-feliigyelt (unsupervised)

hierarchikus klaszter analizise

Egyetlen felligyelt (supervised) szoveti biomarker csoport — Ugymint a sejtciklus
szabdlyozassal, az apoptdzissal vagy a sejtadhézidval kapcsolatos markerek csoportja —
sem mutatott nyilvanvald klaszterez6dést a progresszids alcsoportokra vonatkozodan.
Hasonléképpen, egyetlen — korldtozott markerkivalasztason alapuld — hierarchikus
klaszterezés sem eredményezte az esetek szegregaldddsat a progresszidra vonatkozo

olyan csoportokba, amelyek egyértelmuen tiikr6zték volna a hisztoldgiai altipusokat.

A 85 NSCLC minta 29 biomarker expresszidjan alapuld, nem-felligyelt hierarchikus
klaszterezése egy 35 esetbdl allé kozepes méretli és mérsékelt korreldciot (0,63) mutatod
klasztert eredményezett, amint azt a 33. dbrdn lathatd Treeview képen mutatjuk be.
A csoport 16 agyi attétbdl (BrMet), valamint 12 — agyi attétet add — primer tumorbdl

(LCMet) és 7 — attétet nem ado — primer tumorbdl (LC) all.

1

Nih==nnkl

Correlation: 0.63

(LC=7, LCMet=12, BrMet=16/35)

s

=F
2z
=
22
g%

TTP1

39 | brain | carcinoma(2.15) | SCC(h |
35 | brain | carcinomai2.11) | SCC(6) |
15 | brain | carcinoma(1.15) 1 SCC(é) |
106 | lunw | carcinomais.1) | SCC(78) 1

37 1 lune | carcinomai?.13) | SCCi2N |
36 | lunr | carcinoma(2.12) | SCC{I2) |
64 | brain | carcinoma(3.16) 1 ADC(11)

31 | luwr | carcinoma(2.07) | SCCi(20) |
56 | brain | carcinonai3.0s) | SCC(8) 1
44 | lune | carcinoma(2.2) | RDC(€9) 1 *
62 | luna | carcinoma(3.14) | SCC(1N |
61 | brain | carcinema(3.13) | SOC(13)

50 | braim | carcinomai3.02) | LOC(1) |
47 | luna | carcinoma(2.23) | SCC(9 I :

38 | brain | carcinoma(2.14) 1 SCC(6) |
42 | luna | carcinoma(2.18) | SCC(30) |
41 | brain | carcinomai2.17 1 SCC(5 |

67 | lunar | .

66 | brain | carcinama(3.18) 1 #C(N |
69 | lunw | carcinoma(3.21) | LCC(14) |
45 | brain | carcinoma(2.21) | ADCi34)
17 | brain | carcinomai1.17) | 3DC(21
43 | brain | carcinomai2.1%) | ADC(23)
30 | brain | carcinomai2.06) | ADC(3H) |
77 | lung | carcinomald.05) | SCC(3IN 1
90 | luna | carciroma(4.18) | ADC(9) 1
89 | lung | carcinomald.17) | ADC(83) 1
0 | lung | carcinoma(3,22) | SCC{d) | :

33. dbra. 35 esetbdl allo korlatozott klaszter analizis Treeview képe
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A expresszids kiilonbségeket mutatd biomarkerekre (Lasd korabbi 14. tdblazat)
korlatozddo klaszterezés erésebb korreldcidét eredményezett. Amikor a cyclin D1, cyclin
D3, pl16, p53, caspase-3, -8, -9, CD44v6, [B-catenin, CD138 és collagen XVII volt
kombinalva, a 16 agyi attét — 6sszerendezve mind a 29 markerrel (Betegek és Mddszerek,
3. tablazat) — ismét klaszterbe rendez6dott, azonban a csoport itt kisebb volt (n=20), a

korreldcié viszont er6sebb (0,74) (34. abra).

i

34. dbra. 20 esetbdl allo korlatozott klaszter analizis Treeview képe
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Correlation: 0.74

(LC=1, LCMet=3, BrMet=16/20)

R33(D07)

ni6

38 | brain | carcinomaf2.14) | SCC(6) |
41 | brain I carcinoma(2.17) | SCC(5) |
50 | brain | carcinomaf3.02) | LCC(1) |
43 1 brain I carcinomar2.19) ADC (23
77 1 lunag | carcinoma(4.05 1 SCC(37) |
64 | brain | carcinoma(3.16) | ADC(11)
44 1 luno | carcinoma(2.2) | ADC(69) 1
66 | brain | carcinoma(3.18) | ADC(7) |
46 | brain I carcinoma2.22) | SCC(3) |
62 | lung | carcinoma(3.14) I SCC(17) |
56 | brain | carcinoma(3.08) | SCC(8) |
42 | luno | carcinoma(2.18) 1 SCC(30) |
61 | brain | carcinoma(3.13) | SCC(13)
11 | brain I carcinomafl.11) | LCC(12)
10 | brain I carcinomail.1) I SCC(73) |
23 | brain | carcinomaf1,23) | RDC(12)
1 brain I carcinoma(2.15) | SCC(7 |
35 I brain I carcinomar2.11) | sccln 1
45 |1 brain I carcinoma(2.21) | ADC
30 | brain | carcinoma(2,06) | RDC(S) 1

A lehetS legerGsebb pozitiv korrelaciot (0,93) akkor figyeltiik meg, amikor az antitest
panel a cyclin D1, -D3, p16, Ki-67 és collagen XVII markert tartalmazta; a klaszter itt 24
esetbdl (16 BrMet, 7 LCMet, 1 LC) allt.

7.2.3.3. A biomarker expresszidk és a betegek tulélése kozti 6sszefliggések

Az agyi attétet adott és nem adott daganatok kdzott a teljes tulélésre vonatkozéan

szignifikdns kilonbséget talaltunk (p<0,0001) (35. abra).

100+
p<0,0001

No brain metastasis
50

Percent survival

Brain metastasis

0 T T T
0 25 50 75

Survival after 1st diagnosis (months)

35. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék agyi attétet ado és nem adé NSCLC-ben

80



dc_1708_19

A 34. 3bran bemutatott, klaszteren belili csoportok esetei szignifikdnsan rosszabb

progndzissal jartak, mint a klaszteren kivili esetek (36. abra)

100 -+
p<0,0001
S
>
5
)
= 50+ Out-Cluster
]
3
a
In-Cluster
0 T T T
0 25 50 75 100 125
Survival after 1st diagnosis (months)

36. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék a klaszteren beliili és kiviili esetekben

A B-catenin IHC pozitivitdsanak gyakorisaga az LC csoportban 91%, az LCMet csoportban
69%, mig a BrMet csoportban 52% volt (p=0,03), és kedvez6 prediktora volt a tulélésnek
(91 hénap vs. 36 hénap; p=0,289) (37. dbra).
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37. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék NSCLC-ben, fliggben a -catenin expressziotol
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7.2.4. Protein expresszio vizsgdlata agyi dttétet ado tiidérdakok szévettani
altipusaiban [7]

A #6 vizsgdlatban elemzett 59 primer tlid6rak és 26 agyi attét kozil 26 primer
tumorban és azok agyi attéteiben a 29 antitesttel végzett IHC eredményekbdl szovettani
alcsoport elemzést végeztiink. Kontrollként tovabbi 26 primer tlid6tumor szolgdlt, ahol a
betegeknél hosszu utankdvetés mellett sem volt megfigyelhets agyi attét megjelenése. Az
agyi attétek el6rejelzésére hasznalt regresszids analizis eredményeképpen ADC-ben a
magasabb kollagén XVII (p=0,011), mig SCC-ben az emelkedett caspase-9 (p=0,008),
CD44v6 (p=0,031), valamint a csokkent CAS (p=0,029) és Ki-67 (p=0,032) expresszid jart

egyltt agyi attét kialakuldsaval (15. tablazat).

ADC SCC
) + caspase-9
o o + kollagén XVII
Tiidorak agyi attéttel vs. + CD44v6
tidorak agyi attét nélkiil _CAS
—Ki-67

Agyi attétben biomarker p16, topolla, CAS,

a ) caspase-3
nyerése syndecan-1, cyclin D1
Agyi attétben biomarker )

, B-catenin
vesztése

+: magasabb expresszid, —: alacsonyabb expresszid; Félkovér jelzés: p<0,001 szintd szignifikancia

15. tdbldzat. Biomarker expresszid agyi attétet ado és nem adé tiidérakokban

Megvizsgaltuk a kilénb6z6 biomarkerek nyerését és vesztését a metasztazis képzés sordn
(15. tablazat). ADC-ben a pl6, topolla, syndecan-1, CAS és cyclin D1 expresszid
szignifikdnsan novekedett (valamennyi esetben p<0,05), és nem szignifikdnsan ugyan, de
novekedett a cyclin D3 és a Ki-67 expresszid is (p=0,066 és p=0,083). SCC-ben minddssze a
caspase-3 expresszido novekedését észleltiik (p<0,05). Biomarker elvesztést kizardlag az
ADC alcsoportban detektdltunk a B-catenin vesztése formdjaban (p=0,037), mig az
E-cadherin és bax markerek expresszié csokkenése megkozelitette a statisztikailag

szignifikdns mértéket (p=0,054 és p=0,059).
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A dohdnyzds és a vizsgdlt markerek (16. tablazat). Attétet adé ADC-nél pozitiv korrelacié
volt kimutathaté a dohanyzds mértéke és a p16 (p=0,024), valamint a caspase-8 (p=0,045)
expresszio kozott. A nem-metasztatizdld6 SCC csoportban negativ korreldcié volt
megfigyelhet6 a dohdnyzds mértéke és a caspase-3 expresszido kozott (p=0,039). Agyi
metasztazist adé SCC-ben negativ korrelacido volt észlelhet6 a dohanyzds és p27
expresszio kozott (p=0,038), fontos azonban megemliteniink, hogy ebben a
betegcsoportban egyetlen eset kivételével a betegek mindannyian — vagy korabban, vagy
a mintavétel idején is — dohdnyoztak.

A nem és a vizsgdlt markerek (16. tablazat). N6knél ADC-ben csokkent cyclin D1
expressziot taldltunk a férfiakhoz képest, de csak a nem-metasztatizald csoportban
(p=0,016). SCC esetén nem talaltunk kilonbségek a nemek tekintetében az egyes
biomarkerek kozott.

A peritumordlis 6déma és a vizsgdlt markerek (16. tablazat). ADC esetén nem talaltunk
eltérést ebben a vonatkozasban, sem a primer tumorban, sem a metasztazisban. Primer
SCC esetén az emelkedett B-catenin (p=0,026) és E-cadherin (p=0,026), ugymint a
csokkent caspase-9 (p=0,037) expresszido szignifikdns 0Osszefliggést mutatott a
peritumordlis 6déma nagysagaval. Az SCC agyi attéteiben a csokkent CD44v6 expresszid

mutatott erésen szignifikans korreldciot a peritumordlis 6déma nagysagaval (p=0,002).

ADC SCC
Nem Agyi Nem Agyi
metasztatizdlé | attétképzd Agyi metasztatizadlé | attétképzé Agyi
primer primer attét primer primer attét
tadérak tudérak tldérak tlid6érak
+pl6
Dohanyzas + caspase-8
- caspase-3 -p27
NGi nem
- cyclin D1
. . + B-catenin
Peritumoralis .
. + E-cadherin
6déma
- caspase-9 - CD44v6
+: emelkedett expresszid, —: csokkent expresszio

16. tabldazat. Biomarker expresszios kiilonbségek ADC és SCC kozott a dohdnyzas, a nem és az agyi
attét koral kialakult peritumoralis 6déma fliggvényében
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7.2.5. mMTOR protein expresszio vizsgdlata agyi dttétet ado tiidérakban [8]
7.2.5.1. p-mTOR, p-S6 és Rictor expresszid meghatarozasa primer tiidé ADC-ben (n=67)
és tiidé ADC-k agyi attéteiben (n=67).

Emelkedett p-mTOR expressziot (H-score atlag >110), p-S6 expressziot (H-score
atlag 2115) és Rictor expressziét (H-score atlag >60) detektaltunk a primer ADC-k 33%,
34% és 37%-aban, tovabba tid& ADC-k agyi attéteinek 79%, 70% és 66%-aban. Az atlag
H-score értékek valamennyi esetben magasabbak voltak az agyi attétekben, mint a primer
tid6tumorokban (p-mTOR: 84455 vs. 136149, p<0.0001; p-S6: 97+61 vs. 136154,
p<0.0001; Rictor: 54148 vs. 8757, p<0.001) (38. dbra).

200{P-MTOR expressions 300 P-S6 expressions
% .
I 1 T 1
5 2501
00 200
-
WE - a
T kS
10 1007
5 —_ 504
- o
T T T —
Primary ADCs Brain metastases Primary ADCs Brain metastases

0 Rictor expressions

H-score

T T
Primary ADCs Brain metastases

38. dbra. p-mTOR, p-S6 és Rictor protein expresszios szintek (H-score) primer tidé ADC-ben és
tidé ADC-k agyi attéteiben. (*: p<0,01, **: p<0,001)
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7.2.5.2. mTORC1 és mTORC2 aktivitds meghatdrozdsa primer tidé ADC-kben (n=67) és
tiid6 ADC-k agyi attéteiben (n=67)

A daganatok mTORC1 és mTORC2 aktivitasat a p-mTOR, p-S6 és Rictor protein
expresszio alapjan becsiltik meg (39. abra). A p-mTOR immunfest6dés eréssége korreldl
az mTOR kindz aktivitdsaval, amely része mindkét komplexnek. A p-S6 expresszid korrelal
az mTORC1 aktivitdsdval (az mTORC1 aktivadlja a p70S6K-t, amely foszforildlja a
riboszomalis S6-ot), a Rictor (az mTORC2 eleme) expresszidja pedig korreldl az mTORC2

aktivitasaval.
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39. dbra. mTORC1 (p-mTOR, p-S6) és MTORC2 (p-mTOR, Rictor) aktivitas reprezentativ képei
tlid6 ADC agyi attéteiben. A bal felsé sarokban az IHC H-score érték lathaté. Alacsony
mTORC1/alacsony mTORC2 aktivitds (a-c), magas mTORC1/magas mTORC2 aktivitas (d-f). (x200)

7.2.5.3.  p-mTOR, p-S6 és Rictor expresszid a vizsgalt klinikopatoldgiai paraméterekkel
Osszefliggésben

A ,magas” és ,alacsony” p-mTOR, p-S6 és Rictor expressziok sem a primer
tumorokban, sem pedig az agyi attétekben nem mutattak korreldciét a vizsgalt klinikai

paraméterekkel (életkor, nem, dohanyzasi statusz, agyi attét mérete), ugyanakkor primer
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ADC-ben megfigyelhet6 volt egy trend a magasabb TNM stadium és az emelkedett Rictor
expresszio kozott (p=0.067). Emellett az emelkedett Rictor expresszid gyakrabban fordult
el6 szoliter agyi attét esetén, Osszehasonlitva a multiplex attétekkel (70% vs. 33%,

p=0,061).

7.2.5.4. p-mTOR, p-S6 és Rictor expresszio primer-attéti tumorpar szévetmintakon

A pdrositott tumormintakban (n=15) a primer tumor és agyi attéte kozott
expresszios kilonbozéséget figyelhettik meg a p-mTOR-ndl és a p-S6-ndl az esetek
60%-aban (9/15), mig a Rictornal az esetek 40%-aban (6/15). Az expresszios
kilonboz6séget mutatd agyi attétek legtobbjénél az mTORC1 aktivitds emelkedett
(p-mTOR: 6/9, p-S6: 8/9), ugyanakkor a Rictor expresszié az agyi attétet add primer
tumorok 67%-aban (10/15) volt magas (40. dbra).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

p-mTOR p-S6 Rictor

B expresszid: primer tumorban magas, agyi attétben magas
M expresszid: primer tumorban alacsony, agyi attétben magas
I expresszid: primer tumorban magas, agyi attétben alacsony

expresszio: primer tumorban alacsony, agyi attétben alacsony

40. dbra. p-mTOR, p-S6 és Rictor expresszid valtozdsok megoszlasa primer tiidé ADC-kben és
agyi attéteikben

Magas Rictor expresszid volt megfigyelhetd az agyi attétet add primer tumorok 67%-aban,

szemben az agyi attétet nem adott primer tumorok 28%-os aranydval (p<0.01).
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7.2.6.Attétképzédés genomikai vizsgdlata tiidé adenocarcinomdban [9]

A #9 vizsgalatban egy 25 éves, nemdohdnyos, mar a diagndziskor agyi- és
csontattétet adott, EGFR szenzitizdl6 mutacié pozitiv tidé ADC-ben szenvedé férfi
kortorténetét és a primer tlid6tumor recidivajabdl, a csont-, a maj- és a nyirokcsomé
attétbdsl szdrmazd autopszids, fagyasztott tumormintdk teljes genom szekvenaldasanak
eredményeit dolgoztuk fel. A molekularis genetikai vizsgalatok rendkivil részletes és
szertedgazd volta miatt e helyltt csak a klinikai szempontbdl legrelevansabb

eredményeket ismertetjik.

Neurolégiai tlinetek kapcsan felfedezett agyi attét mditéti eltavolitdsat kodvetGen,
tekintettel a IV stddiumu (agyi- és csontattét), EGFR exon 19 delécio pozitiv tiid6 ADC-re,
gefitinib kezelés indult, amelyre parcialis remisszié kovetkezett be (41. dbra). Progresszid
16 hénappal késébb jelentkezett, amikor is EGFR T790M rezisztencia igazolddott a recidiv
tudétumor bronchoscopos mintdjabol. 1 ciklus cisplatin-pemetrexed kezelést kovetéen —
cisplatin okozta mellékhatasok miatt — a terdpidt pemetrexeddel folytattdk, majd 8
honappal kés6bb — Gjabb progresszié miatt — afatinibre (2. generacids, irreverzibilis EGFR-
TKI) véltottak. A beteg a diagndzis feldllitasat kovet6é 33. hénapban hunyt el. Kizardlag a
boncolas igazolta a kicsiny maj- és nyirokcsomé attéteket, azok a néhany nappal kordbbi

CT vizsgalat soran nem voltak detektalhatok.

cisplatin autopsy
treatment | gefitinib {_} || afatinib |
time (months) | 1 5 17 25 33>
EGFR mutation
‘ primary lung adenocarcinoma | *
brain metastasis 1 brain metastasis 2 I
bone metastasis 1 bone metastasis 2 | *

liver metastasis | *

LN metastasis | *
T

41. dbra. A betegség id6beni lefolydsa és az alkalmazott onkoterapiak f6bb lépései
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A szomatikus mutdciok pontos detektdldsa. Annak érdekében, hogy detektaljuk a
szomatikus mutdcidkat, beleértve az SNV-ket (single nucleotide variations) és az indeleket
(kis inszercidk és delécidk), megvizsgaltuk a recidiv primer tumort és a metasztazisokat,
majd 0Osszevetettik a periférids vér DNS mintdjaval. A megfelel6 szlrémddszerek
alkalmazasaval kapott végs6 adatok 9832 SNV-re, 330 inszerciora és 485 delécidra
vonatkoztak (42. abra A-D). Az SNV allél frekvencia (AF) megoszlas arra utal, hogy a
csont- és a majattétben magasabb volt a tumortartalom, az ugyanazon mintaban

megfigyelhets kett6s csucs pedig szubklonalis mutaciok meglétét jelzi (42. dbra E).
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42. dbra. A vizsgalt mintakban detektalt mutacidk (A, B), az egyes mintak kozti atfedések (C, D),
valamint az SNV AF-ek megoszlasanak bemutatdsa (E)

Minddssze két driver mutdcid a metasztatikus tiidé ADC-ben. Valamennyi mintdban
megtalaltuk az EGFR exon 19 aktivdldé mutaciét, valamint az gefitinib terapia
rezisztencidért felel6s EGFR T790M mutaciot. Emellett kimutattunk a 17-es kromoszéman
— heterozigdtasag vesztés kovetkeztében létrejott — homozigdta TP53 R280T mutdciot is.
Semmilyen mds szomatikus mutaciét nem talaltunk a vizsgdlt mintakban, ami arra utal,
hogy az EGFR aktivaci6 és a TP53 inaktivaci6 o©nmagdban elegend6 a tidé

adenocarcinoma kialakulasanak beinditasahoz.
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A cisplatin kezelés okozta mutdciok detektdldsa A vizsgalat egyik f6 célja volt az onkoldgiai
kezelés indukalta mutacidk detektdldsa a metasztatizalds folyamatanak jobb megértése
céljabdl. Azt feltételeztik, hogy az ilyen mutacidk valdszinlleg szubklonalisak lesznek,
amennyiben a kezelés egy mar meglév6é tumorhelyet vagy metasztazist érint, de
klonalisak, ha az attét a kezelést kovetben, egyetlen sejtbdl fejlédik ki. A vizsgalat sordn
valéban tudtunk detektdlni mutacidkat kiilénb6z6 allélfrekvenciaval.

Annak vizsgalatara, hogy az egyetlen ciklus cisplatin terapia valéban mutagén volt-e,
cisplatin-kezelt humén sejtvonalak mutéciés spektrumanak alapjan®® definidltunk egy
cisplatin-indukdlta triplet SNV mintazatot, és kerestik ennek megjelenését a
tumormintdinkban mar detektalt SNV-k kozo6tt. A valamennyi tripletmintazatra vald
lebontds, amely szerepel a COSMIC adatbazisban primer tlid6rakra és a mintavételezett
attétekre vonatkozéan™®, valamint a cisplatin mintdzat megmutatta, hogy a cisplatin SNV
hozzajarult mind a primer tlid6tumor, mind pedig a csont- és nyirokcsomd-metasztazisok
mintajanak azon egyedi mutacidihoz (43. dbra A), melyek nem voltak jelen a TCGA-
eredetli, cisplatin kezelésben nem részesiilt, dohdnyos és nemdohanyos betegekbdl
szarmazo tid6 ADC és SCC génszekvencidkban (43. dbra B). Mindez arra utal, hogy
valéban cisplatin-indukalta SNV-ket detektaltunk a cisplatinnal kezelt betegiink

tumormintaiban.
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43. dbra. A cisplatin kezelés mutagén hatdsanak igazoldsa a COSMIC adatbazis (A) és a TCGA
tlidérakra vonatkozé teljes genom szekvendlds eredményeinek (B) felhasznélasaval
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Strukturdlis atrendezédések hatdsa az EGFR génre. Annak vizsgalatara, hogy az afatinib
kezelés okozott-e valtozast az EGFR génben, génkdpia szam analizist végeztiink. Az EGFR
|6kusz és a teljes 7-es kromoszoma szekvencia-lefedettsége azt mutatta, hogy az EGFR
gén amplifikalédott is (44. dbra), amely jelenség gyakran megfigyelhet6 EGFR mutdns
tlid6é ADC-ben.
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44. abra. Az EGFR gén amplifikacidjat az illesztett szekvencia megndvekedett lefedettsége
mutatja. B1 és B2 jelzi a két leképezett toréspontot.

Az amplifikaciés események idGzitésének becslésére meghataroztuk az egyes EGFR allélok
kdpiaszamat, feltételezvén, hogy a T790M mutacié az exon 19 deléciét (e19del) hordozd
allélon kovetkezett be, és felhasznalvdan az AF informacidkat és a tumortartalomra
vonatkozo adatokat. Ez utébbiakat a heterozigdtasag vesztést szenvedett TP53 Idkuszon

|évd csiravonal SNP AF-ekbdl pontosan ki tudtuk szamitani.

Minden minta kilonb6z6 volt: egy normal allél mellett a primer tumor (lung) egy e19del
allélt és tiz tovabbi e19del+T790M allélt tartalmazott, mig a tdvoli metasztazisok két
el9del allélt és egy vagy két e19del+T790M allélt tartalmaztak (45. abra). A nyirokcsomé
mintaban a szamitdsok az e19del+T790M allélbdl 1,5 kopidt jeleztek, ezért ugy véljik,

hogy ez két sejtpopuldciénak a keveredésébdl adddott.
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45. dbra. A vad tipust (wild type = wt), exon 19 delécidt (e19del) és e19del+T790M mutdciét
tartalmazo EGFR allélok képiaszama a recidiv primer tidétumorban (lung), a csontattétben
(bone), a majattétben (liver) és a nyirokcsomo metasztazisban (LN)

A tumor névekedésének és terjedésének filogenetikai modellje. A szomatikus mutdacidk
szovetmintak kozti eloszldsa lehet6évé tette a tumor filogenezisének d&brdzolasat,

amelyben a korai és kés6i EGFR amplifikaciés eseményeket is jeleztiik (46. abra).

gefitinib cisplatin afatinib waGs
+ + + 1
p53 R280T EGFR EGFR genome-wide  EGFR amplification 2
EGFRe19del amplification 1 T790M SNV, DNV genome-wide SV

/
/
Primary lung
~\ sample
Brain metastasis
Liver metastasis
sample

LN metastasis

founder mutations sample

EGFR amplification 1
EGFR T790M

cisplatin mutations Bone metastasis
EGFR amplification 2 sample

46. dbra. A primer tiid6tumor és az attétek kapcsolatat bemutatd filogenetikai modell. A cisplatin
altal indukalt mutans szubkldnokat is dbrazoltuk.
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7.3. EGFR-TKI kezelés prediktiv faktorainak vizsgalata tiidérakban

A

7.3.1. Jelentés prediktiv értékii EGFR mutdcio agyi dttétet adé tiidérakban [10]

Ebben a vizsgalatban egy 63 éves, nemdohdnyzé n6beteg tumormintdjat dolgoztuk
fel 2004-ben az EGFR statusz meghatarozdsa céljabdl, akkor még igen Uttérének szamito
molekuldris bioldgiai mddszerek alkalmazasaval.

A beteg anamnézisében 2000-ben — adenocarcinoma miatt elvégzett — jobb fels6
lobectomia szerepelt. A mdtéti szovettan grade Il tumort igazolt érbetoréssel és a
etoposid adjuvans kezelésben részesiilt. Kozel 3 éven at tlinet- és panaszmentes volt,
majd 2003-ban neuroldgiai tiinetek kapcsan multiplex agyi attét igazolddott (47. dbra A).
2003 szeptemberében 12x3 Gy WBRT (teljes agyi besugarzas) kezelés tortént. A koponya
irradiacio befejezése utan 6 héttel készilt koponya MRI javulast nem mutatott.

A néhany hdénappal korabban a szakirodalomban megjelent biztatdé eredményi
esetismertetésekre alapozva — az Orszdgos Gyogyszerészti Intézet engedélyének
birtokdban — 2004 januarjatdl napi 250 mg gefitinib (Iressa) kezelést kezdtiink**®. Harom
héttel kés6bb neuroldgiai statuszaban dramai javulas volt megfigyelhetd. Nyolc héttel a
terdpia megkezdése utan a koponya MRI mérsékelt regressziét irt le, majd Ujabb 8 héttel

kés6bb az agyi attétek teljes regresszidjat igazolta (47. dbra B).

47. abra. A multiplex agyi attét koziil a bal oldali parietalis lebenyben lévén (nyil) mutatjuk be a
nagyfoku regresszidt. A: Gefitinib kezelés el6tt, B: 4 honapos kezelés utan.
8 hdnappal a gefitinib kezelés megkezdését kovetben a beteg tovabbra is tinet- és

panaszmentes volt, a rendszeres kontroll koponya MRI vizsgalatok pedig nem jeleztek

attétet.’

3 Az eset publikadlasakor 8 hénapos utdnkovetési adat allt a rendelkezésiinkre, azonban érdemes
kihangsulyozni, hogy a beteg progressziémentes tulélése tébb mint 4 év volt.
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Mivel 2004 aprilisdban napvilagot latott az a nagy horderejli felfedezés, amely szerint az
EGFR gén kindzdoménjének bizonyos aktivald mutdcidit hordozé NSCLC-k egy része

73,74

rendkivili érzékenységet mutat az EGFR-TKI gefitinibbel és erlotinibbel szemben’™"", ezért

a 2000-ben eltavolitott primer tumor FFPE blokkjabol EGFR meghatdrozast végeztiink.

EGFR mutdcio analizis. A 18-as és a 21-es exon vad tipusunak bizonyult. A 19-es exon
szekvendldsa az ATP-hely korll bekovetkezett heterogén mutacié (L747-S752 delécio /
P753S) megjelenését igazolta (48. dbra A). A szekvenciavaltozdst az eredeti DNS-mintdk
két fliggetlen PCR-reakciéjanak mindkét irdnybodl elvégzett szekvenaldsaval igazoltuk. Az
eredményeket a PCR-termékek plazmidokba térténé kldonozasaval és a kldnok univerzélis
primerekkel torténd szekvenaldsdval megerGsitettiik. Ugyanez a mutacié az egyes PCR-
termékek mind a hat klénjaban megtaldlhatd volt, ami arra utalhat, hogy a FISH-analizissel
megallapitott génamplifikaciéd els6sorban a mutdns allélre vonatkozott. A periférias
fehérvérsejtekben, illetve a mdltéti szovettani blokkban [évé tumor korili normal

tuddészovetben nem taldltunk mutacidt, ami jelzi a mutdcio szomatikus eredetét.

FISH analizis. Ennek soran az EGFR génamplifikacidjat észleltlik (48. dbra B).

Tumor . 2 L747-5752del,
forward ‘ U A e finf PORARRA A A R P753S

ATCAAGGAATTAAGAAAAGCAACATCTCCGAAAGCCA wild type
CGAAAGCCA
Tumor ) i . " ) L747-5752del,
reverse § anhanfioah Al LA ,'H" P7535
A ATV B AN L i
A

48. dbra. A primer tumor EGFR génmutacio (A) és EGFR génamplifikacio (B) pozitivnak bizonyult

EGFR immunhisztokémia. Egyes latoterekben EGFR IHC pozitivitds, mig mashol negativitas

olt megfigyelhet6, ami utal a daganat intratumoralis heterogenitasara (49. dbra).

49. dbra. Heterogén EGFR immunfest6dés a primer tiid6tumorban (x40)
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7.3.2. EGFR mutdcio, amplifikdcio és protein expresszio vizsgdlata tiido

adenocarcinomdban [11]

A fenti esetismertetés vizsgalati tapasztalatait felhasznalva, elvégeztik 127, tiid6
ADC-ben szenved6 betegnél az EGFR stdtusz (génmutdcid, génamplifikacid, protein

expresszio) prospektiv meghatarozasat. Eredményeinket a 17. tablazatban foglaltuk

ossze.
Mutation+ FISH+ Amplified™ IHC+
(Nmut+/ (N FISH+/ (Namp+/ (N HC+/
NY- N Y- N Y- NY-
Parameter Y All % examingad) P %  examined) P % examingd) P % examined) P
Total 127 135 (17126) 40 (39/97) 6 (6/97) 59 (68/116)
Sex
Female 74 16 (12/74) 0.286 42 (24/57) 0.649 7 (4/57) 1.000 58 (39/87) 0.916
Male 53 10 (5/52) 38 (15/40) 5 (2/40) 59 (29/49)
Smoking status
Currentfformer 52 4 (2/51) =<0.0001 42 (16/38) 0.354 5 (2/38) 0366 64 (32/50) 0.388
Never 3 42 (13/31) 54 (13/24) 13 (3/24) 73 (22/30)
Female 25 40 (10/25) 0676 47 (919) 0327 11 (219) 0521 71 (17/24) 1.000
Male 8 50 (3/8) 80 (4/5) 20 (15 ) 83 (5/8)
Unknown 44 5 (2/44) 71 (25/35) 3 (1/38) 39 (14/36)
Age (year) +/- 549 58.3/540 0086 54.1/567 0.163 50.3/56.0 0.135 55.0/546 0.795
Mutant 17 63 (10/16)  0.051 25 (4ne) 0007 73 (11115) 0.204
Wild type 109 36 (29/80) 3 (2/80) 56 (56/100)
FISH+ 39 26 (10/39) 0.051 66 (25/38) 0.377
Amplified” ] 67 (4/8) 0.007 100 (6/6) 0.078
FISH- 58 105  (6/57) 57 (30/53)
IHC+ 68 16 (11/67) 0.204 45 (25/58) 0317 1 (6/55)  0.078
HC- 48 8 (4/48) 36 (13/36) 0 (0/36)
IHC score
0-99 74 81 (6/74) 0025 3 (17/55) 0.077 0 (0/55) =0.0001 35 (26/74) =<0.0001
100-199 2 16 (4/25) 57 (12/21) 5 (1/21) 100 (25/25)
200-300 17 A (5/16) 60 (915) 3 (5/18) 100 (1717)
Specimens of 90 primary fumors and 37 metastases were obtained from 21 pathology departments. There were seven bronchoscopic biopsies and
two small brain biopsies. The others were samples of surgical resections of the standard size. amp, gene amplification; mut, mutation.
*Subgroup of the FISH+ group.

17. tdbldzat. Az EGFR mutacids, FISH, és IHC statusza, valamint a tiid6 ADC-s betegek
klinikopatoldgiai jellemzGi kbzotti 6sszefliggés prospektiv analizise

EGFR mutdcio analizis. Az esetek 99%-aban (n=126) sikeres volt az analizis. 17 esetben
detektaltunk mutaciot (13,5%), kozulik 9 volt exon 19 delécid és 7 volt exon 21
pontmutacid (6x T2573G>L858R, 1x T2582A>L861Q) (50. adbra, A és B). Ezek mellett az
EGFR-TKI terdpiara ismerten pozitiv prediktiv értékd mutacidk mellett identifikaltunk egy

Uj pontmutaciot is a 19-es exonon (G2227A>A743T).
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50. dbra. Az exon 19 delécié (del2235-2249 del746-750) (A) és az exon 21 pontmutacid
(T2573G>L858R) (B) kromatogramja

A mutacios arany feltlin6en magasabb volt a nemdohanyosokban (42%) mint a jelenlegi
és korabbi dohanyosokban (4%) (p<0,001).

Tendencia volt megfigyelhet6 a magasabb EGFR mutdciés ardny és a n6i nem, a FISH
pozitiv esetek, illetve az EGFR IHC pozitiv daganatok kozott. Amennyiben az IHC H-score
értékeket 3 kategdriaba soroltuk (0-99, 100-199, 200-300), ugy a korrelacid6 mar
szignifikdnsnak bizonyult (p=0,025).

EGFR FISH analizis. 118 betegnél tortént FISH analizis, ami 97 esetben volt sikeres
(51. abra). Az esetek 40%-a (n=39) FISH pozitivnak bizonyult, kdzilik 6 esetben taldltunk
EGFR génamplifikaciot. Egy minta EGFR amplifikaciot és poliszémidt mutatott, a tobbi
esetben a poliszomia amplifikacid nélkil volt jelen. Diszémia volt jelen 42 esetben,
alacsony triszdmia 1 esetben, magas triszémia 14 esetben, mig alacsony poliszémia 1

esetben. Ezeket a mintakat FISH negativnak értékeltiik (60%).

51. dbra. FISH analizis tiid6 ADC-ben. C: diszdmia, D: magas triszémia, E: magas poliszémia,
F: génamplifikacid. Az EGFR gén szignal voros szind, a 7-es kromoszéma szignal zéld szin(i.
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Szignifikans kapcsolat volt megfigyelhetd az EGFR génamplifikacié és az EGFR génmutacid

jelenléte kozott (p=0,007).

EGFR IHC analizis. Az EGFR protein expresszidé meghatdrozds az esetek 99%-aban volt
sikeres (n=116). Overexpresszi6 68 betegnél volt detektdlhaté (59%). Nem volt
szignifikans Osszefliggés megfigyelhet6 az IHC pozitivitds és a vizsgalt klinikopatoldgiai
paraméterek kozott (életkor, nem, dohanyzasi statusz). Habar valamennyi génamplifikalt
esetben intenziv EGFR membranfest6dést tapasztaltunk, statisztikailag a protein

expresszido nem mutatott 6sszefliggést a génkdpia szdmmal.

Mintaanalizis mindhdrom fenti mddszerrel. Kilencven beteg esetében mindharom
vizsgdlati médszert sikerrel alkalmaztuk, igy ez a populdcié az EGFR statusz alapjan 8
alcsoportra volt oszthatd (52. abra). Ebben megnyilvanul a harom maddszer fliggetlensége
az EGFR statusz elemzésére vonatkozdan. A mutacid-, a FISH- és az IHC pozitiv betegek
egyik alcsoportja sem fedte at egymast teljesen, igy egyik mddszer sem helyettesitheti a
masikat, vagy szolgdlhat preszelekcidos mddszerként. A tid6 ADC-knek csak minddssze

24% -a volt teljesen negativ EGFR statuszd mindharom maodszerrel.

+ + + 7 7,8%
+ + - 3 3,3%
+ - + 3 3,3%
+ - - 1 1,1%
- + + 18 20%
- + - 10 11,1%
- - + 26 28,9%
- - - 22 24,4%
*Amp+ Mut+ 4 4,4%
*Amp+ Mut- 2 2,2%

52. dbra. Az ADC betegek alcsoport elemzése az EGFR statuszok alapjan.
* FISH alcsoportok, Amp: amplifikacié, Mut: mutacio.
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EGFR mutdns tumorok terdpids vdlasza gefitinib vagy erlotinib kezelésre. Tiz betegnél
kerilt sor gefitinib vagy erlotinib kezelésre, miutan igazolddott az EGFR tirozinkinaz régio
mutacidja (18. tablazat, prospektiv analizis). Valamennyi betegnél terdpias valasz volt
megfigyelhets, 6t betegnél komplett remisszidé, mig Ot betegnél parcidlis remisszid
formajaban. Az exon 19 delécid pozitiv betegek érzékenyebbek voltak az EGFR-TKI
kezelésre, mint az exon 21 L858R pontmutacid pozitivak. Amig az 6t exon 19 delécid
pozitiv beteghdl négyen komplett remisszidt mutattak, addig az exon 21 L858R pozitiv 6t
betegbdl csak egyetlenegy. A jol reagdld betegek kozil 6t volt FISH pozitiv, kozillik
kett6ben amplifikdcié volt megfigyelhet6. Négy beteg volt FISH negativ, egy esetben
pedig a FISH analizis nem volt sikeres. EGFR protein overexpresszid 6 esetben volt jelen.
Harom EGFR mutans, terdpidra reagalé beteg EGFR IHC negativnak bizonyult. Egy esetben
az IHC nem volt értékelhetd, itt a FISH negativ volt. Egy masik betegnél — aki erlotinibre
parcialis remissziot mutatott — kizardlag génmutacio igazolddott (T2573G>L858R), normal

génkdpia szam és negativ EGFR IHC mellett.

Retrospektiv biomarker analizis EGFR-TKI kezelésre jol reagdlé NSCLC betegek
tumormintdibdl. Annak elemzésére, hogy melyik biomarker rendelkezik EGFR-TKI
kezelésre vonatkozdan a leger6sebb prediktiv értékkel, retrospektiv moédon vizsgaltuk 9
NSCLC beteg tumoranak EGFR statuszat (18. tablazat, retrospektiv analizis). Nyolc beteg
erlotinib, mig 1 beteg gefitinib kezelésben részesiilt. Harom betegnél komplett remisszid,
5 betegnél parcidlis remisszié, 1 esetben pedig stabil betegség volt megfigyelhets. Hét
esetben FFPE tumorminta, mig 2 esetben mindbssze citolégiai kenet allt
rendelkezéslinkre. Ezen esetekben az EGFR IHC utdn a tumorsejteket lekapartuk a
targylemezrél mutdcid analizis céljabdl, igy FISH vizsgdlatra mar nem volt lehet6ség. A
mutdcid analizis mind a 9 esetben sikeres volt. Nyolc betegnél EGFR mutdciot igazoltunk
(hat exon 19 delécid, két exon 21 pontmutdcid). Két betegnél csak bronchoscopos
biopszias minta allt rendelkezésre. Itt a tumorsejt arany olyan alacsony volt, hogy a
standard PCR és szekvenalas technikdaval nem lehetett mutdciét identifikalni. Amikor
azonban mutdcio-dusité PCR-t alkalmaztunk, akkor abban a mintaban, ahol a tumorseijt
arany 25% volt, exon 19 delécidt tudtunk kimutatni. A csak 10% tumorsejtet tartalmazé

szovetmintabdl nem lehetett mutdacio analizist végezni.
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A génkdpia szamot 6 betegnél sikeriilt meghatarozni. Valamennyien FISH pozitivak voltak.
Kett6nél EGFR amplifikacio, négynél pedig poliszdmia volt detektdlhatd. Az egyik parcialis
remissziét mutatd beteg bronchoscopos mintaja mutacié negativ, de poliszémia pozitiv
volt. A terdpids valaszt mutaté 9 beteg kozil 6tnek a tumora EGFR protein

overexpressziot mutatott, négynek pedig IHC negativ volt.

EGFR status
Smoking IHC
Analysis Case Histology Age Sex  stafus Phenatype FIEH (score) Tkl Response
Prospeciive Pr1 ADC 61 F Newver del747-750insP + + (1560) Gefitinib CR
Pr2 ADC 45 F MNever del746-752insV  + (ampl)  + (240) Gefitinib CR
Pr3 ADC 50 M Former  del747-753insS - + (60)  Erlotinib CR
Pr4 ADC a5 F MNever del746-750 + — (@ Erlotinio CR
Pr& ADC 59 F Mever LE58R ND + (120) Gefitinib CR
Pré ADC 67 F Newver del746-750 - + (158)  Erlotinio PR
Pr7 ADC 53 F Mever LB5BR - MO Erlotinit PR
Pra ADC 67 M MNever L858R + — (@ Erlotinio PR
Pra ADC B4 F Mever LE58R - — () Erlotinit PR
Pri0  ADC 55 M Never L35BR + (ampl)  + (270) Erlofinip Primar: PR,
meta: S0
Pr11  ADC 62 M MNever L858R + (150) + (270) Erlotinib,
ceased”
Pri2  ADC 57 F Never del746-750 + (ampl)  + (180) - -
Pr13 ADC 54 F 7 del747-751 + (ampl) + (270) - -
Pri4 ADC 43 F MNever del746-750 + — (5) - -
Pr1s  ADC 56 F Smoker  del747-753insS — + (180) - -
Pri6 ADC 62 F Newver L8610 + + (240) - -
Pri17  ADC a1 M 7 ATA3T - MO - -
Retrospective Rir1  ADC 58 F Mever del747-753insS + + (150) Gefitinib CR
Rir2z  ADC GE F Never del746-750 ND (smear) — (0) Erlotinio CR
Rir3  adsq.c 62 F Former  L85BR + (ampl) + (160) Erlotinio CR
Rird  ADC GE F Never del746-750 ND (smear) - (5) Erlotinio PR
Rir&  ADC 50 M Mever del746-751insA  + (ampl)  + (120) Erlatinib PR
Riré&  ADC 65 F MNever L858R + + (70)  Erlotinit PR
Rir7  ADC T2 F Mever del746-750 WO — (5) Erlotinib PR
Rir8 anap.c. b4 M  Former del746-7501 + - () Erlotinio sD
Rird anapc. 60 F 7 wild type* + + (200)  Erlofinib PR
Each mutant sampla contained only one confirned mutation. All samples were taken before EGFR TKI therapy. ADC, adenocarcinoma; adsqg. c.,
adenosquamous carcinoma; anap. ., anaplastic carcinoma; F, femmale; M, male; meta, matastasis; ?, not known; ND, not determined; ampl, gene
amplification; CR, complete response; PR, partial response; Refrosp, retrospective; S0, stable diseass.
*Cassation due to skin rash.
"Bronchoscopic biopsy specimen with 25% tumor call proportion. Mutant-enriched PCR assay was applied.
*Bronchoscopic biopsy speciman with <10% tumor call proportion. Mutant-enriched PCR assay was applied.

18. tdbldzat. Biomarker analizis EGFR-TKI kezelésre jél reagdlé NSCLC betegek tumormintdibdl

s _es

7.3.3. Klasszikus és ritka EGFR mutdciok eléforduldsi gyakorisagdanak vizsgdlata tiido

adenocarcinomdban [12]

A vizsgalt 814 tiid6 adenocarcinomds betegbdl 580 volt KRAS vad tipusu (wt) (71%)
és 216 volt KRAS mutdns (27%). Tizennyolc esetben (2%) nem tortént KRAS analizis
(53. abra A). 42 klasszikus EGFR mutaciot (5%) (négy betegnél egyideji KRAS mutacidval),
49 ritka EGFR mutdciét (6%) (aminosav cserével jard, nem-klasszikus mutacio; harom

betegnél egyidejid KRAS mutacidval), és 27 szinonim mutdciot (3%) (aminosav cserével
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nem jard, nem-klasszikus mutdcio; kilenc betegnél egyidejii KRAS mutacidval)
detektaltunk (53. abra B). Az esetek 59%-4dban (n=480) kettds vad (wt EGFR/wt KRAS)

mutdcids statuszu daganatot talaltunk.

F 8 3 male
s7 W female
t 6
g
T 5
o
s 4
53
) 5 2
| -EGFR classic g 1
(5%) &
S S N DS
EGFR rare \’“ \o’y \} «""\' o’/h‘y
(6%) & & &S
EGFR & é\,\ﬂ“ & &
synonymous & « & P;)\"'
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100~ 3 never-smaker
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53. dbra. A EGFR és KRAS mutdciok megoszlasa tid6 ADC-ben. A: Mutdcids statusz a teljes
kohorszban (n=814), B: A mutacids statusz és a nem kdzo6tt nincs szignifikdns 0sszefliggés.
C: A KRAS mutacio pozitiv betegek szignifikansan fiatalabbak, mint a klasszikus EGFR mutacio
pozitivak, vagy mint a wt EGFR/wt KRAS daganatban szenvedék (p=0.0002). D: Ellentétben a
klasszikus EGFR mutdcidval, a ritka EGFR mutacidk szignifikans 6sszefliggést mutatnak a
dohanyzassal (p=0.0062). WT: wild-type (wt).

Kiemelend§, hogy 6t beteg esetében G719X vagy L861Q, ritka, szenzitizalé6 EGFR mutaciot
detektaltunk”’. Vizsgalatunkban a 2014. julius 28-an lekért COSMIC adatbazisban
tid6daganatokban mar leirt szinonim és ritka EGFR mutacidkat (n=33) azonositottunk 2.
20 esetben mas szervi malignus daganatban mar kozolt mutaciot taladltunk, és emellett
45, eddig nem publikdlt Uj mutdcidt mutattunk ki.

EGFR T790M rezisztencia mutacidé nem volt egyetlen esetben sem kimutathaté. 16
betegnél 6sszesen 39 mutaciét azonositottunk, ami azt jelenti, hogy ezen betegek

daganatai komplex mutdciés mintazatot (legaldbb két kilénb6z6 EGFR mutacié egyideji

jelenléte egy mintan bellil) mutattak.
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A KRAS mutdns ADC-s betegek szignifikansan fiatalabbak voltak, mint a klasszikus EGFR
mutdans, vagy mint a wt EGFR/wt KRAS daganatban szenved&k (p=0.0002) (53. abra C).
A klasszikus EGFR mutdcid szignifikdns Osszefliggést mutatott a sohasem dohanyzott
stdtusszal az O6sszes tobbi mutdcids allapothoz képest (p<0.0001) (53. dbra D). A ritka
EGFR mutaciék dohdnyzashoz tarsultak, szemben a klasszikus EGFR mutacidkkal

(p=0.0062) (53. 4bra D).

7.3.3.1. Az EGFR/KRAS mutacids statusz és a tulélés vizsgalata.

A klasszikus vs. ritka EGFR mutaciok kilonb6zé hatassal voltak a betegek teljes
tulélésre. Klinikai utdnkovetési adat, beleértve a teljes tulélést is, 419 el6rehaladott
stddiumu (nem reszekalt IlIA, tovabba IIIB — IV) betegnél 4llt a rendelkezésiinkre (19.

tablazat).

Classic EGFR ~ Rare EGFR Synonymous KRAS and
Total Mutation Mutation EGFR Mutation ~ KRAS mutation EGFR wild-type P value
Total 4197 (100) 22¢(5) 267 (6) 165 (4) 807 (20) 2714 (65)
Age (mean + SD) 63.9+£10.3 67.4+:10.4 63.5+9.8 64.3+8.80 59.9+10.9 64.6+9.8 0.003
Gender Male 203 (48) 7(32) 13 (50) 7(44) 37 (46) 135 (50) 0.571
Female 216 (52) 15 (68) 13(50) 9(56) 43 (54) 136 (50)
ECOG status 0 185 (45) 13(59) 13 (50) B (50) 3544 116 (45) 0.709
1-2 223 (55) 9(41) 13 (50) 8 (50) 45 (56) 144 (55)
Unknown data 11 0 0 0 0 11
Smoking status  Never-smoker T0(17) 9(43) 6(23) 3(19) 8(10) 44(17) 0.028
Former smoker 134 (33) 7(33) 6(23) 6(37) 34 (43) 81(32)
Current smoker 198 (50) 5(24) 14 (54) 7(44) 37(47) 131 (51)
Unknown data 17 1 0 0 1 15
Tumor Stage Unresected IITA 68 (16) 2(9) 5(19) 10 (63) 16 (20) 36(13) <0.001
[IIB-1V 351 (34) 20(91) 21(81) 6(37) 64 (80) 235(87)
Data shown in parentheses are column percentages. Categorical parameters of the different mutational groups were analyzed by y°. Age as a continuous variable was analysed in
the mutational groups by analysis of variance and Tukey’s multiple comparison test.
4 KRAS molecular analysis was not done in four cases.
? EGFR molecular analysis was not done in 54 cases.
< Two concomitant KRAS mutations were identified.
“Two concomitant KRAS mutations were identified, and KRAS analysis was not done in two cases.
ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EGFR, epidermal growth factor receptor.

19. tabldzat. Az utankovetési adatokkal rendelkezé, el6rehaladott stadiumu ADC-ben szenvedd
betegek (n=419) f6bb klinikopatoldgiai jellemzéi
A tulélés elemzésekor vizsgaltuk a nem, az életkor, az ECOG PS, a betegség stadiuma, a
dohanyzas, valamint a daganat EGFR/KRAS mutdcids statuszanak szerepét. A férfiak teljes
tulélése lényegesen rovidebb volt mint a néké (HR, 1.32; 95% Cl, 1.04-1.66; p=0.0195).
A jo performansz statusszal (ECOG PS 0) rendelkez6 betegek teljes tulélése szignifikansan

hosszabb volt, mint az ECOG PS 1-2 betegeké (HR, 2.07; 95% Cl, 1.63— 2.62; p<0.0001)
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(54. dbra A). A llIB vagy IV stadiumu daganatban szenveddk teljes tulélése rosszabb volt,
mint a reszekcion at nem esett, de IlIA stadiumu betegeké (HR, 0.637; 95% Cl, 0.478—
0.850; p=0.002) (54. dbra B), ugyanakkor a llIB és IV stddium kozo6tt nem talaltunk
tulélésbeli kilonbséget. Kedvezdbb volt a teljes tulélés a sosem dohdnyzottaknal,
Osszehasonlitva a valaha dohanyzottakkal (HR, 0.666; 95% Cl, 0.497—-0.892; p=0.0063)
(54. dbra C). A klasszikus EGFR mutdcié jelentds tulélési el6nnyel jart, 6sszevetve a wt
EGFR-rel (HR, 0.58; 95% Cl, 0.37-0.91; p=0.020), vagy a KRAS mutaciéval (HR, 0.52; 95%
Cl, 0.31-0.89; p=0.0167) (54. abra D). Ezzel ellentétben a teljes tulélést illet6en nem volt
szignifikdns kilonbség a ritka EGFR pozitiv, a wt EGFR és a KRAS mutans esetek kozott.
Kiemelendd, hogy a KRAS mutdcidonak nem volt teljes tulélést befolydsoléd hatasa.
A multivariacios tulélési elemzések azt mutattak, hogy az ECOG PS és a betegség stadiuma
mellett a klasszikus EGFR mutacid is fuggetlen prediktiv faktora tulélésnek (HR, 0.45; 95%
Cl, 0.25-0.82; p=0.009) [http://links.lww.com/JTO/A803].* Kiemelends, hogy ezzel

szemben a ritka EGFR mutacié nem volt a teljes tulélés szignifikans, fliggetlen elérejelzéje.
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54. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék az elérehaladott stddiumu ADC betegek medidn teljes
tulélésére vonatkozdan. A: ECOG PS 1-2 vs. ECOG PS 0; p<0.0001. B: llIB—IV vs. IlIA stadium;
p = 0.002. C: sosem dohdanyzott vs. valaha dohanyzott; p=0.006. D: EGFR klasszikus mutdns
tumoroknal a median OS szignifikansan hosszabb volt, mint wt EGFR/wt KRAS tumoroknal
(p=0.02), vagy mint KRAS mutans tumoroknal (p=0.002), de nem volt hosszabb,
mint ritka EGFR mutans tumoroknal p=0.529).

* A kiegészit6 digitalis tartalom elérhetéségét [...] jeldltiik.
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7.3.3.2. Az EGFR mutacids statusz és az EGFR-TKI terapidra adott valasz.

Flggetlenll a terapias vonal sorszamatél, a llIB/IV stadiumdu, klasszikus EGFR
mutaciéo pozitiv ADC-ben szenvedé betegeknél szignifikdansan magasabb terdpias
valaszarany (response rate, RR) volt megfigyelhetd, szemben a ritka EGFR mutdns

daganatban szenvedGékkel (71% vs. 37%; p=0.039) [http://links.lww.com/JTO/A803].

Ez a kulonbség megjelent egy statisztikailag nem szignifikans, de klinikailag jelentGs
medidn PFS kulonbségben is (klasszikus EGFR mutdcié: 12.0 hénap, ritka EGFR mutacio:
6.2 hénap; (p=0.076) [http://links.lww.com/JTO/A804]. A median teljes tulélésben nem

taldltunk szignifikans kilonbséget a fenti két betegcsoport vizsgalatakor (p=0.212). Fontos
kihangsulyozni, hogy amikor az 6sszehasonlitandd csoportokat ugy allitottuk 6ssze, hogy
klasszikus EGFR mutacié plusz szenzitizalé ritka EGFR mutacié (G719 vagy L861)™ vs.
egyéb ritka EGFR mutacid, akkor a terdpids vdlaszardnyban szignifikdns kilonbséget

tudtunk detektalni (RR 70% vs. 36%; p=0.044) (55. abra).

3 responder (all lines, n=21)
[l non-responder (all lines, n=16)

m |

EGFR classic+G719x EGFR rare (n=14)
+L861Q (n=23)

201

154

104

Number of patients

55. dbra. Terapias valaszarany 6sszehasonlitdsa EGFR klasszikus mutacio pozitiv plusz szenzitizald
ritka EGFR mutdcié pozitiv vs. egyéb ritka EGFR mutacio pozitiv tid6 ADC-k kozott

Erdemes kiemelni, hogy ezt a felbontast alkalmazva ugyancsak szignifikins volt a

kilénbség a PFS-ben is (p=0.048) (56. abra A) és az OS-ben is (p=0.01) (56. dbra B).

A —— EGFR classic+G719x+L861Q (n=24) B —— EGFR classic+G719x+L861Q (n=25)
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56. dbra. A: PFS és B: OS 0sszehasonlitdsa EGFR klasszikus mutacid pozitiv plusz szenzitizalé ritka
EGFR mutacié pozitiv vs. egyéb ritka EGFR mutacid pozitiv tiidé ADC-k kozott
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7.3.4. EGFR protein expressziot befolydsolé protokoll modifikaciok tiidé

adenocarcinomdban [13]

A retrospektiv analizis soran 50 tiid6 ADC EGFR protein expresszidjat elemeztiik, és
8 esetben taldltunk IHC negativitast az EGFR pharmDx™ kit alkalmazasaval. Tekintettel
arra, hogy a belsé kontrollként szolgalé szoveti strukturdk (periférias idegek, bronchialis
epithelium) gyengén pozitivak voltak, tovdbba, mivel a gyartd altal biztositott kontroll

metszet is pozitiv volt, ezeket a tumorokat EGFR negativnak mingsitettik.

Mivel az antigén feltdrdsi technikdk alapvet6en befolydsolhatjdk az antigén detektdlas
hatékonysagat, teszteltiik az EGFR pharmDx™ kit-et mikrohulldmu stitében, citrat oldattal
tortént antigén feltarast kovetéen el6bb EGFR overexpressziét mutatd fej-nyaki

laphdmrak szévetmintan (57. dbra a, b), majd a tliidé ADC szdvetmintakon (57. dbra c, d).
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57. dbra. EGFR expresszid normal laryngealis epithel szoveten (pozitiv kontroll) (a, b)
és tiid6 ADC mintakon (c, d) EGFR pharmDx™ protokoll (a, c),
majd ennek médositott valtozatanak alkalmazasaval (b, d).
Antigén feltaras: a, c: proteinaz K emésztés és FDA protokoll; b, d: mikrohullamu siitében vald
kezelés, hosszabb inkubalas a primer antitesttel és LSAB elShivé. Figyeljik meg a szignifikdnsan
intenzivebb immunreakciét a ,,b” kép normal epithel sejtjein, 6sszehasonlitva az ,,a” képpel.
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57. 4bra leirasanak folytatasa
A tiidS bronchoalveolaris carcinoma mintajat negativnak mingsitettiik az EGFR pharmDx™ eredeti
FDA protokolljanak alkalmazasat kévetSen (c). Mikrohulldmu siit6ben torténé antigén feltaras,
megnyujtott inkubalasi id6 a primer antitesttel, valamint LSAB el6hivé hasznalatat kbvetéen a
kordbban negativnak tartott tumorsejtek tobb mint 50%-a intenziv membran EGFR
immunfestédést mutatott (d). (EGFRx200)

A vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a specifikus immunreakcié nemcsak az EGFR
membran pozitiv laphamrakos sejteken, hanem a szomszédos normal lapham- és
hengerham-sejteken is er6sebbé valt (57. dbra a vs. b), ami arra utal, hogy az alkalmazott
IHC protokoll modifikacié — tehat a proteindaz-K emésztés helyett az alternativ antigén
feltaras (citrat oldattal, mikrohulldmu sitében) alkalmazasa — jelent&sen javitotta az EGFR
pharmDx™ kit teljesitményét. Fontos kihangsulyozni, hogy ez a moddositds nem
befolydsolta a hattétfest6dést.

Teszteltlik azt is, hogy vajon a primer antitest inkubacids idejének megndvelése, és egy
masik detektald rendszernek, az LSAB kit-nek (jelzett streptavidin-biotin [LSAB]
modszeren alapuld IHC Kit [VitroView™]) az alkalmazdsa befolydsolja-e az EGFR IHC
reakciét. Eredményeink azt mutattdk, hogy a fej-nyakrakos teszt metszeteken ezek a
maddositasok nem befolydsoljdk az EGFR IHC pozitiv sejtek aranyat és a festédés
intenzitasat.

A kovetkez6kben a nyolc EGFR negativnak értékelt tiidé6 ADC mintat Ujra megvizsgaltuk,
és osszehasonlitottuk a mikrohulldamu satében elvégzett antigén feltaras utan alkalmazott
FDA protokoll eredményét a kiilonb6z6 antigén feltaré mddszerek mellett alkalmazott,
egy éjszakan at tartd primer antigén inkubalds mellett és az LSAB detektald kit hasznalata
soran kapott eredményekkel.

Az egyik minta esetében ismételt vizsgdlatokkal sem volt pozitiv reakciéd detektdlhatd a
normal bronchialis epithelium sejtekben, annak ellenére, hogy az alternativ antigén
feltdré modszert alkalmaztuk, és kiprobaltuk a vizsgdlat soran tesztelt valamennyi egyéb
metodikai médositast is. Mindezek alapjan szovetfixalasi probléma gyanuja meriilt fel, és
a mintat osztalyozhatatlannak mindgsitettik.

A megmaradt hét esetbdl négy EGFR IHC pozitivva valt a mikrohulldmu sitében, citrat
oldattal elvégzett antigén feltards és a primer antitest megndvelt inkubacios idejének

kombinalt alkalmazasa kovetkeztében (20. tablazat). A négy pozitiv eset a protokoll
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modifikaciét kovetSen rendkivil kiilonb6z6 EGFR protein expresszidot mutatott; az IHC
pozitiv tumorsejtek szdzalékos aranya 10% és >50% érték kozott valtozott (20. tablazat)

(57. dbrac, d).

Protocol

Case N° FDA MW-FDA FDA-long MW-long

1 0 0 =50 =50
2 0 0 <10 >50
3 0 0 =20 <10
4 0 1 =10 =20
5 0 nt nt 0*
6 0 nt nt 0
7 0 nt nt 0
8 0 nt nt 0

Data are expressed in % of EGFR+ cancer cells. FDA= origi-
nal FDA-approved protocol. MW-FDA= FDA protocol, but
the antigen retrieval was replaced my microwave cooking.
FDA-long= FDA protocol, but the incubation with the pri-
mary antibody was extended to overnight at 4°C. MW-long=
similar protocol to FDA-long, but the antigen retrieval was
switched to microwave cooking. MW-long used LSAB devel-
oping reagent. *=fixation problem

20. tdbldzat. A tidS ADC mintakon EGFR pharmDx™ kit-tel végzett EGFR IHC vizsgélat soran
alkalmazott technikai mddositdsok hatdsa az EGFR IHC reakcidkra

Osszehasonlitvdn a pozitiv tumorsejtek szazalékos aranyat a kiilénbdz8 metodikai
maddositasok alkalmazasat koévetben, nyilvanvalova valt, hogy az EGFR reakciéra a
legnagyobb hatassal a primer antitest inkubacids idejének megnyujtdsa volt, mivel ez
négy — korabban negativnak értékelt — daganatban erGs pozitiv fest6dést eredményezett
(20. tdblazat). Mindemellett, az antigén feltards moddszerének maodositasa tovabb
befolyasolta az EGFR fehérje kimutatasanak hatékonysagat (20. tablazat). Az EGFR
pharmDx™ el6hivéjanak LSAB kit-re térténd cseréje nem valtoztatta meg az EGFR IHC

reakcié specificitdsat vagy intenzitdsat.
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7.3.5. EGFR expresszio vizsgdlata tiidé adenocarcinomdk szévettani altipusaiban [14]

A #14 vizsgalat soran kiegyensulyozott betegszamu kohorszokat hoztunk létre annak
céljabdl, hogy | stddiumu tidé adenocarcinomdk (ADC) szévettani alcsoportjaiban, igy
lepidikus terjedési mintazatot mutaté ADC-ben (LAC) és lepidikus terjedést nem mutato
ADC-ben (NLAC), tanulmanyozzuk az EGFR protein expresszidjat és autofoszforilacidjat

(21. tdblazat). Az utobbit pEGFR (phospho-EGFR; Y1173) antitest alkalmazasaval végeztiik.

Nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a két szovettani csoport kdzott az életkor, a
nem és a daganat EGFR és KRAS molekularis altipusa tekintetében, ugyanakkor az IB
stddium gyakoribb volt a NLAC csoportban (p=0,0002), a nemdohanyos statusz pedig a
LAC csoportban (p=0,017) .

n (%)
Adenocarcinoma Nonlepidic (NLAC) Lepidic (LAC) P

No. patients 110 49 01
Mean age (y) 57.1 542 9.0 NS
Sex

Male 50 (45.5) 26 (53.1) 24 (39.3)

Female 60 (54.5) 23 (46.9) 37 (60.7) NS
Stage

1A 78 (70.9) 26 (53.1) 52(85.2)

IB 32(29.1) 23 (46.9) 9 (14.8) 0.0002
Smoking habit

Smoker 72 (65.5) 38 (77.6) 34 (55.7)

Exsmoker or nonsmoker 38 (34.5) 11 (22.4) 27(443) 0.017
Mutation status

EGFR 22 (20.0) 14 (28.6) 8 (14.6) NS

K-RAS 26 (23.65) 11 (22.4) 15(27.3) NS

Statistical analysis was performed by the ¥~ test.

21. tabldzat. A vizsgalt NLAC és LAC betegek klinikopatoldgiai jellemzéi

//////

kozott a progndzis  szempontjabdl nem  volt  szignifikans kiilonbség

[http://links.lww.com/PDM/A44]°.

A teljes ADC csoport, tovabba a vizsgalt két szévettani altipus EGFR protein expresszidjat

(Hirsch score) 6sszehasonlitva, nem észleltlink szignifikans kiilonbséget (58. abra).

>A kiegészit6 digitalis tartalom elérhet&ségét [...] jeloltik.
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58. dbra. EGFR protein expresszid a vizsgalt ADC altipusokban (LAC, NLAC). Az adatok az atlag £ SD
értéket mutatjak.

A pEGFR IHC vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a pEGFR+ tumorok szignifikansan
gyakrabban fordultak el6 a LAC csoportban, mint az NLAC csoportban (22. tablazat).
Sem az EGFR immunpozitivitdsnak, sem pedig a pEGFR immunpozitivitasnak nem volt

prognosztikai értéke.

n (%)
NLAC LAC P

Incidence of pEGFR + tumors 7/49 (14.3) 22/61 (36.1) 0.01
Surviving patients 3/32(9.4) 16/45 (35.6)
Dead patients 4/17 (23.5) 6/16 (37.5)

P NS NS
Male 1/48 (2.1) 8/61 (13.1) NS
Female 6/48 (12.5) 14/61 (23.0) NS

P NS NS
Smoker 1/38 (2.6) 13/34 (38.2) 0.0002
Nonsmoker 3/11 (27.3) 8/27 (29.6) NS

P 0.031 NS

LAC indicates minimal invasive adenocarcinoma/lepidic variant; NLAC, ad-

enocarcinoma without lepidic growth; P level was determined by the Fisher exact
test; pEGFR, Y1173 phosphorylated EGFR.

22. tabldzat. A pEGFR el6forduldsi gyakorisaga a vizsgalt ADC-k klinikopatolégiai alcsoportjaiban

Habar a nemnek egyre nagyobb jelentGsége van tiid6é ADC-ben — mivel a nemdohanyzé
nékben gyakrabban alakul ki EGFR mutdans tiddérak, ami jél reagdl EGFR-TKI terapiara —,
ennek ellenére jelen vizsgdlatunkban a pEGFR+ tumorok aranya hasonlé volt a nék és a
férfiak korében.

A dohanyzas negativan befolydsolja az EGFR-TKI terapidra valé érzékenységet, ezért
megvizsgaltuk az EGFR autofoszforilaciéjat a dohanyzasi anamnézis fliggvényében. A

konstitutiv EGFR aktivitassal rendelkezé (pEGFR+) tumorok gyakorisaga szignifikansan
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alacsonyabb volt dohdnyosokban, mint nemdohanyosokban, azonban kizarélag az NLAC
alcsoportban (22. tablazat). Erdemes azt is kiemelni, hogy a dohanyos csoportban a LAC
tumorok kozott gyakoribb volt a pEGFR+ eset. Habar a KRAS mutacié gyakorisaganak
tekintetében nem volt kiilonbség a két alcsoport kozott, az EGFR mutacié gyakoribb volt
az NLAC csoportban, de a kiilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans értéket.

Az EGFR protein expresszid vizsgalatakor azt taldltuk, hogy bar a LAC tumorok tendencia
szinten magasabban expresszaljak az EGFR-t mint az NLAC tumorok, nincs kilénbség az
EGFR expresszidban az EGFR mutans, a KRAS mutans és a wt/wt (dupla vad tipusu)

daganatok kozott (59. dbra A).
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59. dbra. EGFR protein expresszio és aktivitas tiidé ADC szovettani altipusaiban (LAC, NLAC).
A: EGFR protein IHC (Hirsch score; atlag + SD). B: pEGFR (phospho-EGFR; Y1173) pozitiv tumorok
incidencidja a molekularis altipus figgvényében *p=0.009, **p=0.000 vs. wt LAC tumorok,
@p=0.06 vs. wt NLAC tumorok (Fisher exact test). WT: wt/wt tumorok.

NLAC-ban kizarélag az EGFR mutans, vagy a wt/wt esetek tartalmaztak pEGFR+
tumorokat, ez azonban nem volt igy az LAC esetében (59. dbra B). Ez utdbbi altipusnal a
PEGFR+ daganatok incidencidja szignifikdnsan magasabb volt az EGFR mutans
tumorokban, mint a wt/wt esetekben, de meglepé mdédon a KRAS mutans tumorokban is
(59. dbra B). Tovabbi kiemelend6 eredmény, hogy az EGFR mutans esetek k6zott az EGFR+
tumorok %-os aranya magasabb tartomanyban mozgott (28,6% — 42,9%), 6sszehasonlitva

a wt esetek tumoraival (2,6% — 16,1%).
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7.3.6. KRAS mutdcio altipusok vizsgdlata tiidé adenocarcinomdban [15]

A KRAS mutacid altipusait vizsgaltuk 1125, el6rehaladott stadiumu tidé ADC-s
betegben. Koziilik 764 daganat volt wt KRAS (67,9%), 335 betegé KRAS kodon 12 mutans
(29,8%), 26 betegé pedig KRAS kodon 13 mutdns (2,3%). A teljes mutaciés arany 32,1%
volt (361/1125). A mutacidk 92,8%-a 12-es kodont, 7,2%-a a 13-as kodont érintette.

7.3.6.1. Betegjellemz6k és a 12-es és 13-as kodonok mutacids statusza

A bevonasi kritériumok (diagndziskor irreszekabilis Ill vagy IV stadiumu tidé ADC,
platinabazisu kemoterdpia, ECOG PS 0 vagy 1 és komplett klinikai utankovetés) alapjan
Osszesen 338 wt KRAS (67%), 147 kodon 12 mutdns (29%) és 20 kodon 13 mutdns (4%)
daganatban szenved6 beteget vontunk be az analizisbe. Valamennyien kaukazusiak
voltak. A KRAS mutacié klinikai relevancidjanak megitélése céljabdl 6sszehasonlitéd

elemzéseket végeztiink, melyek eredményét a 23. tdblazatban foglaltuk dssze.

No. of patients (%) KRAS status P value
WT (%) KRASL2 (%) KRASL3 (%)
All patients 505 ( 100%G) 338 (67%) 147 (2%4) 20 (4%)
Age (years]
<55 109 (21 .6%) 66 (19.5%) § (4Fa) 0.119
3564 166 (49.1%) 8 (40%)
=65 106 {31 4%) 4 (20%)
Smoking"
Meversmoker 63 (12.5%) 13 (&.8%) 1 {5%) 0,059
Ever-smoker 398 (7R.8%) 132 (B9.8%) 17 (85%)
Gender
Male 262 (51.9%%) 186 (55%) 66 (4.9 10 {50%0) 0.120
Female 243 (48.1%) 152 (45%) Bl (55.1%) 10 (50%)
ECOG PS
0 27 (55.2%) 190 (56.2%) T7(52.4%) 12 {60%0) 0.307
1 226 (44.8%0) 148 (43 8%) T0 {47 .6%%) 8 (40P%)
Stage
il 167 (33.1%) 115 {34%) 47 (32%) 5 (25%) 0.668
v 338 (66.9%0) 223 (B66%0) 100 (68%a) 15 (75%)
Response”
PD + SD 240 (47.50) 157 (46.4%) T2 (49%) 11 (55%) 0.260
CR +FR 245 (48.5%) 161 {47.6%) 75 (51%4) 9 (45%)
Survival
Median PFS (days)’ 211 (189-232) 185 (156-214) 157 (0-323) 0.534
Median OS (days) 479 (395-563) 471 (329-613) 330 (185-475) 0917
ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status. PD, progressive disease; SD, stable disease; CR, complete response; PR,
partial response
* Mean age was 60.1 years (range, 33-79; SD = 8.04) for the entire patient population, 60.7 years {range, 33-79 SD = 7.93) for the WT patients,
S58.8 years (range, 39-78; SD = §.16) for the KRAS codon 12 mutant group and 58.1 years (range, 47-73; SD'= 8.02) for the KRAS codon 13
mutant cohort.
" In 44 cases, smoking status was not available.
“ In 20 cases, response data were not available,
1 Confidence interval (95%) is given in parentheses; data shown in parentheses are column peromtages.

23. tabldzat. A KRAS mutdcids statusz és a vizsgalt klinikopatoldgiai jellemz&k kdzotti 6sszefliggés
el6rehaladott stadiumu tiidé ADC-ben szenvedd betegekben (n=505)

Nem volt szignifikdns Osszefliggés a daganatok KRAS mutdcios statusza és a nem, a

betegség stadiuma, a kemoterdpidra adott valasz, a PFS, vagy az OS kozott (23. tablazat).
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A KRAS mutdcid6 megléte nem mutatott Osszefliggést az életkorral az aldbbi
csoportbontasban: <55, 55-64 és 265 év (p=0,119). Az egy-utas variancia analizis
(ANOVA) teszt Tukey multiplex 6sszehasonlitassal ugyanakkor szignifikans kilonbséget
jelzett a wt KRAS és a KRAS kodon 12 mutans daganatban szenvedék kdzott (60,7 év vs.
58,8 év; p=0,032).

Kiemelend§, hogy a valaha dohanyzottak és a KRAS mutacid kdzott csaknem szignifikans,
pozitiv 0sszefliggés volt lathatd (p=0,059) (23. tablazat). Amikor azonban a KRAS mutans
eseteket egybevettiik (wt KRAS /n=298/ vs. kodon 12 és 13 mutans KRAS /n=167/), a
KRAS mutdcid pozitivitas és a valaha dohanyzott statusz kozti pozitiv 6sszefliggés elérte a
statisztikailag szignifikdns szintet (p=0,018). Ennek megfeleléen megnovekedett
kockazatot taladltunk a valaha dohdnyzott, és el6rehaladott stadiumu ADC-ben szenved6k
korében, hogy daganatuk KRAS mutaciét hordoz (HR=1,93; 95% ClI=1,1136-3,3512;
p=0,0089), ami a KRAS mutans tumorra vonatkozéan kozel kétszeres kockazatnak felel

meg.

7.3.6.2. Prognosztikai faktorok platinabdzisi kemoterdpiaval kezelt, el6rehaladott
stadiumu tudé ADC-ben
Amikor klinikopatolégiai faktoroknak (nem, tumor stadium, KRAS statusz ECOG PS) a
betegség kimenetelére vonatkozd prediktiv értékét vizsgaltunk, azt lattuk, hogy az ECOG
PS 0 betegek teljes tulélése szignifikdnsan hosszabb volt, mint az ECOG PS 1 betegeké
(p<0,001) (60. dbra A). Azt is megfigyelhettiik, hogy a lll stddiumu betegek teljes tulélése
szignifikdnsan hosszabb volt, mint a IV stadiumu betegeké (p<0,001) (60. dbra B).
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60. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék platinabdazisu kemoterapiaval kezelt, el6rehaladott
stadiumu tid6é ADC-ben. A: KedvezGbb teljes tulélés ECOG PS 0 vs. 1 esetén. B: KedvezGbb teljes
tulélés 1l stadiumu vs. IV stadiumu betegség esetén.
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A fentiekkel ellentétben a daganat KRAS mutdcids statusza, illetve a mutacio altipusa nem

mutatott Osszefliggést a betegek teljes tulélésével (p=0,621) (60. dbra C).
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60. dbra C. A daganatok mutdcids statusza nem mutat 6sszefliggést a teljes tuléléssel

A PFS-re és az OS-re vonatkozd prognosztikai faktor vizsgalat sordn a multivariacids Cox
regresszios modellel nem taldltunk Osszefliggést a nemmel, a dohdnyzasi statusszal és a
KRAS stdatusszal. Ezzel ellentétben a betegség koraibb klinikai stadiuma és az alacsonyabb
ECOG PS érték fliggetlen, kedvez6 prognosztikai faktornak bizonyult mind a PFS-re, mind
pedig az OS-re vonatkozdan (stddium—PFS: p<0,001; stadium—0S: p=0,002; ECOG PS—PFS:
p<0,001; ECOG PS-0S: p<0,001).

7.3.6.3. Szubtipus specifikus KRAS kodon 12 mutdcidk elérehaladott stadiumu tidé
ADC-ben

A kovetkez6kben a KRAS kodon 12 mutdns daganatban szenveds betegek
klinikopatoldgiai jellemz8it vizsgaltuk, és elemeztiik azok kapcsolatdt az aminosav-
specifikus mutdcids statusszal. Hasonldan a teljes kohorszhoz, a dohanyzasi statusz és a
daganatok specifikus KRAS kodon 12 mutdcidi kozott csaknem szignifikdns 6sszefliggés
volt kimutathatd (p=0.055). Eppen ezért tovabbi analizist végeztiink a KRAS mutécids
statusz és a dohanyzas kapcsolatat illetéen (61. abra).
A KRAS kodon 12 mutacid sokkal gyakoribb volt a jelenlegi és/vagy korabbi
dohanyosokban, mint a sohasem dohanyzottakban (p=0,032) (61. dbra A).
Kiemelendd, hogy az aminosav-specifikus mutacidk elemzése azt igazolta, hogy a G12V

KRAS mutacid gyakrabban fordul el6 a sohasem dohanyzottakban, mint a jelenlegi és a

korabbi dohanyosokban (61. abra B).
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61. dbra. A betegek dohanyzas szerinti megoszlasa a wt KRAS, KRAS kodon 12 mutécid pozitiv és a
KRAS kodon 13 mutacié pozitiv csoportokban (A), valamint a KRAS kodon 12 mutacidk
altipusaiban (B). A: A KRAS mutacio szignifikansan gyakoribb a jelenlegi és korabbi
dohanyosokban (p=0,032). B: A G12V KRAS mutacié gyakrabban fordul el6 a nemdohanyosokban.

A G12V KRAS mutacids alcsoport tovabbi elemzése soran azt talaltuk, hogy a G12V KRAS
mutaciod pozitivitds sokkal gyakoribb a nemdohdanyosok koérében, mint az egyéb KRAS
mutaciéo (G12x) fajtak (p=0,016) (62. abra A). Ennek az alcsoportnak a betegei
kedvez6bben reagaltak a platinabazisu kemoterapidra (p=0,077) (62. dbra B). Emellett
ezeknél a betegeknél detektdlhatd volt egy — bar statisztikailag nem szignifikans, de
klinikailag figyelemre mélté — megnovekedett median PFS érték (233 nap vs. 175 nap;
p=0,145), szemben a G12x KRAS mutans daganatban szenved&kkel (62. abra C).

Kiemelend§, hogy ez a kiilonbség csdkkent az OS adatok vonatkozasaban.
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62. dbra. Dohanyzasi adatok, kemoterapids valasz és PFS G12V KRAS mutans tlid6 ADC-ben,
Osszehasonlitva az egyéb KRAS mutaciokkal (G12x). A: A nemdohanyosokban gyakoribb a G12V
KRAS mutdcio altipus, mint a G12x (p=0,016). B: A G12V KRAS mutacié altipust daganatban
szenvedd betegeknél kedvez6 tendencia figyelheté meg a kemoterdapias valaszt illetéen (p=0,077);
a betegek szdma szerint feltlintetett adatok. C: A G12V KRAS mutdns daganatban szenvedé
betegeknél kedvezd tendencia észlelhet6 a PFS hosszat illetéen, szemben a G12x tipusu esetekkel
(median PFS 233 nap vs. 175 nap; p=0,145).
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7.3.7. A KRAS mutdcio incidencidja és a tavoli dttét helyére vonatkozo prognosztikai

értéke tiido adenocarcinomaban [16]

A vizsgdlatban résztvevé 500 ADC beteg klinikopatoldgiai paramétereit a 24.
tablazatban foglaltuk 0©ssze. 362 betegnél (72%) egyetlen szervre lokalizdlédd
metasztatikus betegséget talaltunk, 138 betegnél (28%) pedig tébbszervi érintettséget.
A leggyakoribb attéti helyek voltak a tiid6 (45.6%), a csont (26.2%), a mellékvese (17.4%),

az agy (16.8%), a pleura (15.6%) és a maj (11%).

Metastatic site Total Single-organ Multiple-organ Lung* Bone* Adrenal* | Brain* Pleura* Liver*
Number of patients 500 362** 138 228 131 87 84 78 55
Single-organ only 152 50 38 53 43 16
Age (mean £5D) 61.91+94 623193 60.81£9.7 62189 | 60L£10.7 | 63.11£68 | 597192 | 6681104 | 644491
Male | 245(49%) | 181 (50%) 64 (46%) 102 (45%) | 74 (56%) | 34(39%) | 36 (43%) | 38(49%) | 26(47%)
Gender Female |255(51%)| 181 (50%) 74 (54%) 126 (55%) | 57 (44%) | 53 (61%) | 48 (57%) | 40(51%) | 29(53%)
0-1 459 (94%) 335 (94%) 124 (92%) 218 (979%) | 115(91%) | 75(87%) | 77 (93%) 71(91%) 48 (91%)
ECOGPS =1 32 (6%) 21 (6%) 11 (8%) 7 (3%) 11(9%) | 11(13%) | 6(7%) 7 (9%) 5(9%)
Unknown 9 6 3 3 5 1 1 1] 2
Never | 67 (15%) 52 (16%) 15 (12%) 29 (14%) | 18(16%) | 7(9%) 7 (9%) 20 (27%) 4(8%)
Smoking Former | 141 (31%) 104 (31%) 37 (30%) 61(29%) | 32(28%) | 20(25%) | 25(32%) | 23(32%) | 20(41%)
Current | 250 (54%) 179 (539%) 71 (58%) 117 (57%) | 65 (58%) | 52 (66%) | 45(58%) | 30(41%) | 25(51%)
Unknown 42 27 15 21 16 8 7 5 6
KRAS Wild-type | 357 (71%) 263 (73%) 94 (68%) 148 (65%) | 94(72%) | 58(67%) | 60(71%) 65 (83%) 46 (84%)
Mutant | 143 (29%) 99 (27%) 44 (32%) 80(35%) | 37(28%) | 29(33%) | 24(29%) 13 (17%) 9 (16%)
***Median OS (months) 10.8 11.67 6.87 15.6%** 7.9%4% 14.4%4 10.3%#* 8.8%r 89444

24. tabldzat. A betegek klinikopatoldgiai jellemzGi. *Az értékek mind az egyszervi, mind pedig a
tobbszervi attéteket tartalmazzak, kivéve az OS-t. **Tiz esetben a felsoroltakon tuli attétek
(renalis, subcutan) voltak jelen. ***Kizardlag az egyszervi attétes betegek keriiltek vizsgalatra.

Nem talaltunk szignifikans életkori kiilonbséget az egyszervi (62.3 £ 9.3 év) és a tobbszervi
(60.8 £ 9.7 év) attétes kohorsz kozott. A csak pleuralis attétben szenvedék (66.8 £ 10.4 év)
id6sebbek voltak mint a csak tid6- (62 + 8.9 év), csont- (60 + 10.7), mellékvese- (63.1 +
6.8 év) vagy agyi (59.7 + 9.2) attétes betegek (p=0.0024, p=0.0008, p=0.0132, illetve
p=0.002). Agyi attét fiatalabbakban fordult el6, mint tiid6attét (p=0.0094). Az ECOG PS
0-1 betegek aranya hasonlé volt a kilonb6z6 szervspecifikus attéti betegcsoportokban.
Kiemelendd, hogy a pleuraattétes betegek csoportjaban magasabb volt a nemdohanyosok

aranya (27%), mint az egyéb attéti helyek esetében (12.2%) (p=0.0018).

7.3.7.1. A KRAS mutdacids statusz attéti hely-specifikus variacioja

A KRAS mutacid incidencidja 28.6% volt a teljes kohorszban. A tobbszervi attétes

betegekben a KRAS mutacié gyakorisaganak nem-szignifikans emelkedése volt lathato
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(vs. egyszervi attét, 32% vs. 27%) (24. tablazat) (63. dbra A). Erdemes megemliteni, hogy a
csont-, a mellékvese- és az agyi attétes betegekben a KRAS mutdcié gyakorisaga hasonlé
volt (28%, 33% és 29%) (63. dbra B). A tudGattétes esetekben ugyanakkor megnovekedett
KRAS gyakorisag volt megfigyelhet6 0sszevetve az extrapulmondlis attétes esetekkel (35%
és 26.5%) (p=0.0125) (63. abra B). Ezzel ellentétben a pleuralis és hepatikus disszeminacié
alacsonyabb KRAS mutdcids gyakorisaggal jart (17% és 16%), Osszevetve az egyéb attéti

helyekkel (p<0.001 és p=0.0023).
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63. dbra. A KRAS mutdcids statusz attéti hely-specifikus variacioja.
A: A tobbszoros szervi attétes betegekben a KRAS mutdcié aranyanak nem-szignifikans
emelkedése figyelhet6 meg, 6sszevetve a szoliter attétekkel (32% vs. 27%).
B: A csont-, a mellékvese- és az agyi attétes betegekben a KRAS mutacid gyakorisaga hasonld volt.
Tud6attétnél megnétt a KRAS gyakorisag, 0sszevetve az extrapulmonalis attéttel (p=0.0125).
Ezzel szemben a pleura- és a majattét alacsonyabb KRAS mutacids gyakorisaggal jart a tobbi
attéti helyhez képest (p<0.001 és p=0.0023).

7.3.7.2. Tulélés az attéti helyek és a KRAS statusz fliggvényében

A tobbszervi metasztazisi betegek medidn teljes tulélése (OS) szignifikansan
rovidebb volt, mint az egyszervi attétes betegeké (6.8 vs. 11.6 hdnap; HR, 95% Cl, 0.498—-
0.788, p<0.001) (64. abra A). A tovabbiakban Osszehasonlitottuk az egyes attéti helyek
prognosztikus jelentGségét (64. abra B). A csak pleuraattéttel biré betegek teljes tulélése
szignifikdnsan rovidebb volt, mint a csak tlid6attétes betegeké (median OS, 7.5 vs. 15.6
hénap, HR, 0.460, 95% Cl, 0.255-0.646; p<0.001), vagy a csak mellékvese attéteseké
(median OS, 7.5 vs. 14.4 hoénap, HR, 1.896, 95% Cl, 1.154-3.114; p=0.011). Emellett az
agyi attétben szenved6k teljes tulélése szignifikdansan rovidebb volt a tliddattétes

betegekhez képest (median OS, 10.3 vs. 15.6 hodnap; HR, 1.5; 95% Cl, 1.004-2.117;
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p=0.04). A tObbi attétre vonatkozd Gsszehasonlitds sordn nem észleltlink statisztikailag

szignifikdns kilonbséget.

A tovdbbiakban megvizsgaltuk a KRAS mutacids statusz jelent6ségét a teljes tulélésre
vonatkozoan (64. abra C), beleértve a tObbszervi attétes és az egyszervi attétes
alcsoportok 0Osszehasonlitasat (64. dbra D). Fontos megjegyezni, hogy ezekben az

0sszehasonlitasokban nem talaltunk szignifikdns 6sszefliggést.
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64. abra. Kaplan-Meier tulélési gorbék metasztatikus helyek (A, B) és KRAS mutdcids statusz (C, D)
szerinti teljes tulélésre vonatkozdan tlid6 ADC-ben

A: Tobbszervi metasztazis esetén a betegek median teljes tulélése szignifikansan rovidebb, mint
egyszervi metasztazis esetén (6.8 vs. 11.6 hénap; HR, 0.62; 95% Cl, 0.498-0.788; p<0.001).

B: Az egyszervi attétek 6sszehasonlitasakor lathatd, hogy a pleuraattétes betegek median teljes
tulélése szignifikdnsan rosszabb, mint a tid&attétes betegeké (7.5 vs. 15.6 hénap; HR, 0.460; 95%
Cl, 0.255-0.646; p<0.001), vagy mint a mellékvese attétes betegeké (7.5 vs. 14.4 hénap; HR,
1.896; 95% Cl, 1.154-3.114; p=0.011). Mindemellett, agyi metasztazis esetén a median teljes
tulélés jelent&sen csdkkent, 6sszehasonlitva a tiidGattétes betegek tulélésével (10.3 vs. 15.6
honap; HR, 1.5; 95% Cl, 1.004-2.117; p=0.04). A t6bbi metasztazis hely 6sszehasonlitasa soran
nem taldltunk szignifikans kilonbséget a tulélésben.

C: A KRAS mutacios statusznak nem volt prognosztikai értéke a teljes vizsgdlati kohorszban.
D: A KRAS mutdcids statusznak nem volt prognosztikai értéke az egyszervi- és a tObbszervi
metasztazisos alcsoportok tulélésre vonatkozd elemzése sordn.
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Megvizsgaltuk a daganatok KRAS mutacios statusza és a betegek median teljes tulélése
kozti 0sszefliggéseket a kiilonboz6 szervekbe adott attétek esetén. Ebbe az analizisbe az

egyszervi- és a tobbszervi metasztazisokat is bevontuk. Eredményeinket a 65. abran
foglaltuk ossze.
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65. dbra. Kaplan-Meier tulélési gorbék metasztatikus tid6 ADC-ben a daganat KRAS statusza és a
tavoli szervi érintettség fliggvényében.

A: Tud6attét, B: Csontattét, C: Mellékvese attét, D: Agyi attét, E: Pleuraattét, F: Majattét.
Ebben az elemzésben mind az egyszervi-, mind pedig a tobbszervi attétes betegek szerepelnek.
Kiemelendd, hogy a csontattéttdl eltekintve (p=0,003), nem talaltunk statisztikailag szignifikans

kiilonbséget a tobbi attéti helyre vonatkozod 6sszehasonlitas soran.

Statisztikailag szignifikdans és klinikailag relevans Osszefliggést figyelhettiink meg
csontattétben. KRAS mutdns tumorok esetén a csontattétben szenvedd (egyszervi-, vagy
tobbszervi attétes) betegek median teljes tulélése rovidebb volt, mint a wt KRAS

daganatban szenvedd, csontattétes betegeké (3.7 vs. 9.7 hénap; HR, 0.49; 95% Cl, 0.31-
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0.79; p=0.003) (65. abra B). A kizardlag egyszervi, csontattétes betegek vizsgalatakor
(n=13) is megfigyelhet6 volt egy tendencia a KRAS mutdacidé pozitivitds és a rovidebb
medidn teljes tulélés kozott (7.0 vs. 10.2 hénap; p=0.21). Fontos kihangsulyozni, hogy
egyetlen mas attéti szerv-specifikus 0Osszehasonlitdsban sem taldltunk szignifikdns

kilonbséget (65. dbra A, C-F).

7.3.8. KRAS-medialt tiidS carcinogenesis gatlasa [17]

A Betegek és Modszerek fejezetben leirtaknak megfelel6en, a #17 vizsgdlat
eredményeinek bemutatdsakor csak az altalam végzett munkanak, a humdn tudé
adenocarcinoma szovetmintdkon tortént EGFR, pEGFR, ErbB2, pErbB2 és TTF-1

immunhisztokémiai reakcidk kiértékelésének eredményét ismertetem részletesen.

Ezen IHC reakcidk elvégzését az indokolta, hogy az ebben a munkdban szerepl6 mRNS
expresszios adatbdzis (Gene Expression Omnibus; GSE75037) elemzése szerint a KRAS
mutans tid6é ADC-k expresszaljak az ERBB jelatvitelben részt vevé géneket, és ezeknek a
géneknek a mMRNS expresszidja jelent6sen megné a tumorszovetben a normal
tuddészovethez viszonyitva. Tovabbda, a KRAS mutans daganat és a szomszédos
tudéparenchyma génexpresszids aranya magasabbnak bizonyult II-IV stddiumu tid6 ADC-
ben, dsszehasonlitva az | stadiumu daganatokkal, ami az ERBB jelatviteli utnak a malignus
progressziéban betoltott szerepére utal. Kilonosen megfigyelheté volt az ERBB csaldd
receptorainak és szamos ligandumanak mRNS up-regulaciéja human KRAS mutdns tidé

ADC szbvetben a szomszédos normal tiidé parenchymdhoz viszonyitva.

Annak eldontése érdekében, hogy a megfigyelt ERBB aktivacids jelek a daganaton beliil a
tumorsejtekbdl vagy a stromabdl szarmaznak-e, IHC vizsgdlatokat végeztiink sebészileg
eltavolitott, olyan human, tiidé mucinosus ADC mintakon, amelyekrél ismert volt, hogy
KRAS mutaciét hordoznak. A daganatszévetben és a kdérnyezé normal tlidészovetben is
vizsgaltuk a kilonboz46 aktivald tirozin-foszforilacios helyeket, igy az Y845, Y1068, Y1148
és az Y1173, tovabba az inaktivalé Y1045 helyet (66. dbra) (68. dbra A).
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66. dbra. KRAS mutdns tiid6 adenocarcinoma (AC) és kdrnyez8 normal tiidészévet (parenchyma)
PEGFR protein expresszidja kiilonbozé foszforilacids helyeken. A skala savok 50 um-t jeldlnek.

Az immunfestések valamennyi foszforilacidés hely esetében mutattak pozitiv tumorsejt
fest6dést, ugyanakkor a tumor stromdlis elemeiben az Y1068 és az Y1173 expresszid
teljesen hidnyzott, tovabba az Y1148 festddési intenzitdsa lényegesen er6sebb volt a

tumorsejtekben, mint a stromaban (67. dbra).
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67. dbra. KRAS mutans tiidé adenocarcinoma (AC) és kérnyez8 normal tid&szévet pEGFR protein
expresszidja (H-score 0-300) kiilonboz6 foszforilacids helyeken. (*p<0,05, **p<0,001,
***p<0,0001)

Mindemellett — az EGFR aktivacidjat illetéen — nem észleltiink érdemi kilonbséget a KRAS
mutans, a wt KRAS és az EGFR mutans daganatok kéz6tt, ami arra utal, hogy tidé ADC-

ben az EGFR onkogén driver-tél fliggetlenil aktivalt (68. abra B).
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68. dbra. pEGFR expressziéo human, KRAS mutdns, tidé ADC szévetmintakon.
A: A KRAS mutans ADC-k kisnagyitasu, reprezentativ IHC képei, amelyekben az immunreakciok
jelzik az EGFR foszforilacids helyeit. A skala sdvok 100 um-t jel6Inek.
B: KRAS mutdns tid6é ADC-k EGFR foszforilacids hely szerinti IHC H-score értékei
(KRAS mutdans: n=31-35; wt KRAS: n=31-32; EGFR mutans: n=65).
A 0-300 kozott valtozo H-score értékeket a megfelel6 oszlopdiagramok jel6lik.

Ezt kovetben alkalmunk nyilt egy uUjabb betegkohorsz vizsgdlatara, amelyben KRAS
mutdns tidé ADC mintdkon tudtuk megerd@siteni a tumorsejtek EGFR expresszidjat és
aktivacidjat, kiegészitve az IHC reakcidkat egy uUjabb foszforildcidos hely, az Y1086
vizsgalatdval (69. dbra A). Emellett azt taldltuk, hogy ezen tumorokban az ErbB2 és annak

aktivalt formaja (pErbB2) is expresszalddik (69. dbra A és B).

Tekintettel arra, hogy a mucinosus ttiidé ADC-kben gyakran hianyzik a transzkripcids faktor
NK2 homebox-1 (NKX2-1, mas néven TTF-1) expresszidja, megvizsgaltuk ezt az ADC
szovetmintakon, és Ugy taldltuk, hogy mindkét kohorsz tumorai igen heterogén NKX2-1

expressziot mutatnak (69. abra C és D).
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69. dbra. EGFR, pEGFR, ErbB2, pErbB2 és NKX2-1 (TTF-1) expresszié KRAS mutans human tidé
ADC szbévetmintakon

A: KRAS mutdns human tiid6 ADC-k reprezentativ EGFR, pEGFR, ErbB2 és pErbB2 IHC képei
(fest6dési intenzitds: nincs/gyenge, kdzepes, erds). A skala savok 50 um-t jeldlinek.

B: A C dbran leirt mintak H-score értékei (csoportonként n>35 tumorminta).

C: KRAS mutans human ttiidé ADC-k reprezentativ NKX2-1 (TTF-1) IHC képei (immunpozitiv
sejtek %-os aranya: <5 %, 5-50% és >50%). A skdla savok 100 um-t jeldInek.

D: Az NKX2-1 (TTF-1) pozitiv tumorsejtek %-os aranyanak megoszlasa a KRAS mutans tiidé ADC-k

« s

Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy az ERBB szignalut aktivalt a KRAS

mutans tiidé ADC tumorsejtekben.
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7.4. Immunellendrzépont-gatlé kezelések prediktiv faktorainak vizsgalata

tidorakban

7.4.1.PD-1/PD-L1 expresszié a tiidé adenocarcinomdk széveti jellemzéinek

fiiggvényében [18]

Sebészileg eltdvolitott 268 ADC-ben a tumorszovet HE metszetein meghatarozott
patoldgiai jellemzdket (grade, lepidikus terjedési mintazat, nekrézis jelenléte, érbetorés),
valamint az EGFR és a KRAS statuszt, tovabba egyes klinikai paramétereket (életkor, nem,
dohdnyzasi statusz, COPD jelenléte) korreldltattuk a daganatok PD-L1 és PD-1 fehérje
expressziojaval.

A tumor grade és a nekrézis jelenléte vagy a lepidikus tumor terjedés kézti korreldcio.

A tumor grade pozitivan korrelalt a nekrézis jelenlétével (R=0.325, p*°=0.014), és negativ
korrelaciét mutatott a lepidikus terjedési mintazattal (R=0.339, p*<0.001).

PD-L1 és PD-1 expresszidk egymds kézti korreldcidja.

Er6s pozitiv korrelacié volt megfigyelheté a tumorsejtek (tumor cell = TC) PD-L1
expresszidja és az immunsejtek (immune cell = IC) PD-L1 expresszidja kozott, hatarértékek
(cut-off) nélkdl is (p<0.001, R=0.430). Az eredmény szignifikdns maradt a t6bbszords
0sszehasonlitasra vonatkozo korrekcid alkalmazasa utan is (p*<0.001).

Pozitiv volt a korrelaciéd a PD-L1 TC és a PD-1 IC expresszid kdzott (p<0.001, R=0.250),
tovabba a PD-L1 IC és a PD-1 IC expresszid kozott (p<0.001, R=0.289), hatarértékek nélkdl
is. TObbszoros 6sszehasonlitasra vonatkozd korrekcid alkalmazdsa utan azonban kizardlag
a PD-L1 IC és a PD-1 IC kozti korreldciéo maradt szignifikans (p*=0.003).

Kilonb6z6 hatarértékek alkalmazasakor is szignifikans korreldciét tapasztaltunk a PD-L1
TC és a PD-1 IC kozott, tobbszords 6sszehasonlitasra vonatkozd korrekcié alkalmazasat
kdvetéen is (eredeti kdzlemény 2. tablazat'™).

PD-1/PD-L1 expresszio és klinikai paraméterek kézti korreldcio.

A dohanyzasi statusz relative erds korrelaciét mutatott a PD-1 IC expresszidval hatartékek
nélkul is (p<0.001, R=0.275), amely 0Osszefliggés szignifikdns maradt tobbszoros
Osszehasonlitdsra vonatkozd korrekcio alkalmazasat kovet6en is (p*=0.037).

A PD-L1 TC, PD-L1 IC és a PD-1 IC expresszidk és az egyéb klinikopatoldgiai jellemzdék

(életkor, nem, COPD jelenléte) k6zott nem volt megfigyelhet6 szignifikans 6sszefliggés.

® A tébbszoros dsszehasonlitasra vonatkozé korrekci6 alkalmazasa utan kapott p értéket p*-gal jeléltiik.

121



dc_1708_19

Lepidikus tumor terjedés és PD-1/PD-L1 expresszio. A lepidikus tumor terjedési mintazat
alacsonyabb PD-L1 TC, PD-L1 IC és PD-1 IC expresszioval tarsult, hatarértékek nélkiil
(p<0.001, R=-0.329; p<0.001, R=-0.306 és p<0.001, R=-0.302) (25. tablazat). Valamennyi
korrelacio a tobbszorés 6sszehasonlitasra vonatkozé korrekcid alkalmazasat kovetben is
szignifikdns maradt (mindharomra: p*<0.001).

Tumor nekrozis és PD-1/PD-L1 expresszio. A tumor nekrézis jelenléte magasabb PD-L1 TC,
PD-L1 IC és PD-1 IC expresszidval tarsult, hatarértékek nélkil (p<0.001, R=0.283; p<0.001,
R=0.215 és p<0.001, R=0.290) (25. tdblazat). A PD-L1 TC-re és a PD-1 IC-re vonatkozd
korrelacio a tobbszorés 6sszehasonlitasra vonatkozé korrekcié alkalmazasat kovetben is

szignifikdns maradt (PD-L1 TC: p*=0.004; PD-1 IC: p*=0.002).

Pozitiv sejtek Pearson’s *
%-0s aranya R s
no cut-off <0.001 -0.329 <0.001
PD-L1TC <1%vs. 21% <0.001 -0.280 0.049
Lepidikus tumor terjedés i <5% vs. 5% <0.001 -0.283 0.004
<50% vs. 250%
no cut-off <0.001 -0.306 <0.001
<1%vs. 21% <0.001 -0.252 0.045
PD-L1IC
<5% vs. 25%
<10% vs. 210%
no cut-off <0.001 -0.302 <0.001
<1%vs. 21%
PD-11IC
<5% vs. 25%
<10% vs. 210%
no cut-off <0.001 0.283 0.004
<1% vs. 21%
Tumor nekrézis jelenléte  PDLLTC oo/ s oo <0.001 0.293 0.002
<50% vs. 250% <0.001 0.254 0.041
no cut-off
<1%vs. 21%
PD-L11C <5% vs. 25%
<10% vs. 210%
no cut-off <0.001 0.290 0.002
<1%vs. 21% <0.001 0.270 0.013
PD-11
¢ <5% vs. 25%
<10% vs. 210%
TC: tumorsejt, IC: immunsejt, ns.: nem szignifikans
p*: p-érték tobbszoros 6sszehasonlitasra vonatkozo korrekcid utan
A nem-szignifikans korreldcidkat és azokat a korrelacids értékeket, amelyek a tébbszords 6sszehasonlitasra vonatkozo
korrekcié utan nem-szignifikanssa valtak, szlrke szinnel jeloltik.

25. tabldzat. A tumorsejtek és immunsejtek PD-1/PD-L1 expresszidja és a kilonb6z6 szévettani
jellemzG6k kozti korreldcié tidé ADC-ben
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Tumor grade és PD-1/PD-L1 expresszid. A tumor grade és a PD-1 IC expresszidé kozott
pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd hatarértékek nélkil (p<0.001, R=0.231), ami azonban
nem maradt szignifikdns a tobbszoros 6sszehasonlitdsra vonatkozd korrekcié alkalmazasat
kovet6en. Amikor azonban kilonb6z6 hatdrértékeket alkalmaztunk, az eredmény még a
tObbszords Osszehasonlitasra vonatkozd korrekcid utdn is szignifikdns maradt (eredeti
kozlemény, 3. tablazat'™®). A tumor grade és a PD-L1 TC, illetve a PD-L1 IC expresszid
kozott csak egy gyenge pozitiv korrelacié volt lathatd, ami azonban mindkét esetben
eltlint a korrekcié utan.

Stromdlis immunsejt denzitds és PD-1/PD-L1 expresszio. Pozitiv korrelacido volt
megfigyelhet6 a stromalis immunsejt denzitdas és a PD-L1 TC expresszid kozott
hatarértékek nélkiil (p<0.001, R=0.226), ami azonban nem maradt szignifikdns a
tobbszords 6sszehasonlitdsra vonatkozo korrekcid alkalmazasat kovetéen.

Nem volt korrelacié igazolhaté a stromdlis immunsejt denzitds és az immunsejtek
PD-1/PD-L1 fehérje expresszidja kozott.

Erbetiérés és PD-1/PD-L1 expresszid. Nem talaltunk dsszefiiggést a daganatos érbetorés és
a tumorsejtek és immunsejtek PD-1/PD-L1 fehérje expresszidja kdzott.

Az EGFR mutdcids stdatusz és a PD-1/PD-L1 expresszio, vagy egyéb hisztoldgiai és klinikai
paraméterek kézti dsszefiiggés. Az EGFR mutacid negativ korreldaciét mutatott a PD-1 IC
expresszioval hatarértékek nélkil (p=0.019, R=-0.225), tovabbd a PD-L1 TC expresszidval
5%-0s hatarérték szintnél (p=0.029, R=-0.212), azonban a tObbszoros 6sszehasonlitdsra
vonatkozd korrekciot kovet6en mar egyik o6sszefliggés sem volt kimutathatd. Az EGFR
mutdcidé jelenléte negativan korreldlt a dohdanyzasi statusszal (p=0.011, R=-0.255),
azonban ez a tendencia nem maradt meg a t6bbszords 6sszehasonlitasra vonatkozé
korrekcié utan. Megfigyelhettiink tovabbi 6sszefliggéseket is az EGFR mutacid jelenléte és
az egyéb vizsgalt paraméterek kozott (lepidikus tumor terjedési mintdzat: p=0.020,
R=0.222; COPD: p=0.017, R=-0.236; tumor nekrozis jelenléte: p=0.016, R=-0.231), azonban
kozllik egyik Osszefliggés sem maradt szignifikdns a tobbszords ©sszehasonlitdsra
vonatkozd korrekcio alkalmazdasat kovetden.

A KRAS mutdcids stdtusz és a PD-1/PD-L1 expresszio, vagy egyéb hisztolégiai és klinikai
paraméterek kozti 6sszefliggés. Nem észleltlink korreldcidt a KRAS mutdcios statusz és a
PD-L1 TC és PD-L1 IC, sem pedig a KRAS mutacids statusz és a PD-1 IC expresszid kdzott.
Hasonléképpen, nem tudtunk korreldciét igazolni a KRAS mutdcid megléte és egyik

vizsgalt klinikopatoldgiai paraméter kozott sem.

123



dc_1708_19

7.4.2. PD-1/PD-L1 expresszi6 vizsgalata tiddrakok agyi attéteiben [19]

Ebben a vizsgdlatban tid6 adenocarcinomdk (ADC) agyi metasztazisanak
szovetmintait vizsgdltuk 208 olyan betegnél, akiknek agyi attétét miutétileg eltavolitottak.
Szoliter agyi attéte 141 betegnek volt; 112 volt supratentorialis, 29 pedig infratentorialis
lézié. Multiplex agyi attétben 67 beteg szenvedett, esetiikben a reszekcids mditétre
neurolégiai tlinetek miatt, palliativ célbdl kerilt sor. Postoperativ sugarkezelésben 142
beteg részesiilt (82 WBRT [teljes agyi besugarzas], 25 stereotaxids irradiacid, 35 esetben
mindkett6). A primer tidStumor eltdvolitdsara 76 esetben (36,5%) keriilt sor. Az agyi
mitétet megel6z6en kemoterdpids kezelésben 75 beteg (36,1%) részesiilt, és szteroid

kezelést kozvetleniil az agyi mdtét el6tt (1 hdnapon beliil) 137 beteg (65,9%) kapott.

7.4.2.1. Intratumoralis stromalis és peritumoralis immunsejtek (IC)

Az esetek 68,7%-dban <20%, 31,3%-aban pedig 220% volt az intratumoralis
stromadlis IC arany. Az esetek 55,7%-4ban az attét koril jelen volt mononuklearis sejtekbdl
allé peritumordlis gy(rd (MR), 44,3%-4ban pedig hidnyzott. Osszességében az esetek 38%-

aban MR hidnya és a stromalis IC igen alacsony ardnya vagy hidnya volt tapasztalhaté.

7.4.2.2. Az immunsejtek és a PD-1/PD-L1 expresszio kozti korrelacio

Pozitiv korrelacié volt megfigyelhet6 a stromadlis IC denzitas és az MR megléte

kdzott (p=0.001; chi-square, Pearson’s R=0.324).

Az agyi attétekben az alacsony stromalis IC denzitds korreldlt az alacsony PD-L1 TC
expresszioval barmelyik hatdrértéknél (1%-os, 5%-os és 50%-os hatarértéknél; p=0.021,

0.028 és 0.009; Pearson’s R=0.180, 0.172 és 0.203) (26. tablazat).

A >20% stromadlis IC denzitas korrelalt a PD-L1 IC expresszidval valamennyi hatarértéknél
(1%-0s, 5%-0s és 10%-os hatarértéknél; p<0.001, p<0.001 és p=0.013; Pearson’s R=0.315,
0.341 és 0.196). Emellett, az MR jelenléte ugyancsak pozitiv korrelaciét mutatott a PD-L1
IC expresszidval valamennyi hatarértéknél (p=0.011, p<0.001 és p=0.006; Pearson’s

R=0.212, 0.323 és 0.231).
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Patient groups Stromal Immune Cells Mononuclear Ring
Based on Percentage (<20% vs >20%) (not present vs present)
Dl EElE P-value Pearson’s R Pearson’s R
PD-L1 tumor cells <1%vs 21% .021 0.180 ns -
<5% vs 25% .028 0.172 ns -
<50% vs =50% .009 0.203 ns -
PD-L1 immune cells <1%vs z1% <.001 0.315 .on 0.212
<5% vs =25% <.001 0.341 <.001 0.323
<10% vs 210% .013 0.196 .006 0.231
PD-1 immune cells <1% vs 21% .004 0.226 .003 0.242
<5% vs =5% ns - ns -
<10% vs 210% ns - .044 0.166
Groups used in the POPLAR study
PD-L1 tumor cells Non-expressors vs <.001 0.302 .026 0.185
or immune cells any-expressors
Lower-expressors <.001 0.238 .001 0.275
vs high/
medium-expressors
Lower-expressors vs <.001 0.381 <.001 0.292
high-expressors

26. tdbldzat. Az immunsejtek és a PD-1/PD-L1 expresszio kozti korrelacid tidé ADC agyi attéteiben

Az 1%-ndl magasabb PD-1 IC expresszio szignifikans korrelaciot mutatott a 220% stromalis
IC denzitdssal (p=0.004, Pearson’s R=0.226) és az MR jelenlétével (p=0.003, Pearson’s
R=0.242).

Ami a POPLAR vizsgdlatban haszndlt csoportositast illeti, az agyi metasztazisokban a
‘PD-L1-et magasan expresszalok’ MR jelenlétével és >20% stromalis IC denzitassal
tarsultak, 6sszehasonlitva a ‘PD-L1-et alacsonyan expresszaldok’-kal (p<0.001 és p<0.001;

Pearson’s R=0.292 és 0.361).

Erdemes kihangsulyozni, hogy a POPLAR vizsgdlat szerint ‘PD-L1-et magasan expresszdlok’
magasabb PD-1 IC expresszidval tarsultak, barmely hatdrérték esetén (p<0.001, p=0.006
és p=0.001; Pearson’s R=0.355, 0.218 és 0.269).

7.4.2.3. Az MR jelenlétének vagy a stromalis IC denzitdsanak korrelacidja a klinikai
jellemzdékkel

Fontos megfigyelés, hogy a magas stromalis IC denzitasu, vagy az MR-rel rendelkezé

betegek aranya hasonld volt az agyi attét mi(itéte el6tt kemoterdpiat, vagy szteroid

kezelést kapott, illetve nem kapott betegekben (p=0.997 és p=0.452; valamint p=0.186 és

p=0.879; chi-square).
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7.4.2.4. A PD-L1 és a PD-1 expresszio korrelacidja a klinikai jellemzd&kkel

A szteroid kezelésben részesiilt betegekben szignifikdnsan alacsonyabb volt az
immunsejtek PD-L1 expresszidja 10%-os cut-off értéknél, Osszehasonlitva a szteroid
kezelést nem kapott betegekkel (p=0.021; chi-square, Pearson’s R=0.208), ugyanakkor
nem volt korrelacié megfigyelhet6 a PD-L1 TC és a PD-1 IC vonatkozasaban. Nem volt
kiilonbség a PD-L1 vagy a PD-1 expresszidoban annak fliggvényében, hogy a beteg az agyi

attét sebészi eltavolitasa el6tt kapott-e kemoterapiat, vagy nem.

7.4.2.5. Aklinikai jellemzdk korrelacidja a tuléléssel

A tludérak diagndzisanak feldllitdsakor meglévé korai stadium (I-11), a primer tumor
sebészi reszekcidja, valamint a kemoterdpia alkalmazasanak hidnya jobb teljes tuléléssel
(OS) tarsult univariacids log-rank teszttel (p<0.001, p<0.001 és p=0.027). A multivariacids
Cox regressziés analizis soran mind a primer tumor sebészi eltdvolitdsa, mind pedig a
kemoterdpia hidnya fliggetlen prognosztikai faktornak bizonyult (p=0.004, HR=0.318,
Cl=0.145-0.701; p<0.001, HR=3.139, CI=1.715-5.745). Ezek a paraméterek nem mutattak
szignifikdns Osszefliggést az agyi metasztazis mdtéte utdni tuléléssel log-rank teszttel
(p=0.064, p=0.063 és p=0.151), és a multivariaciés Cox regresszids analizis mindossze egy
tendenciat jelzett a kedvezé6tlen tulélés irdnyaba az elGrehaladott stadiumu betegek

esetében (p=0.161; HR=1.595, CI=0.831-3.062).

A szoliter agyi attétes betegek metastasectomia utdni tulélése kedvez6bb volt,
Osszehasonlitva a multiplex agyi attétes betegekkel (p=0.012; log-rank), amely kiilénbség
a multivaridciés Cox regresszids analizis utan is megmaradt (p=0.010, HR=0.656, CI=0.476-
0.905). Ami azonban az OS-t illeti, mar nem volt szignifikdns kilénbség megfigyelhet6

(p=0.095; log-rank; p=0.174, HR=0.796, CI=0.573-1.106; Cox).

A supratentorialis szoliter agyi attétes betegek kedvezébb OS-t és agyi metastasectomia
utani tulélést mutattak, mint az infratentorialis szoliter agyi attétes betegek (p=0.012 és
0.001; log-rank). A multivariacidos Cox regresszids analizis, azonban mar nem igazolta az

agyi attét lokalizacidéjanak fliggetlen prognosztikai értékét.

A fiatalabb betegekben (<60 év) kedvezSbb OS és agyi metastasectomia utani tulélés volt

megfigyelhetd (p=0.029 és p=0.019; log-rank). Az OS-re vonatkozd Osszefliggés a
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multivaridciés Cox regresszids analizis utan is szignifikans maradt (p=0.032, HR=0.554,
Cl=0.323-0.949).
Nem mutatott Osszefliggést a nem sem az OS-sel, sem pedig az agyi attét sebészi

eltavolitasa utani tuléléssel.

7.4.2.6. A mononuklearis sejtek mennyiségének korrelacidja a tuléléssel

Az agyi attét kordli MR hidnya kedvez6tlen agyi metastasectomia utani tuléléssel
parosult (p=0.01; log-rank) (70. dbra A), és a multivariacids Cox regresszios analizis utan is
megmaradt egy erés tendencia ebbe az irdnyba (p=0.050, HR=1.731, CI=0.578-2.994).

A 220% stromalis IC denzitdsu daganatok minddssze egy tendenciat mutattak a
kedvez6bb OS irdnyaba (p=0.066; log-rank).

Mivel a primer tumor reszekcidja, a kemoterdpia alkalmazdsa és az agyi attétek
multiplicitasa nagymértékben befolyasolta a tulélést, az aldbbi négy — relative homogén —
betegcsoportban is végeztiink multivariacids Cox regresszids analizist: () primer tumor
m(itéte, szoliter agyi attét (n = 51), (ll) primer tumor mdtéte, multiplex agyi attét (n = 25),
(1) nem volt primer tumor mitéte, szoliter agyi attét (n = 90), és (IV) nem volt primer
tumor mtéte, multiplex agyi attét (n = 42). Az l-es alcsoportban a POPLAR szerinti “nem
vs. barmely expresszald”, a PD-1 IC “<1% vs. 21%”, az MR “megléte vs. hianya” és a
kemoterdpia “igen vs. nem” kategériak keriltek alkalmazdasra a tulélési Cox analizisben.
Az MR hidnya rosszabb OS-sel parosult (p=0.027, HR=3.054, Cl=1.137-8.202), a Kaplan-
Meier analizis pedig egy tendenciat igazolt az MR megléte és a hosszabb OS kozott

(p=0.060) (70. dbra B). A tobbi alcsoportban nem észleltlink szignifikdns dsszefliggést.

Whole cohort Subgroup 1
1004 100
=~ MR present L -4 MR present
- 801 '\ L MRnot present _80{ 7 L MR not present
5 L
0.010 < 0.060

IER g fel g
£ 3 )
g 40+ 5 404
a &

20+ 204

A 0 y r r o T — » B
20 40 €0 80 50 100 150
Survival from brain metastasis (months) Overall survival (months)

70. dbra. Kaplan-Meier analizisek. Az MR jelenléte az agyi attét koril jobb agyi metastasectomia
utani tuléléssel parosult. Azon szoliter agyi attétes betegeknél, akiknél megtortént a primer
tid6tumor sebészi eltavolitasa is (Subgroup 1), az MR jelenléte kedvezé OS tendenciaval jart.
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7.4.2.7. APD-L1 és a PD-1 expresszid korrelacidja a tuléléssel

A teljes kohorszra vonatkozdéan nem taldltunk Osszefliggést az agyi attétek
PD-1/PD-L1 expresszidja és az OS vagy az agyi metastasectomia utani tulélés kozott, sem
barmely IHC hatdrérték esetén, sem pedig a POPLAR-vizsgalatban alkalmazott
csoportositasnal. A fent leirt alcsoportok elemzése sordn a Il alcsoportban (primer tumor
eltdvolitds, multiplex agyi attét) taldltunk tulélésbeli Osszefliiggést. Kaplan-Meier
analizissel a <10% PD-1 IC kedvez6 OS tendenciat mutatott (p=0.055). Emellett a Kaplan-
Meier analizis az alacsonyabb PD-L1 TC expresszid 1%-os hatarértékénél szignifikansan
jobb metastasectomia utdni tulélést igazolt (p=0.023).

A POPLAR szerinti csoportositds vizsgalatakor kedvez6bb metastasectomia utdni tulélést
taldltunk a ‘nem-expresszdlok’ vs. a ‘barmely-expresszadlok’ 6sszehasonlitasanal (p=0.008,
log-rank) (71. dbra A). A Kaplan-Meier analizis kedvez6bb OS-t igazolt az ‘alacsonyan-

expresszdlok’ vs. a ‘magasan-expresszalok’ 6sszehasonlitasakor (p=0.046) (71. dbra B).

PD-L1 expression PD-L1 expression
100+ T (POPLAR:-study) 100+ (POPLAR-study)
| =~ Non-expressors I =~ Lower-expressors
804 L L Am 804 ‘ L High-
: L y -CXpressors = L gh-expressors
% L 0.008 £ 0.046
s 604 1 P~ E 60 b .
@ L w
be} -
8 40 g a0 :
H A £
o L [ 9
204 204
A o T T v T J 0 T T T T B
0 10 20 30 40 50 0 20 4 50 80 1.
Survival from brain metastasis (months) Overall survival (months)

71. dbra. A primer tiid6rakkal m(itott és multiplex agyi attétes betegek csoportjaban a PD-L1-et
‘nem-expresszadlék’ jobb agyi attét utani tulélést mutattak mint a ‘bdrmely-expresszalok’ (A), és
a PD-L1-et “alacsonyan-expresszalok’ jobb OS-t mutattak, mint a ‘magasan-expresszalék’ (B).
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7.4.3. PD-1/PD-L1 expresszio vizsgdlata tiidé adenocarcinomédban és annak agyi
dttéteiben [20]

Ebbe a vizsgdlatba 61 olyan tiid6 ADC-s beteget vontunk be, akiknek mind a primer
tudétumora, mind pedig az agyi attéte sebészileg el lett tavolitva, igy archivalt FFPE
szovetminta-pdrok alltak a rendelkezésiinkre. A klinikopatoldgiai adatok kozott szerepelt
a nem, az életkor, a dohanyzasi statusz, a COPD megléte vagy hidnya, a tlid6rdk klinikai
stadiuma a diagndzis felallitasakor, a daganat EGFR/KRAS mutdcids statusza, valamint az

alkalmazott onkoterdpia. Egyetlen beteg sem részesiilt immunterdpidban.

7.4.3.1. Korrelacidé a primer tumor és az agyi attét kozott az intratumoralis stromalis IC
denzitasra és a peritumoralis mononuklearis IC-k jelenlétére vonatkozdan

A primer tidé ADC-k 83.60%-aban volt <20% és 16.40%-aban volt >20% az
intratumordlis stromdlis IC denzitds. Az esetek 77.59%-dban jelen volt peritumordlis
mononuklearis IC infiltracid, és 22.41%-aban hianyzott.
Az agyi attétek 68.97%-dban észleltiink <20% és 31.03%-aban >20% intratumoralis
stromidlis IC denzitdst. Az esetek 62.75%-aban jelen volt peritumordlis mononukledris IC
infiltraciod, és 37.25%-aban hianyzott.
Nem volt korrelacié megfigyelhet6 az intratumoralis stromdlis IC denzitasban (p=0.353)
vagy a peritumoradlis mononukledris IC infiltracidban (p=0.818) a primer tiidé ADC—agyi
dttét mintaparok kozott (72. abra A és B). Hasonléképpen nem taldltunk osszefliggést az
intratumordlis stromalis IC és a peritumordlis IC k6z6tt az adott tumormintdkon belil

(primer tidd ADC: p=0.063; agyi attét: p=0.158) (72. dbra C).

intratumoral stromal IC peritumoral IC
. r o ke
" >20% oa - present g -3 present .4"
@ @ Q
8 S =
2 2 g
- - Qo primary lung ADC
g g g brain metastasis
c £ =
o © g
Q Al e L/ “ ]
< 20% Y ,ﬂi - not present not present i
<20% 2 20% not present present < 20% 2 20%
B C
primary lung ADC primary lung ADC intratumoral stromal IC

72. dbra. Primer tidd ADC és agyi attét mintapdrok vizsgalata. A: Primer tumor-agyi attét
Osszehasonlitas az intratumoralis stromalis IC denzitasra vonatkozdan (p=0.353). B: Primer tumor-
agyi attét 6sszehasonlitas a peritumordlis IC-re vonatkozéan (p=0.818). C: Intratumoralis és
peritumordlis IC 6sszehasonlitas kilon a primer tumorokban (p=0.063,) és kilon az agyi
attétekben (0.0158).
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7.4.3.2. Primer tid6 ADC-k és agyi metasztazis parjuk PD-1/PD-L1 expresszidja kozti

korrelacidk

Szignifikdns pozitiv korreldciét figyelhettiink meg a tumorsejtek (TC) PD-L1

expresszidjaban a primer tidé ADC-k és agyi attétik kozott, barmely hatarértéknél

(73. abra) [eredeti kbzlemény, 2. tablazat™*].

1% cutoff

5% cutoff

73. dbra. Primer tid6 ADC-k és agyi attétik PD-L1 TC expresszidra vonatkozd korreldciéi
kiilonboz6 hatarértékeknél (PD-L1 1%, 5%, 50%).

Az dbra harom vizszintes részét kilon kell vizsgalni. Annak alapjan, hogy a PD-L1 TC expresszid
szintje az adott kiiszobérték folé vagy ald esik-e, a betegeket két csoportra osztottuk. A daganatos
helyek (bal oldal: primer tlidétumor, jobb oldal: agyi attét) kiilonb6z6 kategoériai kozotti savok
mutatjdk, hogy hogyan valtozott a primer tumorhoz képest az agyi attétek PD-L1 expresszidja.
Mivel a legtdbb sav vizszintesen fut és ugyanazon kategériakat koti 6ssze, az dbra egyértelmden
demonstrdlja a tumorsejtek PD-L1 expresszidjara vonatkozd pozitiv korreldciét a primer
tid6tumor és az agyi metasztazis kozott.
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A primer tiid6 ADC-k és agyi attéteik kozott a PD-L1 TC-re vonatkozdan a legmarkansabb
pozitiv korrelacidt hatarértékek nélkil figyeltik meg; mindazondltal valamennyi
hatarérték mellett szignifikdns maradt a korrelacié még a tobbszords Gsszehasonlitasra
vonatkozo (Bonferroni) korrekcio utan is (27. tablazat).

Hasonlo, bar sokkal gyengébb pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd a PD-L1 IC expresszidt
illetéen 10%-os hatarértéknél, de ez az Osszefliggés mar nem maradt szignifikans a
tobbszords 6sszehasonlitasra vonatkozo korrekciét kovetéen (27. tablazat).

A primer- és az attéti- parositott mintak k6zétt nem volt korrelacié a PD-1 IC expressziot

illetGen (27. tablazat).

PD-L1 TC primer tiid6é ADC-ben vs. annak agyi attétében

Pozitiv sejtek %-os aranya p-érték Pearson’s R
nincs cut-off <0.001* 0.464
<1%vs. 21% 0.002* 0.390
<5% vs. 25% 0.001* 0.409

<50% vs. 250% 0.002* 0.393

PD-L1 IC primer tiid6 ADC-ben vs. annak agyi attétében

Pozitiv sejtek %-os aranya p-érték Pearson’s R
nincs cut-off ns. -
<1% vs. 21% ns. -
<5% vs. 25% ns. -
<10% vs. 210% 0.013 0.322

PD-1 IC primer tiid6 ADC-ben vs. annak agyi attétében

Pozitiv sejtek %-0s aranya p-érték Pearson’s R
nincs cut-off ns. -
<1% vs. 21% ns. -
<5% vs. 25% ns. -
<10% vs. 210% ns. -

*Bonferroni korrekcid utdn is szignifikdns eredmény
ns. nem szignifikans

27. tabldzat. Primer tid6 ADC-k és agyi attétik kdzti — PD-1/PD-L1 expressziokra vonatkozo —
korrelaciok kiilonboz8 hatarértékek esetén
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A PD-1/PD-L1 expressziot mutatd primer tud6rakok és agyi attéteik esetszamait —

klonbo6z6 hatarértékek mellett — az alabbi tablazatban foglaltuk 6ssze (28. tablazat).

Primer tud6 ADC
<1% vs. 21% <5% vs. 25% <50% vs. 250%
PD-L1TC 63.93% 36.07% 75.41% 24.59% 93.44% 6.56%
(39)* (22) (46) (15) (57) (4)
<1% vs. 21% <5% vs. 25% <10% vs. 210%
PD-L1 IC 55.74% 44.26% 90.16% 9.84% 96.72% 3.28%
(34) (27) (55) (6) (59) (2)
PD-11C 16.39% 83.61% 54.10% 45.90% 78.69% 21.31%
(20) (51) (33) (28) (48) (23)
Agyi attét ADC
<1%vs. 21% <5% vs. 25% <50% vs. 250%
PD-L1TC 65.57% 34.43% 72.13% 27.87% 81.97% 18.03%
(40) (212) (44) (17) (50) (12)
<1%vs. 21% <5% vs. 25% <10% vs. 210%
PD-L1 IC 64.41% 35.59% 93.22% 6.78% 93.22% 6.78%
(38) (21) (55) (4) (55) (4)
PD-11C 36.07% 63.93% 75.41% 24.59% 88.52% 11.48%
(22) (39) (46) (15) (54) (7)
*esetszamok

28. tablazat. Primer tiid6é ADC-k és agyi attéteik PD-1/PD-L1 immunpozitiv eseteinek szdma

7.4.3.3. Onkoterapiak hatdsa az immunsejtek denzitdsara, valamint a PD-1/PD-L1

expressziora primer tliidé ADC-kben és azok agyi attéteiben

A primer ADC-k és agyi attéteik Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy az
intratumordlis stromalis IC-k és a peritumoralis IC-k mennyiségére vonatkozé valtozasok
irdnya (n6vekedett/csokkent/valtozatlan) nem fliggott attdl, hogy a betegek a mitét el6tt
kaptak-e radio-, kemo- vagy szteroid terapiat.

Multivariacidés elemzés alapjan a PD-L1 TC és PD-L1 IC, illetve a PD-1 IC expresszié
valtozasanak irdnyat illetéen sem volt szignifikdns kilonbség a primer és az attét

daganatok koz6tt az alkalmazott onkoterdpiaktdl fliggben.
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7.5. Citotoxikus kemoterdapia szoveti biomarker expressziora gyakorolt

hatasanak vizsgalata

77

7.5.1. ERCC1 expresszio vizsgalata nem-kissejtes tiidorakban [21]

Ebben a vizsgalatban 17 primer tlidérak FFPE szbvetminta parban (2x9 ADC, 2x8
SCC) tanulmdnyoztuk a platinabdzisu neoadjuvans kemoterapia (14 cisplatin-gemcitabin,
3 cisplatin-etoposid; >2 kara) széveti biomarkerekre gyakorolt hatasat.
A preoperativ bronchoscopos és a kemoterapia utani, sebészi szévetmintan
megfigyelhets, a vizsgalt biomarkerre vonatkozd protein expresszidkat a 29. és a 30.

tablazatban foglaltuk ossze.
7.5.1.1. p53 expresszid a kemoterdpia el6tti és utani NSCLC szovetmintakon

A p53 kezdetben 7 esetben volt pozitiv és 10 esetben negativ. Kemoterapiat
kovet6en 1 daganatban negativva valt, mig 4 daganatban pozitiv lett. 12 beteg esetében

nem volt valtozas a p53 protein expresszidban kemoterapiat kovetéen (29. tablazat).
7.5.1.2. Fas-ligand expresszio a kemoterapia el6tti és utani NSCLC szovetmintakon

A Fas-ligand kezdetben 5 esetben negativ volt, mig 12 NSCLC mintaban pozitiv.
Kemoterapiat kovetSen 3 — kezdetben negativ tumor (3/5) — pozitivva valt, ugyanakkor a
kordbbi 12 pozitiv daganatbdl 3 nem mutatott Fas-ligand IHC expressziét a neoadjuvans

kemoterdpiat kovetSen (29. tablazat).
7.5.1.3. Bcl-2 expresszid a kemoterdpia el6tti és utani NSCLC szovetmintakon

A kezdeti Bcl-2 protein expresszid 15/17 esetben negativ volt. A 15 negativ mintabdl
3 pozitivvd valtozott a kemoterapiat kovetéen. A kezdetben pozitiv 2 esetbdl az egyik

negativva valt a platinabazisi neoadjuvans kezelés utan (29. tablazat).
7.5.1.4. Bax expresszio a kemoterdpia el6tti és utdni NSCLC szovetmintakon

Minddssze egyetlen preoperativ NSCLC tumorminta volt negativ a Bax protein
expressziora. Valamennyi pozitiv eset hasonld expresszids intenzitdsi szintet mutatott.
A kemoterdpidt kovet6en mind a 17 sebészi tumorminta Bax IHC pozitiv volt (29.

tablazat).
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Hisztolégia kemo kemo kemo kemo kemo kemo
g elott elott elétt utan elétt utan
pos pos poz neg neg neg pos pos

SCC pos pos pos pos neg pos pos pos

neg pos* pos pos neg neg pos pos
SCC neg neg neg pos neg neg pos pos
SCC pos pos pos pos neg neg pos pos
SCC neg neg pos neg neg neg pos pos
SCC neg neg pos pos neg neg pos pos
SCC neg neg pos neg pos pos pos pos
m neg neg neg pos neg neg pos pos
m neg neg neg neg neg neg pos pos
m pos neg pos pos neg neg pos pos
m pos pos pos pos neg neg neg pos
m neg pos pos pos neg pos pos pos
m pos pos neg pos neg neg pos pos
m neg pos pos pos neg pos pos pos
m pos pos pos pos neg neg pos pos
neg pos neg neg pos neg pos pos

*A kemoterapiat kovetGen megvaltozott expresszidt bold-dal jeloltiik. **Bronchiolo-alveolaris carcinoma.

29. tabldzat. A vizsgalt szoveti biomarkerek IHC expresszidja kemoterapia el6tt és utdn

7.5.1.5. Ki-67 expresszid a kemoterapia el6tti és utani NSCLC szévetmintakon

Osszehasonlitva a kemoterdpia el6tti és utdni Ki-67 expresszids szinteket,
7 mintaban volt ndévekedés megfigyelhets, mig 3 mintaban csokkent a Ki-67 pozitiv sejtek
%-0s aranya. A tobbi daganatban (n=7) nem volt érdemi valtozas a proliferacids indexet

illetGen (30. tablazat).
7.5.1.6. ERCC1 expresszid a kemoterapia el6tti és utani NSCLC szovetmintakon

Kemoterapia el6tt 8/17 NSCLC expresszalta az ERCC1-et. Koziilik 6 volt SCC, 2 pedig
ADC. Egyetlen ADC esettdl eltekintve, valamennyi — kezdetben pozitiv — tumor ERCC1
negativva valt a kemoterapia utan. A kemoterdpia utdni sebészi biopszias csoportban nem

volt egyetlen olyan daganat sem, amely Ujonnan valt volna ERCC1 pozitivva (30. tablazat).
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Hisztologia | €™ i)
g elétt elétt

ScC
SCC
SCC
SCC
ScC
SCC
SCC
D
DC
DC
DC

>

C

>

>

ADC
ADC
BAC**

30
70
40
60
10
50
10
5
50
30
5
50
50
0
60
10

50
40
5
80
10
90
20
20
40
30
30
60
90
5
40
10

pos
neg
pos
neg
pos
pos
pos
neg
neg
pos
neg
pos
neg
neg
neg

neg

neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
pos
neg
neg
neg

neg

*A kemoterapidt kovetGen megvaltozott ERCC1 expressziot, illetve a 10%-nal nagyobb Ki-67 expresszid

valtozast bold-dal jel6ltiik. **Bronchiolo-alveolaris carcinoma.

30. tabldzat. Ki-67 és ERCC1 expresszid kemoterapia el6tt és utan tiid6 SCC-ben és ADC-ben.

7.5.1.7. Biomarker expresszidok az NSCLC tumorok szévettani altipusaiban

A vizsgdlt szoveti biomarkerek expresszidjaban nem volt 6sszefliggés detektalhaté

az egyes szOvettani altipusok (ADC/SCC) kozott, bar kétségtelen, hogy az alacsony

esetszam nem tette lehet6vé érdemi

statisztikai

analizis kivitelezését.

Mindennek

ellenére, az ERCC1 expresszidban kilonbséget észleltliink a két szovettani altipus kdzott,

ahogyan azt leirtuk a fentiekben.
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7.5.2. Neoadjuvdns kemoterdpia hatdsa az ERCC1 expressziora nem-kissejtes

tiidérakban [22]

A jelen munkaban a #21 vizsgalatban tanulmanyozott széveti biomarkerek kozil az
ERCC1 protein expresszio — platinabazisu kemoterapiara bekovetkez6 — valtozasat
vizsgaltuk meg részletesebben, nagyobb esetszam mellett, dsszesen 46 nem-kissejtes
tlidérak szovettani mintan (27 SCC, 19 ADC). 35/46 kemoterapia el6tti, bronchoscopos
szovetminta mutatott ERCC1 nukledris immunpozitivitast; az atlagos H-score 129,4 volt.
Az SCC és az ADC szovettani alcsoportokban megfigyelhet6 atlagos ERCC1 H-score értékek
kdzott nem volt szignifikdns a kiilonbség, azonban egy pozitiv trend megfigyelhet6 volt az

SCC javéra (SCC: 151,7; ADC: 97,6; p=0,065) (31. tablazat).

SCC ADC
No H-scclre H-score ) H-scq’re H-score )
kemo el6tt kemo utdn kemo el6tt kemo utan

1 285 © 0 285 9 0

2 285 © 0 285 160

3 285 9 20 270 20

4 285 30 270 60

5 270 10 240 2 0

6 270 10 150 @ 0

7 270 100 140 Q 0

8 270 140 120 0

9 240 0 80 @ 160
10 240 0 10 @ 0
11 240 210 5 10
12 210 60 0o 9 0
13 160 0 0o 9 0
14 160 0 0o 9 0
15 140 0 0 9 0
16 140 9 0 0o 9 0
17 120 120 0 0
18 100 60 0 0
19 40 0 0 0
20 40 20 atlag: 97,6
21 20 0
22 10 @ 0
23 10 0
24 5 0
25 0 0
26 0 0
27 0 9 0

atlag: 151,7

31. tabldzat. ERCC1 H-score értékek SCC-ben és ADC-ben platinabazisu kemoterdapia el6tt és utan
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Az ADC csoportban 11/19 bronchoscopos minta volt ERCC1 pozitiv. Kozllik 6 esetben a
tumor ERCC1 negativva valt kemoterdpiat kovetéen, 3 esetben csdkkent az expresszios
szint, 2 betegnél pedig ndvekedett. A kemoterapia el6tti és utani ERCC1 expressziok kozti
kilonbség szignifikdnsnak bizonyult (p=0.010) (74. abra).

Az SCC csoportban harom mintatdl eltekintve valamennyi tumor (24/27) expresszalta az
ERCC1-et, és altaldban magas H-score-ral. Koziliik 13 szévetminta ERCC1 negativva valt a
kemoterdpiat kovetben, 10 esetben expresszids szint csokkenés volt megfigyelhetd,
1 betegnél az ERCC1 expresszids szint valtozatlan maradt. A kemoterapia el6tti és utani

ERCC1 expressziok kozti kilonbség szignifikansnak bizonyult (p<0.001) (74. abra).

160

140

p< 0.001

120

ERCC1 score
=
oo [=]
(=] =]

[#3]
=]

B
(=]

20

ADC SCC

74. dbra. ERCC1 expresszios valtozasok kemoterdpiat kévet6en ADC-ben (n=19) és SCC-ben (n=27)

Egyetlen esetben sem taldltunk ERCC1 negativbdl pozitivva valé tumormintat. ERCC1
up-regulacié kizardélag az ADC-k kozott volt megfigyelhet, és ott is minddssze két
esetben, amikor is az atlagos H-score novekedés 42,5 volt. Az SCC-k esetében markansabb
volt a H-score csokkenés mértéke, mint az ADC csoportban (p<0.001; p=0.010).

Ugyancsak kifejezettebb volt az ERCC1 expresszid csokkenésének mértéke a férfiaknal
(p<0.001), 6sszehasonlitva a n6knél megfigyeltekkel (p=0.007). A nemekre és a szovettani

alcsoportokra lebontott ERCC1 H-score 0sszehasonlitast a 75. abran mutatjuk be.
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75. dbra. Nemek szerinti ERCC1 expresszid-valtozas 6sszehasonlitds ADC-ben és SCC-ben

Amikor az ERCC1 H-score valtozast egyénekre lebontva vizsgaltuk, kifejezettebb

csokkenést tudtunk demonstralni az SCC-k esetében (p=0.032).

Az életkor mindkét nemben pozitivan korreldlt a preoperativ ERCC1 H-score-ral (r=0.295,
p=0.046). Ez az 6sszefliggés csaknem szignifikans volt az ADC-s betegek korében (r=0.429,
p=0.067), és erGsen szignifikdnsnak bizonyult a nék esetében (r=0.654, p=0.004).

A n6kben az életkor pozitiv korreldciét mutatott az ERCC1 H-score valtozasaval (r=0.504,

p=0.039).

Amikor a dohdnyzds és az ERCC1 expresszio valtozas kozti 6sszefliggést elemeztiik, a pack-

year index’ forditottan korrelalt az ERCC1 H-score csokkenéssel, de csak a férfiaknal

(r=-0.627, p=0.009).

A neoadjuvans kemoterapidk ciklusszama magasabb volt a n6knél, mint a férfiaknal (2.48
vs. 3.41, p=0.013). Szintén magasabb volt az ADC-ben szenved6knél, mint SCC esetében

(3.26 vs. 2.52, p=0.060). A férfiaknal a ciklusok szama fliggétt a kombinacids szertdl

7 Pack-year index: Azon évek szama, melynek soran az egyén napi 1 csomag cigarettat szivott el.
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(paclitaxel: 3.33, gemcitabin: 2.37, etoposid: 1.75, p=0.031). SCC-ben ugyancsak fliggott a
ciklusok szdma a kombinacids szertél (paclitaxel: 3.5, gemcitabin: 2.33, etoposid: 2.0,
p=0.028). Ami a kemoterdpia platinum komponensét illeti, nem észleltiink szignifikans
kilonbséget a cisplatin és a carboplatin alcsoportok kozott, habar az egyes alcsoportok
alacsony esetszamai nem tették lehet6vé komolyabb kovetkeztetések levondsat.

Mindezek ellenére érdemes kiemelni, hogy az ERCC1 H-score csokkenés mértéke nagyobb
volt a carboplatin csoportban, dsszehasonlitva a cisplatinnal (231.7 vs. 109.2, p=0.070).
Hasonldképpen, az ERCC1l expresszio csOkkenés mértéke kifejezettebb volt azon
betegeknél, akik paclitaxelt kaptak, 6sszevetve a gemcitabint és az etoposidot kapott

betegek értékeivel (paclitaxel: 224.2 vs. gemcitabin: 109.0 vs. etoposid: 48.6) (p=0.041).

A kemoterapias valasz és egyes klinikai paraméterek, mint az életkor vagy a dohdnyzasi
anamnézis, kozti korreldcid vizsgdlatakor nem taldltunk szignifikdns 0Osszefliggést
(p=0.205; p=0.313). Hasonldképpen, nem volt dsszefliggés a kemoterdpias vdlasz és az
alkalmazott kemoterdpias ciklusok szdma (p=0.518), a preoperativ ERCC1 H-score
(p=0.757), a postoperativ ERCC1 H-score (p=0.711) és az ERCC1 H-score csokkenés

mértéke kozott (p=0.640).

A kezdeti ERCC1 H-score és a teljes tulélés, valamint az ERCC1 H-score valtozdasa és a teljes
tulélés kozti 6sszefliggés elemzésekor nem taldltunk szignifikans korreldciot sem az ADC
(p=0.142; p=0.140), sem pedig az SCC (p=0.739; p=0.892) esetében.

A kezdeti klinikai stadium (cTNM) és a neoadjuvdns kemoterdpia utdni patoldgiai stadium
(pTNM) szignifikans csokkenést mutatott (p<0.001), azonban a stadiumok megvaltozasa

nem fliggott 6ssze sem a kezdeti ERCC1 score-ral, sem pedig az ERCC1 score valtozassal.
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7.5.3. Platinabadzisu kemoterdpia hatdsa nem-kissejtes tiidérakok PD-1/PD-L1

expressziojara [23]

41 tud6rak tumorpar (20 ADC, 15 SCC, 1 MEC®, 1 ADSQ’, 4 SCLC) archivalt paraffinos
szovetmintain tanulmanyoztuk a platinabazisi kemoterapia hatdsat a tumorsejtek (TC)
PD-L1 és az immunsejtek (IC) PD-L1 és PD-1 protein expresszidjara, valamint a stromalis
immunsejt denzitasra. A kiértékeléskor egyrészt hasznaltuk a hagyomanyos PD-1/PD-L1
IHC score kategoridkat (TC: 1%, 5%, 50%; IC: 1%, 5%, 10%), masrészt — annak érdekében,
hogy a nagy kategoridkon bellli valtozasokat is demonstralhassuk — bevezettiink egy
részletesebb score rendszert is (<1%, 1-5%, 6-10%, 11-20%, 21-30%, 31-40%, 41-50%, 51-
60%, 61-70%, 71-80%, 81-90% és 91-100%).

7.5.3.1. A neoadjuvans kemoterapia hatdsa a PD-L1 TC expresszidra

A teljes kohorszban az eredeti score rendszer alapjan 9 betegnél csékkent,
haromndl novekedett, 29 betegnél pedig valtozatlan volt a PD-L1 TC expresszid a
neoadjuvans kemoterapiat kovetSen (32. tablazat). A részletesebb score rendszer
alkalmazasakor 10 betegnél figyelhettlink meg csokkenést. A leglatvanyosabb csékkenést
egy ADC mintaparon észleltiik, amely esetében a bronchoscopos mintdban 70%-os volt a
PD-L1 TC expresszid, majd 3 ciklus carboplatin-paclitaxel kemoterapia utan <1%-ra
csokkent. A PD-L1 TC csokkenés csak azon 16 betegnél volt szignifikans, akik cisplatin-
gemcitabin kombinaciéju kemoterdpiaban részesiiltek (p=0.02 mindkét score rendszer
mellett), a carboplatin—paclitaxel csoportban nem volt ilyen tendencia megfigyelhetd
egyik score rendszerrel sem (p=0.669 és p=0.432). Az ADC és az SCC csoport kozott nem
volt szignifikdns kilonbség a PD-L1 TC vdéltozast illetéen (p=0.428 és p=0.189).

Hasonléképpen nem volt kiilonbség a férfiak és a n6k kozott (p=0.328 és p=0.163).

8 . . .
MEC: mucoepidermoid carcinoma
9 .
ADSQ: adenosquamosus carcinoma
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Szovettan

ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC
ADC

SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC

SCLC
SCLC
SCLC
SCLC

ADSQ
MEC

nincs adat

*eredeti score rendszer, **részletes score rendszer, ADC: adenocarcinoma, SCC: squamous cell carcinoma, SCLC: small

cell lung cancer, ADSQ: adenosquamosus carcinoma, MEC: mucoepidermoid carcinoma

32. tdbldzat. Neoadjuvans kemoterapiara bekévetkezd expresszios valtozasok tiidérakban
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7.5.3.2. A neoadjuvans kemoterapia hatdsa a PD-L1 IC expresszidra

A teljes kohorszban 10 betegnél novekedés, 8 betegnél csokkenés volt
megfigyelhets, mig 23 beteg esetében nem valtozott a PD-L1 IC expresszié a neoadjuvans
kemoterapiat kovetSen (32. tablazat). Eredményeink arra utalnak, hogy a kemoterapidnak
nincs szignifikans hatasa a PD-L1 IC expresszidra (p=0.643). Az expresszids valtozasok nem
voltak szignifikdnsak sem az ADC, sem pedig az SCC alcsoportban (p=0.541 és p=0.104).
Hasonléképpen nem észleltiink Osszefliggést az egyéb klinikopatoldgiai alcsoportok

elemzésekor sem (adatokat nem mutatjuk).
7.5.3.3. A neoadjuvdns kemoterapia hatdsa a PD-1 IC expressziéra

A teljes kohorszban 12 betegnél novekedés, 16 betegnél csokkenés volt
megfigyelhetd, és 13 beteg esetében nem valtozott a PD-1 IC expresszié a neoadjuvans
kemoterapiat kovetSen (32. tablazat). Eredményeink arra utalnak, hogy a kemoterapidnak
nincs szignifikdns hatdsa a PD-1 IC expresszidra (p=0.456). Az expresszids valtozasok nem
voltak szignifikdnsak sem az ADC, sem pedig az SCC alcsoportban (p=0.428 és p=0.189).
Hasonldképpen nem volt kiilonbség a férfiak és a nék kdzott (p=0.328 és p=0.163).

7.5.3.4. A neoadjuvans kemoterdpia hatasa a stromalis IC denzitasra

A teljes kohorszban 38 tumorminta volt alkalmas a stromalis IC kiértékelésére.
Négy betegnél novekedés, 6 betegnél csdkkenés volt megfigyelhets, és 28 beteg
esetében nem valtozott a stromalis IC denzitds a neoadjuvans kemoterapiat kovetéen (32.
tablazat). Eredményeink arra utalnak, hogy a kemoterapianak nincs szignifikans hatasa a
PD-L1 IC expresszidéra (p=0.534). Az expresszios valtozasok nem voltak szignifikdnsak sem
az ADC, sem pedig az SCC alcsoportban (p=0.67 és p=1.0), és nem észleltlink dsszefliggést

az egyéb klinikopatoldgiai alcsoportok elemzésekor sem (adatokat nem mutatjuk).
7.5.3.5. Akilonb6z6 szovettani paraméterek valtozasai kozotti osszefliggés

Az egyes szovettani paraméterek — neoadjuvans kemoterdapiat kovet6é — valtozasai
kozti 6sszefliggések elemzésekor pozitiv korrelacié volt kimutathaté a PD-1/PD-L1 IC és a
stromalis IC denzitas valtozasa kdzott (p=0.002, Spearman R=0.491 és p=0.004, Spearman
R=0.454), és kovetkezésképpen az immunsejtek PD-1 és PD-L1 expresszidja kozott
(p=0.035, Spearman R=0.331). Ez azt jelenti, hogy a stromalis IC denzitds ndvekedése nagy

valdszinlséggel egyiitt jar az immunsejtek PD-1 és PD-L1 expresszid ndvekedésével.
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8. MEGBESZELES

8.1. Tiidérakok differencialdiagnosztikai és prognosztikai markereinek

vizsgalata [1-3]

A tidérak diagnosztikdjaban és terapiajaban egyre nagyobb szerephez jutnak az
egyes differencidldiagnosztikai, prognosztikai és prediktiv markerek.
A terdpias arzenal béviilésével az utébbi masfél évtizedben donté jelentéséglivé valt az
adenocarcinomak elkiilonitése az egyéb szovettani altipusoktdl. A #1 vizsgdlatban az els6k
kozott igazoltuk, hogy a TTF-1 protein expresszido megfeleld szenzitivitasu (92%), és kivalo
specificitasu (100%) az ADC-k pulmondlis eredetének igazolasdhoz, igy alkalmazdsa a
klinikai gyakorlatban nagymértékben el8segiti a megfelel6 betegszelekciot™.
Eredménylink 6sszhangban all azokkal a vizsgalatokkal, melyekben a cél a primer tidé
ADC-k és az extrapulmonalis ADC-k elkllonitése volt malignus mellkasi folyadékok TTF-1
IHC vizsgalataval™* ™3,
A TTF-1 immunpozitivitds a primer tid6é ADC-k mellett a pajzsmirigyrakokra is jellemzg,
azonban a klinikai gyakorlatban egyrészt rendkivil ritka a peurdlis attét
pajzsmirigyrakban, masrészt alig fordul el fizikalis vizsgalattal nem detektalhatd, de mar
tavoli attétet adott pajzsmirigyrdk. Kérdéses esetben a tumormintan alkalmazhatjuk a
rendkivil szenzitiv és specifikus thyreoglobulin immunreakciét, amelynek negativ
eredménye tovabb erdsiti a TTF-1 pozitiv malignus mellkasi folyadékgylilem tiidé ADC
eredetét. Mindemellett a TTF-1 szamos vizsgalatban nagyfoku, akar 100%-os specificitast
mutatott a primer tiid6é ADC vs. malignus pleurdlis mesothelioma 6sszehasonlitds soran
i5154.
Ugyancsak 100%-os specificitast igazolt Sturm a tiudé nagysejtes neuroendocrin
carcinomajanak a basaloid laphdm carcinomatdl valé elkiilnitésében™. A TTF-1 p63 IHC-
vel valé kombindlasa nagyban segitheti a kissejtes tid&raknak (TTF-1+/p63—) a rosszul
differencialt laphdmraktdl (TTF-1—/p63+) vald elkiilonitését™®.
A primer és metasztatikus tid6é ADC-k differencialdiagnosztikaja nemritkan kihivast jelent,
kiilonosen a szoliter kerekarnyékok esetében. Primer tid6 ADC-ben a legtobb szerzé

Osszességében 75% feletti TTF-1 IHC pozitivitdst detektalt, azonban a csoporton belll
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jelent8s kilonbdz6ségek mutatkoztak™’. Goldstein 40 bronchiolo-alveolaris carcinoma
vizsgdlatakor 92%-os pozitivitasi aranyt és er6s IHC fest6dést észlelt, ugyanakkor a
mucinosus ADC-k esetében a pozitivitasi arany csak 21% volt, az immunfestédés pedig

gyenge intenzitasu volt™®*°

. A TTF-1 nagymértékben segitette a pulmonalis eredet
igazoldsdt pecsétgylirl-sejtes carcinomaban, szemben az ilyen szovettani tipusu
extrapulmonalis (eml6-, gyomor-, colon-) tumorokkal**®*®*. Hasonléképpen, a TTF-1
festés nagyon megbizhatdnak bizonyult az agyi attétek pulmondlis-, vagy extrapulmonadlis
eredetének tisztazasaban, killdnésen ADC-k és nagysejtes tiidérakok esetében™®.

Napjainkra a TTF-1 IHC igen el6kel6 helyet vivott ki a tiidérak diagndzisanak feldllitasaban.
#1 Vvizsgalatunk eredménye hozzdjarult a TTF-1 IHC-nek a pulmondlis ADC
diagnosztikajaban betoltott szerepének meghatdrozdsdhoz. Manapsdg a tudé ADC
igazoldsa indikacidt jelent egyes kemoterdpias szerek (pl. pemetrexed) alkalmazasara,
illetve indokoltta teszi olyan molekularis célpontok (pl. EGFR, ALK, ROS1, BRAF)
meghatdrozasat, amelyekre mdar a mindennapi gyakorlatban alkalmazhatd terdpias

készitmények allnak rendelkezésiinkre. A TTF-1 meghatdrozds emellett fontos szerephez

jut az immunterapia esetében is, mivel masok az indikaciés korok ADC-ben, mint SCC-ben.

A #2 vizsgdlat sordn a szakirodalomban els6ként irtuk le tlid6rakban, illetve annak
kiilonb6z6 szovettani altipusaiban a claudin-1, -2, -3, -4 és -7 protein és mRNS
expressziot’’. Az egyes szdvettani csoportok kézt megfigyelt expresszids kilonbségek
felvetik a claudinok lehetséges szerepét tlidérakok szovettani altipusaira vonatkozd
differencialdiagnosztikai kérdések megvalaszolasaban.

Haldsz és mtsai hepatoblastomdkban a claudin-1 és -2 expressziot szignifikansan
magasabbnak taldltdak a jobban differenciadlt fetdlis komponensben, mint a daganat
embrionalis komponensében'®. Jelen munkéankban a heterogén differenciaciét mutaté
daganatokban a claudin-1 és -4 rendszerint er6sebb immunpozitivitast mutatott a jél-
differencialt teriileteken mint a kevéssé-differencialt részeken. Ez a megfigyelés
osszhangban all Michl és mtsai eredményével, akik pancreas carcinomaban a claudin-4
expressziét, mint a tumor-invazivitds gatlojat azonositottak?®. Lee és mtsai hasonld
Osszefliggést figyeltek meg gyomorrakban, ahol a csokkent claudin-4 expresszié mind

protein-, mind pedig mRNS szinten a daganat alacsony differencialtsagi fokaval fliggott

164 k165

0ssze . Ezt az eredményt Resnick és mtsai is megerGsitetté
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Jelen vizsgalatunkban magas claudin-3 és -4 expresszidt figyelhettiink meg tiidé ADC-
kben, ami hasonlésagot mutat mds szervek adenocarcinomaival, igy pl. emldérakkal,
pancreas- és ovarium carcinomaval, valamint Barrett oesophagus talajan kialakuld
nyel6csérakkal®™®®. Az ADC-vel ellentétben SCC-ben szignifikins csdkkenést
tapasztaltunk a claudin-3 expressziot illetéen. Ez 6sszhangban all Sobel és mtsai cervix
preinvaziv léziokban és laphamrakban tett megfigyeléseivel, mely szerint cervicalis
intraepithelialis neoplasidkban, in situ carcinomakban és invaziv carcinomakban hianyzik a
claudin-3 expresszi6'’®. Tudé laphamrakokban mi a claudin-4 expressziét — annak
ellenére, hogy az atlagos IHC score érték ebben a szovettani altipusban alacsonyabb volt a
tobbihez viszonyitva — szignifikdnsan magasabbnak taldltuk a jol-differencidlt tumor-
terileteken, valamint a tumor-fészkek centralis részén és nemritkdn az elszarusodast
mutato teriletek kdzelében. Hasonlo jelenséget figyeltek meg Morita és mtsai bér SCC-
ben'’!. Amikor &sszehasonlitottuk az ADC és SCC eseteket, negativ claudin-3 és -4
tumormintdkat kizarélag az SCC csoportban taldltunk, amely megfigyelésnek
differencialdiagnosztikai értéke lehet. Mindemellett ezek az expresszids kilonboz6ségek a
tliid6 ADC-k és SCC-k bronchialis carcinogenesisbeli kiilénb6z6ségeire is utalhatnak.

Az SCLC és a carcinoid tumorok valamennyien a neuroendocrin tlidérakok csoportjdba
tartoznak. Ezen daganatok differencidldiagnosztikdjanak komoly terapids vonzata van,
ugyanakkor egyes esetekben nem konnyld a helyes diagndzis feldllitdsa kicsiny

172173 Eredményeinknek

bronchoscopos biopszids mintabdl, vagy citoldgiai preparatumbd
éppen ezért diagnosztikus értéke lehet, mivel erGsen szignifikans kiilonbséget észleltiink a
claudin-1, -3 és -4 expresszidban az SCLC-k és a carcinoidok kozott. SCLC-ben emellett a
claudin-2 expresszid teljes hianyat figyelhettilk meg, aminek ugyancsak lehet
diagnosztikus értéke. A jelentés claudin-2 expresszié csokkenés az agressziv bioldgiai
viselkedésli SCLC-ben kapcsolddik ahhoz a megfigyeléshez, miszerint cervix
intraepithelialis neoplasidban és in situ carcinomaban fokozott a claudin-2 expresszio,
azonban jelentdsen lecsokken invaziv cervix rakban®’®.

Vizsgéalatunk soran rendkiviil magas claudin-3 expressziét detektaltunk az SCLC esetekben,
Osszehasonlitva a tobbi tumor tipussal. Az SCLC-k és az SCC-k kozti kiilonbség oly mértékd,

ami differenciadldiagnosztikai érték( lehet, kilonosen rosszul differencidlt és basaliod

SCC-k esetében. Mindemellett a magas claudin-3 expresszié SCLC-ben felveti ennek a
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fehérjének a molekuldris célpont jellegét is. Ismeretes, hogy a claudin-3 és -4 a
Clostridium perfringens enterotoxin receptoraként is szolgal, és aktivaléddsa sejtlizist
eredményez. Ugyanakkor a claudin-3 és -4 szdmos normal szovetben, igy a bélben, a
tid6ben és a vesében is jelen van, ami akaddlyozza a Clostridium perfringens enterotoxin

szisztémas daganatellenes kezelésként valé alkalmazasat!’*'”

. A claudin-expresszalé
sejtekhez valé gydgyszer-eljuttatdsra vonatkozéan Ebihara és mtsai egy igéretes
eredményrdl szamoltak be, aminek lényege egy claudint-célzé molekula el&allitdsa a
Clostridium perfringens enterotoxin C-terminalis fragmentumadnak felhasznalasaval'’®.
Egy masik onkoterdpids megkozelités az antitest-alapu terapia, mivel ehhez a claudinok —
mint transzmembran proteinek — megfeleld célpontok lehetnek”’.

Jelen munkdnkban a claudin-7 expresszié csaknem valamennyi tumormintdban
emelkedett volt, ezzel szemben a claudin-3 és -4 csak SCLC-ben és ADC-ben volt
szignifikdnsan emelkedett. Az egyes szovettani altipusok claudin expresszids mintazata
arra utal, hogy az SCLC-k egy homogénebb csoportot alkotnak, szemben az ADC-kkel és az
SCC-kkel. Erdekes médon, a carcinoid tumorok — még a tipusos carcinoidok alcsoportjan
belil is — heterogén claudin expressziés profilt mutatnak.

Mindezek miatt rendkivil fontos a tiid6rakok szovettani altipusainak tovabbi, kiterjesztett
vizsgalata, illetve a jelen tanulmanyba bevont daganattipusok esetszamanak nagyfoku
bévitése, hogy jobban megérthessiik a claudinok bronchialis carcinogenesisben betoltott
szerepét, és féként, hogy kiaknazhassuk az egyes claudinok overexpresszidja nyujtotta

terdpias lehet6ségeket.

A fenti claudin expresszios eredmények birtokdban kivancsiva valtunk arra, hogy a
claudin expressziénak van-e prognosztikai értéke is, igy a #3 vizsgalatban ennek
tanulmanyozasat tiztik ki célul®. Vizsgalni kivantuk emellett, hogy az ADC-n beliil van-e a
szOvettani alcsoportok — igy a lepidikus terjedést mutaté (L-ADC) és nem mutaté ADC-k
(ADC) — kozott claudin expresszids kilonbség. Ez a megkozelités 6sszhangban allt a 2015-
ben megjelent WHO tld&rak szévettani klasszifikacidval, amely mar élesen kettévalasztja
ezen ADC altipusokat™.

Eredményeink szerint tiidérakban a csokkent claudin-1 expresszid rossz prognosztikai
faktornak tarthatd, de csak a laphamrakok esetében. Hasonlé eredményt lattak veserakok

vizsgalatakor, amikor a csékkent claudin-1 expresszid kedvezétlen bioldgiai viselkedéssel
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parosult vildgossejtes veserakban, ugyanakkor j6 progndzisra utalt papillaris vesesejtes
carcinomaban'’®. Ugyancsak kedvezétlen tuléléssel parosult az alacsony claudin-1
expresszio Il stddiumua colon carcinomdban, és emellett magasabb tumor grade-del is

179

jart Gyomorrakban az alacsony claudin-1 expresszid szintén fliggetlen negativ

prognosztikai faktornak bizonyultlgo.
Szasz és mtsai eml6rdk nyirokcsomé attétében figyelték meg, hogy az alacsony claudin-1

181

és a fokozott claudin-4 expresszié rovidebb betegségmentes-tuléléssel parosult™ . Ezzel

ellentétben, mas kutatdk a tripla-negativ emlérakban a claudin-4 expressziét a kedvezd

k'8 és hasonlo volt az Gsszefiiggés gyomorrakban is™®>.

progndzis biomarkerének talalta
Mi a jelen munkdnkban ugyancsak szignifikdns kiilonbséget figyelhettiink meg az egyes
ADC szovettani altipusok kozott, ami az eml6rakos esetekkel valé hasonldsagra utalhat.
Erdekes médon a jelen munkdnkban alacsony claudin-1 expressziét figyelhettiink meg a
lepidikus terjedésl L-ADC-kben, amelyekban a leghosszabb volt a teljes tulélés a harom
NSCLC szovettani altipus (L-ADC, ADC, SCC) kozott. Ennek ellenére a claudin-1 expresszié
nem volt prognosztikai értékd az L-ADC alcsoporton beldl.

Hasonléképpen alacsony expresszidét észleltlink L-ADC-ben a claudin-3-ra és -4-re
vonatkozdan, prognosztikai érték nélkdl.

Ami a claudin-7 expressziot illeti, sajat vizsgalatunkban nem igazolédott ennek
prognosztikai jelentGsége, érdemes azonban kiemelni, hogy az ADC alcsoportok kozott
szignifikdns expresszidés kilonbségek voltak demonstralhatdok az ADC-k javara. Mas
daganatokban, igy pl. nasopharyngealis carcinomaban, az alacsony claudin-4 és a magas
claudin-7 expresszio korrelalt a tavoli metasztazisok koraibb megjelenésével, tovabba az
emelkedett claudin-7 az elérehaladottabb tumor stadiummal®®*. Kim és mtsai ugyancsak
pozitiv Osszefliggést irtak le ovdrium epithelialis carcinomdban a magas claudin-7

185

expresszio és a rovidebb progressziomentes tulélés kdzott . Ezzel ellentétben, sz3jiregi

és oropharyngealis SCC-ben a lokalis tumor recidivaval a claudin-7 expresszié elvesztése
korrelalt®.

Jelen munkank sordn igyekeztiink a tlid6rdkos betegek mind stadium-, mind pedig
szOvettani altipus szerinti nagyon homogén csoportjait vizsgalni annak érdekében, hogy

minimalizaljuk mind az attétképz6dés egyes |épéseinek, mind pedig a szovettani — és

ezdltal carcinogenesisbeli — kilonb6z8ségeknek a hatasait. Eredményeink egyrészt
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rairdnyitjak a figyelmet a tiid6 ADC-k heterogenitdsdra, ami megnyilvanul a jelent&s
claudin expresszidés kilonbségekben is, madsrészt tid6 laphamrakban — az igazolt
kedvezGtlen prognosztikai érték miatt — alacsony claudin-1 expresszido esetén felvetik

szorosabb betegkovetés szlikségességét.

V7o

8.2. Tudorakok tavoli attéteinek vizsgalata [4-9]

A tuddrakok tobb mint 40%-at IV stadiumban fedezik fel, tehat mar megjelent tavoli
szervi attét. A #4 vizsgalatban arra kerestik a vdlaszt, hogy tiidé ADC-ben a primer tumor
intrapulmonalis lokalizacidja milyen Osszefliggést mutat a tdvoli attétek helyével,
megjelenési idejével és sorrendiségével®®. Ilyen jellegli tanulmanyokra tiidérakban
korabban csak alig volt példa, és azokban is rendszerint szovettanilag heterogén csoportot
vizsgaltak, alacsony esetszdmmal.

Egyéb szolid tumorok esetében ezzel szemben tébb ilyen jellegli adat allt rendelkezésre.
Colorectalis carcinomdban példaul a bal oldali és a jobb oldali tumorok koézo6tt jelentGs
epidemioldgiai és bioldgiai viselkedésbeli kiilonbséget talaltak™®’ "%, Tobb nagyobb
adatbazis elemzése — amelyek dontéen nem-metasztatikus daganatokat tartalmaztak —

jobb oldali tumor esetében kedvezétlenebb tulélést igazolt'***?

. Emellett a primer tumor
lokalizacidjanak jelentéségét a tulélésben IV stadium esetén is kimutattak™®**°°.

Sajat eredményeink értékelése el6tt fontos kihangsulyozni, hogy a szakirodalomban nincs
standard definicidja a ,centrdlis” és a ,periférias” tid6rakoknak. Ketchedjian és mtsai
példaul centralisnak tartottak a tiidérakot, amennyiben az a mellkas CT-n a tlidémez6
bels6 harmaddban helyezkedett el, illetve amennyiben lathatd volt a bronchoscopia

soran®’

. Tekintettel arra, hogy esetlinkben mind az 1126 betegnél rendelkezésiinkre allt
bronchoscopos lelet, a centralis tumor egyértelm(i definiciéjaként az endobronchialisan
lathato daganatokat adtuk meg.

Az IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) a 8. kiaddsu tlid6rak
TNM klasszifikacidjaban 33 115 NSCLC beteg adatait elemezte, hogy meghatdrozza a
primer tumor (T) prognosztikai jellemz&it'®®. Erdekes mddon e szerint az elemzés szerint

az endobronchialis T3 tumorok (kevesebb mint 2 cm-re a bifurcatids carinatdl, de azt nem

involvalva) ugyanolyan progndzissal jartak, mint a periféridas T2 tumorok. Ennek
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kovetkeztében a szerz6k javaslatot tettek az endobronchialis T3 daganatok T2-vé torténd
re-klasszifikacidjara. Mindezek ellenére ebbdl az IASLC adatbazisbél nem torténtek
elemzések a primer tuddérak lokalizacidja és a hematogén metasztazisok szervi
lokalizacidja kozti osszefliggésrél. Tudé ADC-rél jelentek meg sporadikus tanulmanyok;
igy pl. Ito és mtsai azt taldltdk, hogy a teljes tulélés hosszabb a centralis N2
tidérakokban'®. Mas vizsgalatok ugyanakkor éppen az ellenkezéjét talaltak’*® %2, Egyes
szerz6k kapcsolatba hoztdk a centralis primer tumor lokalizaciét a mediastinalis

200,201

nyirokcsomo érintettségge , és leirtak egy tendenciat a fels6 lebenyi primer tumorok

és az ellenoldali — felsé lebenyi — pulmondlis attétek kozott™®.

Jelen vizsgalatunk els6ként szamolt be arrél, hogy a centralis tlid6 ADC-kben kordbban
jelennek meg tavoli szervi attétek, tovabba, hogy mig centrdlis daganatokban a
csontattét, ugy periférids daganatokban a tlid6attét a gyakoribb. Kimutattuk emellett,
hogy a pleuralis attétek f6ként az alsé lebenyekbdl kiinduld daganatokbdl szarmaznak.
Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a primer tumor pontos lokalizacidjanak ismerete
el6segitheti egyénre szabott diagnosztikus és terapids stratégidk kidolgozdsat, rdadasul
O0sszhangban vannak a frissen megjelent diagnosztikus és stadium-meghatdrozasi
iranyelvekkel*®*2%7.

Kiemelendd, hogy eredményeink alapjan tidérakban — a tavoli attétekre vonatkozdan —
nincs kilonbség a jobb oldali és a bal oldali ADC-k kozott, tehat barmely oldali
tudéérintettségnél ugyanazok az onkoldgiai elvek érvényesiilnek a beteg ellatasakor.
Tuddrakban a tavoli attét megjelenése ismerten egy kedvezGtlen prognosztikai faktor.
A kozelmultban tobb munkacsoport — beleértve az IASLC ,Lung Cancer Staging Project”
vizsgaldit — kimutatta, hogy az egy szervben megjelené egyetlen tavoli attétnél a tulélés
kedvezébb, mint tobb &attéti 16zi6 esetében®®?!. Ennek megfelel6en a 2015-6s IASLC
guideline javasolta az extrathoracalis metasztazisok szubklasszifikaciéjat aszerint, hogy
egy szervben egyetlen attét van jelen (M1b), vagy pedig egy szervben tobb attét, illetve

tébb szervben tdbb attét (Mic)*!

. Mindezzel 6sszhangban mi is megfigyeltliink egy
klinikailag relevans csokkenést a tulélésben az attéti szervek szamanak novekedésével.

Vizsgdlatunknak ugyanakkor vannak korlatai. A retrospektiv jelleg mellett a stadium-
meghatdrozas maddja is limitacidt jelent, mivel az esetek egy részében klinikai TNM-et, az

operalt betegeknél pedig patoldgiai TNM-et haszndltunk az adatfeldolgozas soran.
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Emellett, a rutin klinikai gyakorlatban megmutatkozo kilonbségek bizonyos szempontbdl
heterogénné tették a vizsgélati kohorszot. igy példaul PET-CT vizsgalatra csak a betegek
toredékénél kerllt sor, ami a tlnetmentes attétek aluldiagnosztizalasat, ennek
kovetkeztében pedig a betegség stadiumanak alulbecslését vonhatta maga utdn.
Megemlitendd tovabba, hogy a vizsgalati kohorszot 6t vezetd hazai pulmonolégiai intézet
2001-2014 kozott kezelt primer tidé ADC-s betegeibdl alakitottuk ki. A hosszu
id8intervallum szlikségszerlien heterogenitast eredményezett mind a kivizsgalast, mind
pedig a terdpiat illetéen. Osszességében azonban — a rutin klinikai gyakorlatnak
megfelel6en — a betegek dont6 tobbségénél pontosan kerilt meghatdrozasra a kezdeti
stadium, illetve a hematogén attétek megjelenési ideje és helye.

Tanulmanyunk értékelésének egy masik fontos pontja az ADC-n belili szovettani és
molekularis altipusok meghatdrozasdnak hidnya. A tidé ADC-k legujabb klasszifikacidja
2011-ben jelent meg, és ezt kovetéen szamos publikdcio megerdsitette, hogy a
mikropapillaris és a szolid szbvettani altipus gyakoribb N1/N2 nyirokcsomé attéttel,
koraibb betegségkiujulassal és kovetkezésképpen kedvez6tlenebb progndzissal jar,
osszevetve példaul a lepidikus terjedést mutaté ADC-vel**2%*°.

Fontos megemliteni, hogy a jelen tanulmanyban nem kerilt sor a primer tumor
lokalizacidja és a daganat molekularis statusza kozti kapcsolat elemzésére. llyen jellegl
vizsgalatot Tseng és mtsai végeztek 1171 azsiai ADC-s betegben, és azt talaltak, hogy az

12V, Leirtak

EGFR szenzitizdlé mutdcidja gyakoribb volt a felsé lebenyi primer tumorokna
tovabba, hogy az EGFR L858R mutdcidja gyakoribb a felsé lebenyi daganatokban,
Osszevetve az exon 19 delécids és a wt EGFR ADC-kkel. Ezek az eredmények etiolégiai
kiilonbségek gyanujat vethetik fel az EGFR mutans és wt, tovabba a kiilonboz6
molekularis altipusi EGFR mutans daganatok kozott. Tekintettel arra, hogy ezek a
molekularis patoldgiai adatok rendelkezésiinkre allnak, a jelen tanulmany folytatasaként
vizsgalni kivanjuk a primer tumor lokalizacidéja, metasztdzis mintdzata, és a daganat
molekularis altipusa kozti esetleges kapcsolatot.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy els6ként szamoltunk be kaukazusi betegeknél
nagylétszamu kohorsz vizsgalata alapjan a primer tiidé ADC lokalizacidja és a daganatok

metasztazis mintdzata kozti Osszefliggésekrdl. Igazoltuk, hogy a centrdlis tumorok

korabban adnak tavoli attétet és rovidebb teljes tuléléssel jarnak. Eredményeink
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hozzdjarulhatnak személyre szabott diagnosztikus, terapids és utdnkovetési stratégidk

kidolgozdsahoz.

A tavoli szervi metasztazisok koziil az agyi attét a gyakorisagaval, valamint a beteg
életminGségét és életkilatasat rontéd hatdsdval az egyik legnagyobb kihivast jelenti a
tidérakos betegek ellatasaban. Mivel a klinikai gyakorlatban nem volt hasznalatban agyi
attét megjelenésére vonatkozé prediktiv marker, tovabba, mivel kevés adat allt
rendelkezésre az agyi attét okozta tiinetekért részben felelés peritumordlis 6démardl, az
#5 vizsgalatban ezek tanulmdnyozasat tiiztiik ki célul®,

Eredményeink szerint agyi attétet add tlid6rakok leggyakrabban a jobb felsé lebenyben
helyezkedtek el, ami a carcinogenesist illetéen 0Osszefliggésben lehet azzal, hogy a

218219 pzok a primer tumorok viszont,

dohdnyfist féként a felsé tidémezbket karositja
amelyek multiplex agyi attétet adtak, inkabb az alsé lebenyekben helyezkedtek el, ami az
e tudé6teriiletek fokozott keringésének kdroki szerepét vetheti fel. Betegeink 58%-aban a
primer tumor endobronchialisan lathato, tehat centrdlis elhelyezkedés( volt, ami annal is

inkdbb kiemelendd, mivel alapvetSen a tiidérakok kétharmada periférias kiindulasu®?°. E

z
az aranyeltolédas itt is felvetette azt a kérdést, hogy vajon a centralis tidérakok
agresszivabb bioldgiai viselkedésliek-e, részben annak kovetkeztében, hogy a centralis
daganatban szenved6knél nagyobb a dohanyosok arényam.

Tud6rakban keveset tudunk az agyi attét korili 6déma el6fordulasi gyakorisagarol,

26,222
[>%<, Jelen

méretének megoszlasardl, illetve a tulélésben jatszott szerepérd
vizsgdlatunkban az agyi metastasectomidn atesett betegek alcsoportjaban a szélesebb
peritumordlis 6déma hosszabb tuléléssel parosult, vélhetéen azaltal, hogy hamarabb
okozott akut idegsebészeti beavatkozast szlikségessé tev6 neuroldgiai tiineteket.

Az dltalunk alkalmazott 6déma kategéridk (nincs 6déma, < 10 mm, vagy >10 mm) némileg
onkényesnek tlnhetnek, azonban ilyen kategéridkat mar masok is alkalmaztak, tobbek

223,22 o e , e
3224 Mikézben szamos kifinomult

kozott meningeomak és gliomak vizsgalatakor
madszer all rendelkezésre a korrekt, haromdimenziés mérések elvégzéséhez, beleértve az
0démas régié szegmentaldsat, ezek a mddszerek elég idGigényesek. Tanulmanyunk soran
a célunk els6sorban nem a pontos 6déma-volumen meghatarozas volt, sokkal inkabb az
agyi attétek peritumoralis 6déma altali méretnovekedését kivantuk korreldltatni az egyes

szOvettani altipusokkal.
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Az agyi attétet add tiidGrakos betegek tulélése széles hatarok kozott valtozott. A primer
tumor m(téte esetén a fiatalabb életkor kedvez6 prognosztikai faktornak bizonyult, ezzel
szemben kedvezGtlen volt a csak agyi metastasectomian atesetteknél. Ezen megfigyelés
egyik lehetséges magyarazata az a jol ismert tény, hogy fiatal betegekben a tlidérak
agresszivabb bioldgiai viselkedést mutat, ugyanakkor viszont a fiatal életkor el6nyt jelent,
ha sor keriilhet a primer tumor sebészi eltavolitasara’>>*?°.

Az érpalydn at az agy dllomanyat dontGen a lebenyhatarokon érik el a daganatsejtek, igy a
metasztazisok kialakuldsara elsGsorban a sziirke- és fehérallomany hataran keril sor®”’.
A jelen vizsgalati kohorszban az attétek 37,4%-a a fossa posteriorra lokalizalddott, aminek
életet veszélyeztetd kovetkezménye lehet. A supratentorialis tumorok nagyobbak voltak
és szélesebb peritumordlis 6déma vette &6ket korul, aminek részben magyardzataul
szolgdlhat, hogy ezek a tumorok késébb okoznak neuroldgiai tlineteket, 6sszehasonlitva
az infratentorialis agyi attétekkel.

A vizsgalat taldn egyik legfontosabb megaéllapitasa, hogy a brain only, tehat diagndziskor
NO statuszu tid6é ADC-b6l szarmazo agyi attétek kulon klinikai entitast képviselnek, mivel
jellemzd rajuk a primer tidSétumor periférids elhelyezkedése, a késéi és szoliter agyi attét,
tovabba, mert hosszabb teljes tuléléssel jarnak. Kordbban mar igazoltadk, hogy tiid6rakban
a bulky mediastinalis nyirokcsomd metasztazis jelenléte fokozza az agyi metasztazis
228,229

kialakulasanak rizikéjat . A brain only agyi attétes esetekben ugyanakkor mas

tumorsejt terjedési mechanizmusok szerepe vetédik fel?°.

A vizsgdlt agyi attétes betegek kozil legtobben ADC-ben szenvedtek. Mivel az elmult
évtizedben az ADC szerte a vildgon a leggyakoribb szovettani tipussa valt tiidérakban,
megelGzvén a korabban vezetd SCC-t, a tlid6rak okozta agyi attét ellatasa egyre nagyobb
kihivast jelent. Eredményeink el8segithetik az agyi attét szempontjabdl nagyrizikdju
tudérakos betegek kivalasztasat, akiknél szorosabb utankovetés valhat sziikségessé, és
akiknél — az ilyen jellegli vizsgalatok eredményeinek bdviilésével SCLC mellett
NSCLC-ben is — felmeriilhet profilaktikus agyi besugarzas mérlegelése231. Mindemellett

eredményeink elGsegithetik a peritumoralis agyddéma kialakulasi mechanizmusainak jobb

megértését és molekularis hatterének tovabbi tanulmanyozasat.
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A #6 vizsgalatban NSCLC kilénb6z6 progresszids csoportjaiban (agyi attétet adod
primer tlid6rakok, ezen daganatok agyi attétei, valamint agyi attétet nem add primer
tiidSrakok) sebészi FFPE tumorblokkjaibdl késziilt TMA-kon végeztiink IHC elemzéseket™.
Eredményeink szerint az emelkedett kollagén XVII, CD44v6 és caspase-9, valamint a
csOkkent B-catenin és CAS protein expresszid szignifikans kapcsolatot mutatott a primer
tidérak agyi attétképz6é potencidljaval. Kimutathaté volt emellett a sejtproliferaciét
el6segité cyclin D1 és cyclin D3 fokozott expresszidja a metasztatizaldé primer
tumorokban, az agyi attétekben pedig gyakori volt a p16, syndecan-1 (CD138), p53 és
caspase-3 expresszio.

Az immunprofil alapjan elvégzett klaszter analizis szerint az agyi attétek 2/3-a egy koz6s
csoportba rendez6dott, amelyre kedvez6tlen progndzis volt jellemz6. A vizsgalt 29
biomarker kozil ugyanakkor minddssze a B-catenin expresszid vesztése és/vagy cellularis
delokalizacidja volt az, ami szignifikans univariaciés prediktora volt a rovidebb tulélésnek.
A sejtadhéziés molekuldkrél ismeretes, hogy szerepet jatszanak az attétképzSdésben?®?.
Vizsgalatunkban a P-catenin vesztés és delokalizacié mar az agyi attétet add primer
daganatokban kifejezett volt, 6sszehasonlitva az attétet nem add tumorokkal, és ez
fokozodott az agyi attétekben. A sejtmembran P—catenin vesztése ugyanakkor mar a
bronchialis carcinogenesis igen korai szakaszaban is megfigyelhet6, akar dysplasidkban,
vagy atypidt mutaté metaplasidkban®?. Hasonloképpen, csokkent és delokalizalt
[f—catenin expressziot detektdltak bronchiolo-alveolaris carcinomaban, 0Osszevetve
atypusos adenomatosus hyperplasiaval®**. Eredményeink 6sszhangban vannak azokkal a
vizsgalatokkal, amelyekben a csékkent B—catenin expresszid NSCLC-ben egyutt jart lokalis
daganatinvazidval, regionalis attétképzdéssel és révidebb tuléléssel?*>2%C,

Az E-cadherin, ami normal epitél sejtekben a B—catenin funkcionalis partnere, az NSCLC

progresszidja sordn szintén mutat down—reguléciét233'235, ami egyes esetekben

1237, Habar mi szintén megfigyeltiink csdkkent E-cadherin

kedvezétlen tuléléssel parosu
szintet a progresszid sordn, az alcsoportok kozti kiilonbség nem volt szignifikans és az
E-cadherin nem birt prognosztikai értékkel.

e sz

tudé Iaphémrékbanzag. Mi is megfigyeltlik ezt a jelenséget az agyi attétet add primer
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tudérak csoportban, azonban a kontrollcsoporttal Osszevetve a kiilonbség nem volt
szignifikdns.

A CD44 a Cox-2 facilitalta tumor invazié potencidlis mediatora. Az agyi attétet adé primer
daganatokban és az agyi Aattétekben fokozott expresszidjat észleltik, ami a
Cox-2/prostaglandin E2 Utvonal szerepére utalhat, és ami Cox-2 gatlokkal tdmadhat6?®>.
Fontos azonban megfigyelésiinket nagyobb beteglétszdamu vizsgalattal megerGsiteni,
mivel mas kutaték nem taldltak kiilonbséget a Cox-2 expresszidban az agyi attet ado és
nem adé NSCLC-k koztt**.

A syndecan-1 (CD138) egy multifunkcids transzmembran heparan-szulfat proteoglikan,
ami az NSCLC-k kb. 90%-4ban expresszalodik**!. Szerepe a progndzisban ellentmondasos,

mivel egyesek szerint nincs®*!, mésok szerint kedvezé a prognosztikai értéke?*?, mig

megint masok rossz prognosztikai faktornak tartottak®*?

. Mi emelkedett syndecan-1
expressziot észleltlink az agyi attéti csoportban, 6sszevetve mindkét primer alcsoporttal,
ami a syndecan-1 metasztatizdlasban betoltott szerepére utalhat. A tulélési vizsgdlatok
alapjan ugyanakkor nem volt prognosztikai értéke.

A sejtciklust szabdlyozd cyclinek, cyclin-dependens kinazok és kinaz inhibitorok szintén
szerepet jatszanak az NSCLC progndzisdban. Kozilik a cyclin E és a cyclin B1 rossz
prognosztikai faktor, mig a p21, p27 és pl6 kedvez6 progndzissal jér244. A cyclin D1
szerepe NSCLC-ben kérdéses, mivel egyesek kedvezétlen®”®, mig masok fiiggetlen

prognosztikai értéklnek tartjék246

. Esetlinkben a cyclin D1 gyakoribb volt az attétet adé
daganatokban, a cyclin D3 pedig fokozott expresszidt mutatott az agyi attétekben.
Mindezek tumor progresszidban bet6ltott szerepre utalnak, ennek ellenére egyik marker
sem volt prognosztikus értékd.

A p53 expressziora vonatkozé vizsgalatok dontd tobbsége P53 génmutdcio kovetkeztében
megjelend nukledris p53 immunpozitivitast irt le NSCLC-ben**’, ami gyakran rossz

52,53,248

progndzissal tarsult . Habar mi nem igazoltunk prognosztikai értéket, azonban

jelent6sen emelkedett p53 expressziot detektaltunk az agyi attéti mintdkban. A p53-hoz

hasonléan a p63 (a p53 protein csaldd egy masik tagja) esetében sem igazolédott

prognosztikai szerep, ami 6sszhangban van mas kutatdcsoport eredményével249.

Korabbi vizsgalatok a p16 protein IHC expresszids aranyat 70% korulire tették NSCLC-ben,

250

és nem igazoltak prognosztikai értéket™". KésGbb a p16 vesztés gyakoribb voltat (kb. 75%)
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igazoltdk SCC-ben, szemben az ADC-vel®™!, és kimutattdk ennek negativ prognosztikai

faktor jellegét®™?

. Ezt kovet6en ellentmondasos eredmények sziilettek a p16+/cyclin D1
expresszido prognosztikai jelentGségét illet6en, mivel negativ és pozitiv prognosztikai
faktornak egyarant tartottak?*®?>3. Sajat tanulmanyunkban a citoplazmatikus és nuklearis
pl6 expresszid novekvd gyakorisdgat tapasztaltuk a tumoros progresszié sordn, ami a
legkifejezettebb az agyi attétes csoportban volt.

NSCLC-ben csak kevés adat allt rendelkezésre az apoptdzishoz kapcsolddd biomarkerek

124424 Altalanossagban elfogadott, hogy az apoptotikus

diagnosztikai és klinikai szerepéré
faktorok elvesztése agresszivabb bioldgiai viselkedésl tumort eredményez, és rosszabb
tuléléssel jar. Ezt a tedridt erlsiti az a vizsgdlat is, amelyben a Fas, a Fas-ligand és a
caspase-3 elvesztése kedvezétlen tuléléssel parosul®>, mig ennek ellenkezéje figyelhetd

251

meg a proapoptotikus Bax expresszidja esetén NSCLC-ben”>". M3s vizsgdlatok ugyanakkor

meglepd mddon az antiapoptotikus Bcl-2 magasabb expresszidja esetén kedvezd tulélést

, 244,256,257
talaltak?**2°%%°

. Ezen megfigyelések értékeléséhez elemezni kell, hogy ismeretes volt-e
pl. a Bax/Bcl-2 ardny, vagy pedig, hogy vizsgaltdk-e a Bcl-2 aktivitasat, foszforilacids
statuszat. Sajat vizsgdlatunkban a CAS fehérje szintje szignifikdnsan csokkent az attétet
add primer tumorokban, 6sszehasonlitva az attétet nem addkkal, ezzel szemben viszont a
Bcl-2, a Bax és a Fas szintjében nem volt érdemi kiilonbség.

A metasztatikus progresszié soran novekvé caspase-3 és caspase-9 szintet észleltlink, ami
varatlan volt, ugyanakkor nem tudjuk, hogy funkcionalisan inaktiv, vagy aktiv
caspase-okat detektaltunk-e, tovdbba, hogy ezek jeldtviteli Gtjai intaktak voltak-e. Ezen
két biomarker kozil egyiknek sem volt prognosztikai jelent&sége.

Elemzésiink soran hierarchikus klaszter analizist hasznaltunk, hogy klinikailag relevans

NSCLC alcsoportokat azonositsunk'**

. Az agyi attétek 2/3-anak immunprofilja igen
hasonlénak bizonyult (korrelacié: 0,74) az alabbi biomarkerek expresszidja alapjan: cyclin
D1, cyclin D3, p16, p53, caspase-3, -8, -9, CD44v6, B-catenin, CD138 és kollagén XVII.
Ez arra utalhat, hogy ezekben a daganatokban hasonlé szabdlyozd utvonalak
aktivalédnak, és hogy az a néhdny primer NSCLC, amely szintén szerepel a klaszterben,

mar egy agressziv fenotipussal rendelkezik. A klaszteren beliili esetek kozti legszorosabb

korrelacié (0,93) a cyclin D1, cylin D3, p16, Ki-67 és kollagén XVII overexpresszidval volt
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kapcsolatos. Ezen daganatok agressziv fenotipusat a klaszteren kivili esetekhez képest
szignifikdnsabb rosszabb tulélés is aldtamasztotta.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy NSCLC-ben (1) a P-catenin vesztés és
delokalizacié a rossz progndzis egyvaltozds el6rejelzéje; (2) a tumoros progresszidhoz
kiilonb6z6 biomarker expresszids valtozdsok kapcsolddnak, igy a kollagén XVII, CD44v6,
caspase-9, cyclin D1 és cyclin D3 up-regulacié valamint a P—catenin és CAS down-
regulacid, azonban legtdbbjiknek nincs prognosztikai értéke; és végil (3) komplex
immunfenotipizaldssal és klaszter analizissel meghatarozhaté a betegek egy alcsoportja,
akiknél agressziv bioldgiai viselkedés(i NSCLC igazolhatd és kedvezétlen tulélés varhato.
Amennyiben eredményeinket nagyobb betegszamu vizsgdlatok is megerdsitik, ugy ezek
hozzdjarulhatnak azon betegek kivalasztasahoz, akik agyi attétképz6dés szempontjabdl

nagyrizikdjuak, és akik profitdlhatnak preventiv célu agyi sugarterapiabol.

A fent leirt vizsgalat soran nem keriilt sor az NSCLC tumorok szdvettani altipusainak
atfogd elemzésére, ezért a #7 vizsgdlatban egyrészt ezt tlztlik ki célul, masrészt
korreldltatni kivantuk a protein expresszids eredményeket az agyi attét korili 6déma
mértékével™.

Amint azt kordbban leirtuk, a primer tumorokban, tébbek kdz6tt, az emelkedett CD44v6
és caspase-9 expresszid, valamint a csokkent CAS expresszid korreldlt az NSCLC agyi
metasztatikus potencialjaval. Jelen vizsgalatunkban elséként mutattunk ra, hogy ez az
Osszefliggés dontéen az SCC-re jellemzd. Afifiy és mtsai ugyancsak taladltak pozitiv
Osszefliggést a CD44v6 expresszio és a tid6é ADC mérete és nyirokcsomo attétei kozott>S,
Oesophagus SCC-ben emellett a CD44v6 expresszid korrelalt a TNM staddiummal és a
tavoli metasztazis megjelenésével®”.

A peritumoralis agydodéma pathomechanizmusanak jobb megismerése elengedhetetlen
egy eredményes terdpids stratégia kialakitasdhoz. Munkank soran SCC-ben a primer
tuddérak csokkent caspase-9, és az emelkedett B-catenin és E-cadherin expresszidja
szélesebb peritumoralis agyodémaval parosult. Az agyi attét mintdkban SCC-ben az
alacsony CD44v6 expresszid mutatott ilyen irdnyu 6sszefliggést, mig ADC-ben egyik IHC
marker sem. Erdemes kiemelni, hogy SCC-ben azok az IHC markerek, amelyek korrelaltak
az agyi attétképzdédéssel, negativ Osszefliggést mutattak a peritumordlis agyodéma

méretével. llyen marker volt példaul a CD44v6 és a caspase-9 expresszio.
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Els6ként irtuk le, hogy agyi attétet add tidé ADC-ben az emelkedett p16 és caspase-8
expresszio pozitiv korreldaciéot mutat a dohdnyzassal, SCC-ben pedig negativ az 6sszefliggés
a p27 expresszio és a dohanyzas kozott. SCC-ben emellett — a nem-metasztatizald
csoportban — negativ korrelacié volt detektalhatd a caspase-3 expresszid és a dohanyzds
kozott, ami Osszhangban all Chen és mtsai eredményével, akik sejtvonalakkal végzett
kutatdsaik sordn kimutattak, hogy a cigarettafiist csokkenti a caspase-3 aktivitast, aminek
kovetkeztében tidSrak sejtndvekedés és sejtszaporodas jon létre?®.

Az altalunk vizsgdlt szoveti biomarkerek expresszidjanak nemek kozti kiilonbségérdl alig
taldlhaté adat. Munkank soran ADC-ben a csokkent cyclin D1 korrelalt a n6i nemmel, de
csak a nem-metasztatizald betegcsoportban.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy eredményeink ravildgitanak az NSCLC
alcsoportonkénti vizsgalatanak szlikségességére. A detektdlt molekuldris eltérések
informdcidkkal szolgalnak az agyi attét rizikéjanak protein expresszids hatterérdl, valamint
a metasztatizdlas folyamata sordn bekoévetkezett immunfenotipus valtozasrol tidérakban.
Az agyi attét rizikdjanak meghatarozasa elGsegitheti az egyénre szabott kivizsgdlasi és
kezelési stratégiak kidolgozasat. Példaként emlithetd a tiidé ADC-ben manapsag mar rutin
kezelési modnak szamité ALK-gatld terapia, amellyel kapcsolatban intenziven vizsgaljak,
hogy az ALK-gatld tirozinkindz inhibitorok koziil melyik legyen az elsévonalban alkalmazott
szer. Ismert ugyanis, hogy az els6generaciés ALK-gatlod crizotinib alacsonyabb vér-agy gat
penetraciét mutat, mint a masodik generacids alectinib. Amennyiben az agyi attétre
nézve nagyrizikdju betegek kivalaszthatova valnak, ugy esetiikben megfontolandé mar
els6vonalban alectinibet alkalmazni, szemben a crizotinib utani szekvencialis alectinib

terdpiaval. Ily modon egyes prognosztikai faktorok idével prediktiv faktorra valhatnak.

A tuddérak molekuldris célzott terapidja kapcsan egyre tébb figyelem fordul mas

szervek daganatainak hasonlé médon torténd kezelésére is. Szamos szolid daganat

« 7oz

261 Tekintettel arra, hogy mTOR expressziot kordbban mar leirtak

legf6képpen veserakban
tidérakban®?, a #8 tanulmanyunkban érdemesnek tartottuk feltérképezni az mTORC1 és
C2 aktivitast egy Uj IHC panel alkalmazdsaval primer tlidérakokban és agyi attétekben®®.
Az IHC panel p-mTOR, p-S6 és Rictor ellenes antitestekbdl allt. A p-mTOR és a p-S6

expresszio korreldlt az mTORC1 aktivitassal, mig a p-mTOR és a Rictor expresszid korrelalt
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az mTORC2 aktivitassal. A klinikopatoldgiai paraméterektdl flggetlenil, a primer tidé
ADC-k ~30%-a, tovabba az agyi attét ADC-k ~70%-a fokozott mTORC1 aktivitast mutatott.
Ezek az eredmények 6sszhangban allnak azokkal a korabbi publikacidkkal, amelyek az

263-266

mTOR utvonal hiperaktivitasat igazoltdk tidérakban . Dobashi és mtsai az mTOR

aktivacié nagyobb gyakorisdgat irta le primer tid6 ADC-ben, mint normal

tiidGszévetben®®®

. Liu és mtsai szignifikdnsan emelkedett mTOR/p-mTOR protein szintet
taldltak NSCLC-ben, a normdl szdvethez képest®®®. Emellett az mTOR jeltviteli Gt
aktivacidja 6sszefliggést mutatott tavoli attét megjelenésével és rovidebb teljes tuléléssel.
Tovabbi vizsgalatok mas szervekben is az mutattak, hogy az mTOR tengely mar a pre-
metasztatikus stddiumban aktivalt, de a metasztatikus terjedéssel az mTOR utvonal
komponenseinek expresszidja tovabb ndvekszik?®”?%®, Tud6rakok agyi attéteiben Kato és
mtsai a daganatok 31,4%-3ban detektiltak mTOR expresszi6t®®. Eredményeink
0sszhangban vannak ezekkel a megallapitasokkal, és arra utalnak, hogy az mTOR utvonal
dontd szerepet jatszik a tid6 ADC-k agyba torténd attétképzésében. Cheng és mtsai
1070 tudérdk vizsgalata sordn 8%-os RICTOR amplifikaciés gyakorisdgot detektaltak.
A 85 pozitiv eset 11%-aban a RICTOR amplifikacid volt az egyetlen tdamadhaté molekularis
célpontm.

A Rictor az attétképzG6désben kulcsszerepet jatszik. EmlGrakban 0Osszefliggést taldltak

fokozott expresszidja és nyirokcsomo attétek megjelenése kozott?"*

. Vizsgalatunk soran
fokozott Rictor expressziét detektaltunk a 15 primer tumor—agyi dttét mintapar 2/3-aban.
Ezenkivil a fokozott Rictor expresszid a primer ADC-k el6rehaladottabb stadiumaval
tarsult. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy tiid6 ADC-ben a megnovekedett Rictor
expresszio prognosztikai jelent6ségl lehet.

Kwasnicki és mtsai vizsgdlatdban az mTOR, a Raptor és a Rictor egylittes expresszidja
kiilonb6z6 primer daganatok 47%-aban jelentkezett. 101 olyan tud&rakbdl, amely
metasztazisokat adott az agyba, 53 mintdban észleltek pozitivitéstzss. Sajat
vizsgalatunkban mi is magas mTORC1 és C2 aktivitast taldltunk a 15 ADC daganatpar
33%-aban. A magas mTORC2 aktivitds a primer ADC-k 16%-aban és az agyi attétek
51%-aban felveti a kett6s mTORC1/2 inhibitorok alkalmazasanak |étjogosultsagat

szelektalt esetekben.
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A kezdeti igéretes eredmények utdn tlidérakban az mTORC1 gatldék mono- vagy
kombinacids terdpiaként valé alkalmazdsakor a klinikai vizsgalatok csak szerény

272-274
k

eredményeket hozta . Az elégtelen terapids vdlasz hatterében részben a nem

megfelel6 betegszelekcid, részben az mTORC1 gatlds altali aktivalt negativ feedback

273,275

allhatott . Ahhoz, hogy a PI3K/AKT/mTOR utvonal gatlasa eredményesebb lehessen,

szlikséges az aktiv mTORC1/C2 ardny pontosabb meghatdrozasa, és egy ezen alapuld

275

terapiads stratégia kidolgozdsa®”. A p-S6 és a p-mTOR overexpresszié (ami a fokozott

mTORC1 aktivitas jele) mTORC1 gatlo terapiakra vonatkozod prediktiv értékét mar szamos

daganattipusban leirtak?’®"

, ugyanakkor NSCLC-ben kevéssé tanulmanyoztak. A jelen
vizsgdlatban leirt IHC panel és a segitségével meghatdrozott mTORC1 aktivitas profil
el6segitheti azon betegek pontosabb kivdlasztasat, akik nagyobb valdszinlséggel
reagalnak majd az mTOR gatlé kezelésre.

Osszefoglaldsképpen elmondhatd, hogy a kimutatott magas mTORC1 és C2 aktivitds az
mMTOR uUtvonalanak gatlasi lehetGségére hivja fel a figyelmet magas mTOR aktivitassal bird
primer tidé ADC-kben és tiidé ADC-k agyi metasztazisaiban. Az mTOR gatldkkal,
betegszelekcio nélkil végzett kordbbi vizsgalatok csak korlatozott klinikai el6nyt igazoltak

tidérakban, ezzel szemben az mTORC1 és C2 aktivitas alapjan végzett betegszelekcid

vélhet6en eredményesebb célzott terapia alkalmazdasat teszi lehetévé.

Tuddrakban a metasztatizalas egyes |épéseit, valamint a tumor heterogenitasnak a
daganatos progresszidban betoltott szerepét igen intenziven vizsgdljak. Munkacsoportunk
egyik kutatocsoportja nemzetkozi kollaboracié keretében 2019-ben arra kereste a valaszt,
hogy t6bb tumor-régié RNS vizsgdlataval és teljes exom szekvenaldssal hogyan vizsgalhatd
az intratumor heterogenitas'®. Az eredmények arra utalnak, hogy a kromoszéma-
instabilitds egy igen fontos kivaltdja az intratumor heterogenitasnak. Mindemellett
sikerllt azonositani olyan — prognosztikai jelent6ségli — géneket, amelyek egy adott
daganatban homogénen expresszalédtak, és amelyek a daganatevolucio korai szakaban,
klonalis képiaszam nyerés altal aktivalédva daganatsejt proliferaciét indukaltak. , Klondlis
transzkriptom biomarker” elemzéssel tehat a klinikai gyakorlatban az eddigieknél még
eredményesebben felhasznalhatd prognosztikai faktorokat fogunk tudni azonositani,

amelyek el6segitik a személyre szabott terapiat.
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Tud6rakban a tdvoli szervi metasztazis diagnosztizdldsa szisztémas onkoterapia
bevezetését teszi sziikségessé, mindemellett igen gyakran mar a tavoli attét megjelenése
el6tt kapnak a betegek platinabazisi kemoterdpiat vagy adjuvans céllal, vagy pedig
inoperabilitas miatt. A #9 vizsgdlat sordan mérni és demonstralni tudtuk a cisplatin
kezelésnek egy EGFR exon 19 delécio pozitiv tid6 ADC-re gyakorolt mutagén hatasat, és
ezen informdcié felhaszndlasaval, tovabba a primer tumor és a kilonb6z6 szervi
metasztazisok genomszekvencidinak részletes elemzésével meg tudtuk alkotni a
daganatevolucié modelljét®.

A citotoxikus kemoterdpidk indukalta mutaciok aggodalomra adhatnak okot, mivel
felgyorsithatjak a daganatsejtekben a rezisztencia kialakuldsat, az egészséges szovetekben
pedig carcinogenesist indithatnak be. Munkacsoportunk egyik kutatécsoportja kordbban

mar publikdlta ilyen irdnyu vizsgalatanak eredményeit®’”®

. Jelen munkankban a cisplatin
tumorsejtekre gyakorolt mutagenitdsanak megallapitasahoz olyan kései metasztazist
valasztottunk, melyben a cisplatin altal okozott mutacidk klondlisak. A maj- és
nyirokcsomé mintdkban kdzos 476 SNV 8%-a volt cisplatin-mintdzatu. Ezek a mutdcidk
klonalisak voltak a majattétben, ami azt sugallja, hogy a cisplatin gigabazisonként legaldbb
13 SNV-t indukalt a majattét egyetlen Gssejtjében. Ez a becsilt érték alacsonyabb, mint a
sejtvonalak vizsgalatakor megfigyelt, ami a szer tumorsejtekbe vald bejutasanak
korlatozottsagdra utal. Dohanyosok és sosem dohdnyzottak ADC-jének genomja 12 100,
illetve 2600 mutaciét tartalmaz gigabézisonkéntzgo, azonban ezek a mutdaciok évtizedek
soran halmozédnak fel. A cisplatin kezelés ciklusainak ismétlése vélhet6en emeli a
mutdcids aranyt, és hozzajarul a szerrel szembeni rezisztencia kialakuldasahoz.

A dohdnyzas ugyancsak nagyszamu, f6ként CC>AA DNV-t (dinucleotide variation) okoz,
azonban a jelen vizsgalatban el tudtuk kiiloniteni a dohanyzas TCGA elemzésen alapuld
DNV spektrumat a nemdohdnyos betegiinkben észlelt, cisplatin-indukalta DNV-ktél.
lgy tehat a cisplatin-indukalta klondlis DNV-k azonositdsa egy &ttéti tumormintaban
megteremti a lehet6séget annak igazolasdra, hogy az adott attét a beteg cisplatin
kezelését kovetben alakult ki.

A vizsgdlt ADC esetben a majmetasztazis késén jelent meg, és adataink azt erdsitik, hogy
egyetlen sejtbél, vagy sejtklénbdl fejl6dott ki. Ezzel ellentétben, a csont- és a

nyirokcsomoattétek cisplatin-mutacidinak szubklonalitdsa arra utal, hogy ezen
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metasztatikus folyamatok mar a kemoterapids kezelés el6tt megkezd6dtek, még abban az

esetben is, ha ezek kozil a nyirokcsomé attétek klinikailag akkor még nem is voltak

281,282 283
k . k™.

detektdlhaté Hasonlé eredményrGl colon carcinomdban is beszdmolta
Két kiilonb6z6 metasztazis hely ugyanazon mutdcidinak klonalis statusza azt sugallja, hogy
ez a szubklonalitds inkabb az anatémiai lokalizaciobol és a metasztatizalasi utvonalbol
adddik, semmint a két sejtpopulacio kdzti interakciobdl?.

Az EGFR amplifikdcid agresszivabb bioldgiai viselkedés(i tumorral pdrosul és gyakran a

betegség elérehaladott stadiumaban kévetkezik be?®”

. Az, hogy az extrém mértékd EGFR
amplifikdcié kizardélag a kidjult primer tumorban volt igazolhatd, tamogatja azt a
feltételezést, hogy ez valéban a betegség kés6i fazisaban jelentkezett, és ezt erGsiti az
EGFR gén el6tti amplifikacids toréspontok szubklonalitdsa is. A gefitinib terdpiardl
afatinibre vald valtas a nyirokcsomo- és csontmetasztazisok kialakuldsat kovetSen tortént,
igy felmerul annak a lehet&sége, hogy az EGFR amplifikacié egy valaszreakcié volt annak
érdekében, hogy a tumor — ami akkor mar amugy is hordozta a T790M rezisztencia
mutaciot — fokozza az afatinibbel szembeni rezisztenciat. Az EGFR gén amplifikacidja
kromoszéma-transzlokaciokon keresztiil tortént, és a kigjult primer tumorban és a
majattétben egyéb, késdi stadiumra utald génszerkezeti variacidkat is azonositottunk.

A nyirokcsomdban szamos majspecifikus, klonalis transzlokacié — mint szubklonalis
esemény — volt azonosithatd, ami azt a kdvetkeztetést erdsiti, hogy a majattét a betegség
végsd stadiumaban, az afatinib kezelésre vald valtast kovetben alakult ki.

Nagy lefedettségli (high-coverage) WGS (teljes genom szekvendlas) mintdk elemzésén

alapulé klonalis tumor evolucié detektalas mar leirasra keralt®®, és beszamoltak

kiildnboz6 stratégiakrol a WGS adatokbdl szarmazo klondlis fejlgdés elemzésére®®’ 28,

A tumorok klondlis 0©sszetételének elemzése azt mutatta, hogy a szubklédnok
hozzdjarulhatnak az attétképzédéshez és terdpia rezisztenciat indukalhatnak?®¥%%°.
A szubklonalis események megértésének fontossagat a személyre szabott terdpiaban jol
példazza egy glioblastoma eset evollcids tanulmanya is?%L,

Az onkoterapidk ugyancsak indukalhatnak szubklonalis valtozdsokat, azonban ezidaig csak
nagyon kevés WGS tanulmany tlizte ki céljaul ennek vizsgalatat. Az aromataz inhibitorok

klonalis architekturara gyakorolt hatdsat WGS analizissel mutattak ki 6sztrogénreceptor-

pozitiv eml8daganatokban, tumoros és normal szovet mintaparok neoadjuvans
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hormonterapia el6tti és utani vizsgélatévalzgz. Kronikus limfocitas leukémidban keringd
tumor DNS-bé| azonositottdk a kezelés utani terapia rezisztenciat és a klonalis elényt®®.
Bemutatott esetlink kapcsdn els6ként kozoltik, hogy metasztatikus tumormintak
szubklondlis eseményeinek analizise felhasznalhatd az attétképzédés idébeliségének
retrospektiv elemzésére, még standard lefedettségli WGS adatok felhasznalasaval is,
hozzajarulva ezzel az oligometasztatikus betegségek kialakuldsanak és a kemoterdpias
kezelések okozta genetikai valtozasoknak a jobb megértéséhez.

Osszefoglaldsképpen elmondhatd, hogy bemutattuk a genomika alkalmazasat a
metasztatikus daganatok progresszidjanak feltérképezésére, féként a cisplatin terapia
mutagén hatdsdbdl szarmazé informacidk felhasznaldsaval. Az irodalomban kozolt
vizsgalatokhoz hasonldan, a klonalitdsra vonatkozo kovetkeztetések levonasat a tumoros
szovetmintak mérete korlatozta. Mindazonaltal a kapott informacidkat felhasznaltuk arra,
hogy megmutassuk, a korai és kés6i metasztazisok ugyanazon proximdlis nyirokcsomén
atjutva tudtak kifejlédni, és a kiilonboz8 attéti helyeken Iévé, egymastdl figgetlen, késbi
EGFR amplifikaciés események hozzajarultak ezen tiid6 ADC folyamatos progressziéjahoz.
Az ilyen — az alkalmazott onkoterapia id6beliségére és az attétképzédésre vonatkozd —
tumortipus-specifikus vizsgdlatok igen értékes adatokkal szolgdlhatnak majd terapids

algoritmusok kialakitasahoz.

8.3. Tiidérakok prediktiv faktorainak vizsgalata

8.3.1. EGFR-TKI kezelés [10-17]
2004 majusaban a tudérak terdpidjaban robbanasszer(i paradigmavaltas
kovetkezett be, miutan bejelentésre keriilt, hogy a daganatszovetbdl kimutatott EGFR

7374 Néhany hoénappal késébb

mutdcid elbrevetiti az EGFR-TKI terapids hatékonysagat
megtortént hazankban az els6 EGFR mutacié analizis, aminek pozitiv eredménye jol
korrelalt a latvanyos javuldssal; a beteg tartds tiinet-, panasz- és tumormentességével, és
az igen hosszu teljes tuléléssel. Ezt az esetet a #10 kdzleményiinkben publikaltuk”.

Az esetismertetés kapcsan érdemes kihangsulyozni, hogy a daganat nemcsak EGFR
szenzitizalé mutaciot (EGFR exon 19 delécid), hanem EGFR génamplifikaciot is hordozott,

igy vélhet6en ez a szimultan, kett8s genetikai karosodas is felelés lehetett a komplett és

tartds remisszioért. NSCLC-ben az EGFR génamplifikacid gyakorisagat 9%-ra teszik?®*.
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Az EGFR génamplifikacid megléte korreldl az EGFR protein expresszioval, és ami a
prognosztikai faktor jellegét illeti, megléte esetén rendszerint egy rovidebb tulélésre
vonatkozd trend figyelhet meg®®*.

Betegiinknél a tumorszovetbél EGFR protein meghatarozas is tortént, ami jol
demonstralta a tlid6rakokra jellemz6 tumor heterogenitast, mivel egyetlen latétéren

beliil is megfigyelhettlink EGFR IHC pozitiv és negativ terileteket.

Tekintettel arra, hogy az EGFR mutacid, amplifikacio és protein expresszié egyidejl
fennalldsara vonatkozdan a 2000-es évek kdzepén csak minimalis adat allt rendelkezésre,
a #11 tanulmanyban ennek elemzését tlztik ki célul hazai betegek operdlt ADC
szévetmintainak felhasznalasaval’®.

Tanulmanyunk bizonyitja, hogy a kilénb6z6 EGFR diagnosztikai mddszerrel
(szekvenalas/FISH/IHC) pozitiv tid6 ADC-k csak részben fedik at egymast. Rendkivdl
fontos kihangsulyozni, hogy az EGFR protein expressziot nem mutaté daganatok is
hordozhatnak EGFR szenzitizdld mutaciot, és igy kivald terapids valasz érhet6 el EGFR-TKI
kezeléssel. Ugyancsak figyelmet érdemld, hogy az EGFR mutans daganatban szenveddk
100%-3ban (14 beteghdl 14-ben) terdpids vdlaszt figyeltiink meg erlotinibre, ami ardny
messze magasabb volt, mint az erlotinib BR21 torzskonyvezési vizsgalatdban. Abban a
vizsgdlatban ugyanis Tsao és mtsai 8 betegbdl csak 2-nél tapasztaltak terapias valaszt
(25%), rdadasul a szelekcié nélkdli, teljes vizsgalati populaciéban ez az arany mindossze
9% volt™*,

Abban az id6ben nem voltak standardizalt mddszerek az EGFR IHC és EGFR FISH
vizsgdlatra vonatkozéan, igy az egyes kozlemények eredményeinek 6sszehasonlitdsa
nemritkdn korlatokba Gtkozott. Nem volt tovabba a klinikai gyakorlatban alkalmazhato
konszenzus a legjobb prediktiv értékkel bir6 modszer megdéllapitasara és alkalmazasara.
Az EGFR FISH vizsgalat kétségtelenll megbizhatdbb mdédszernek tlint az IHC-ndl az EGFR-
TKI predikcidéra, azonban anndl lényegesen dragabb és nehezebben kivitelezhetd volt.
Sajat vizsgdlatunkban az EGFR FISH-t illetéen t6bb olyan metodikai valtoztatdst is
alkalmaztunk, amelyek eredményeképpen 82%-os vizsgalati sikeraranyt tudtunk elérni, az
EGFR IHC-k sikeraranya pedig 99% volt.

2008-ban még hipotetikusnak szamitott az a gondolat, hogy az EGFR aktivalé mutacidja

még akkor is fokozza a receptor aktivitast, ha hianyzik az EGFR protein overexpresszio.
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Ennek bizonyitasa érdekében 10 olyan EGFR mutdns beteg klinikai adatait elemeztiik, akik
gefitinib vagy erlotinib kezelésben részesiiltek. Kozilik 5 betegnél komplett, 5-nél pedig
parcidlis remisszid volt megfigyelhetd, fliggetlenil az IHC pozitivitdstol. Mindemellett,
retrospektive elemeztiik a tumormintajat 9 olyan betegnek, akik kivételesen jo terdpias
valaszt mutattak. Egy kivételével valamennyilik daganata EGFR mutaciét hordozott. A
mutacid pozitiv tumormintak kozil 7 EGFR IHC negativ volt, ebbdl 5 teljesen negativ, 2
pedig nem érte el a pozitivitds akkori, 10%-os kritériumat. Kordbbi vizsgdlatokban mar
kozoltek eredményeket az EGFR mutécié és az EGFR IHC kozti korrelacié hianyardl™?,
tovabba arrél, hogy gefitinib kezelésben részesil6é betegeknél megfigyeltek EGFR

3> Jelen kozleményink volt azonban az

mutaciot egyidejd EGFR IHC negativitas mellett
els6, amely ezt a jelenséget mind gefitinib, mind pedig erlotinib alkalmazasa esetén leirta.
Kezdetben, vildgviszonylatban, az EGFR mutacidé klinikai jelent6ségének megitélését és
statisztikai elemzését hatraltatta az alacsony esetszam. Még az erlotinib torzskonyvezési —
BR21 — vizsgdlatdban is csak nyolc olyan beteg volt, akiknek daganata klasszikus EGFR
mutaciot (exon 19 delécié és exon 21 L858R) hordozott. Koziilik minddssze egyetlen
betegnél volt komplett-, és egynél parcialis remisszié igazolhatd, ami messze elmaradt az
egyéb publikdciokban kozolt 65-100%-os terdpias valaszaranyoktél EGFR mutdns

%29 Jelen munkénkban 18 EGFR mutaci6

daganatokban, EGFR-TKI kezelés mellett
pozitiv beteg EGFR-TKI kezelésérSl (14 erlotinib, 4 gefitinib) tudtunk beszamolni.
Betegeinknél 100%-os parcidlis-, vagy komplett remisszids terapias valaszaranyt
figyelhettlink meg. Az eredményeket a BR21 vizsgdlat eredményeivel Gsszevetve, a
jelent6s kiilonbség hatterében vélhetéen metodikai és labortechnikai kérdések is alltak.

2008 marciusaban, a #11 vizsgalatunk eredményeinek publikdlasakor még nem volt
eldontott, hogy az EGFR kimutatds mely mddszere a legalkalmasabb a betegszelekciéra
EGFR-TKI kezelésnél, azonban mar ekkor hangsulyoztuk, hogy dnmagaban az IHC nem
megfelel6, hanem molekuldris diagnosztikai mddszerek, elsésorban DNS szekvencia
analizis kell, hogy része legyen az EGFR statusz meghatdrozasnak. Felhivtuk emellett a
figyelmet arra is, hogy amennyiben a daganat hordozza az EGFR mutdciét, akkor a
terdpias hatékonysag fliggetlen a beteg dohanyzasi statuszatdl, tehat énmagaban a

pozitiv dohdnyzasi anamnézis még nem ok arra, hogy ne térténjen meg az EGFR mutdcio

analizis.
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Munkdnk abbdl a szempontbdl is uttérs jellegl volt, hogy els6ként kozoltiink Kozép-
Eurépabdl EGFR mutacié gyakorisagra és terapias valaszardnyra vonatkozd atfogo

eredményeket.

2015-re mar evidencidva valt, hogy a klasszikus EGFR mutaciok pozitiv prediktiv
faktorai az EGFR-TKI kezeléseknek. Szamtalan publikacié latott napvilagot, tobb tizezer
beteg kortorténetét elemezték. Kevés volt ugyanakkor a ritka EGFR mutacidk
f& célkitlizésink™.
A ritka EGFR mutaciok gyakorisdgat nemcsak etnikai hovatartozds befolydsolja, hanem

300 Mindezek miatt fontosnak tartottuk a klasszikus

kornyezeti tényez6k és dohanyzas is
és ritka EGFR mutdcidkra vonatkozé hazai eredményeket Osszevetni a nemzetkozi
adatokkal.

A klasszikus EGFR mutdcidk aranya 5% volt, ami igen hasonlitott egy abban az id6ben

1

megjelent német publikdcié 6%-os eredményéhez®®’. A ritka mutaciok gyakorisagat

6%-nak taldltuk, ami magasabb volt, mint amit hasonlé kaukazusi vizsgalatokban leirtak

(1,9-2,7%)*°*%, vagy mint amit kevert amerikai populacidban észleltek (4%)*%,

8%)'73%43%5 Ennek hatterében

ugyanakkor kozel volt a kelet-azsiai eredményekhez (7-
allhat az a tény, hogy a mintak 76%-aban a 20-as exon is szekvenalasra keriilt, tovabba,
hogy a KRAS mutans daganatok 40%-aban (n=584) megtortént az EGFR analizis is. Hét
betegnél ugyanis a KRAS mutdcié mellett egyidejl ritka EGFR mutacié is igazolddott, ami
1,2%-0s gyakorisagot jelent, és ez 6sszhangban all kordbban publikalt adatokkal®*®3%’.
Abban az id6ben nem végeztiink exon 20 T790M vizsgalatot, f6ként azért, mert EGFR-TKI
terapia el6tt ennek gyakorisagat 0-0,9%-ra tették*®>%,

A ritka mutacidk és a nem kozott nem taldltunk szignifikdns Osszefliggést, hasonldan

310, Hasonléképpen nem volt korrelacié a ritka mutdcio és

francia kutatdk eredményeihez
az életkor kozott, ami megegyezett amerikai és azsiai vizsgalatok eredményeivel**’>%,
Kiemelend6 azonban, hogy a mi vizsgalatunk volt az els§, amely ezt az 6sszefliggést
kaukazusi betegekben tanulmanyozta. A klasszikus EGFR mutdcié pozitiv daganatban
szenveddk id6sebbek voltak a ritka mutacidsokhoz képest (atlagéletkor 67+9,6 év vs.
64,2+9,2 év), valamint a KRAS mutansokhoz képest is (60+10,4 év). Hasonlod trendet mas

kutatok is megfigyeltek301.
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Kohorszunkban — a klasszikus EGFR mutaciokkal ellentétben — a ritka mutaciok
dohdnyzas-asszocialtak voltak. Hasonld 6sszefliggést figyeltek meg Pallis és mtsai, akik a
ritka mutdcidoknak 20,8%-aban, mig a klasszikus mutacidknak csak 8%-aban taldltak
dohdnyos betegeket. Ezzel ellentétben, azsiai betegpopulacidokban a ritka mutaciok is
gyakoribbak a sosem dohanyzottakban*3%,

Ritka EGFR mutdcidkra vonatkozéan els6ként kozoltink adatokat kaukdzusi betegek
els6generacidés EGFR-TKI kezelésének terdpias hatékonysagardl is. Klasszikus mutdcio
esetén a terapids valaszardny 71%, mig ritka mutdcional 37% volt. Ezek az aranyok
osszhangban voltak kelet-azsiai publikdcidkban leirtakkal (74-75% vs. 28-48%)73%,

A ritka EGFR mutaciéju betegek PFS-e 6,2 hdnapnak bizonyult, ami Osszevethets egy
2011-ben kozélt azsiai tanulmany 5 hénapos eredményével™’. A median 0S-t illetSen, a
klasszikus EGFR mutacié szignifikdnsan kedvez6bb teljes tuléléssel jart, mint a ritka
mutacio (20,5 hdnap vs. 7,4 hdnap). A klasszikus mutacidknal megfigyelt OS 6sszhangban
all mas munkacsoportok eredményeivel (19,3—20 hénap), azonban a ritka mutacidk

|147.:302304 "y élhetSen a ritka EGFR

esetében ez elmarad mds vizsgdlatok eredményeité
mutaciok altipusat illetd kilonbdz6ségek miatt.

A teljes tulélésre vonatkozé multivaridciés analizisben a standard prognosztikai
paraméterek kézil minddssze az ECOG PS 0 statusz bizonyult a hosszabb OS fliggetlen
prognosztikai faktoranak. Emellett a klasszikus EGFR mutacid is szignifikdns pozitiv
Osszefliggést mutatott az OS-sel, dsszhangban Johnson és mtsai eredményével311.
A legtobb korabbi publikaciohoz hasonldéan, mi sem tudtuk igazolni a KRAS mutacio
prognosztikai hatasat®*2.

Tanulmanyunk korlatai kozt megemlitendd annak retrospektiv jellege, tovabba az, hogy
annak ellenére, hogy a kezdeti betegpopulacié létszama nagy volt (n=814), végil a
vartnak megfelelGen, a klasszikus vagy a ritka EGFR mutacidt hordozé daganatok szama
viszonylag alacsony volt. Ennek ellenére kohorszunk abban az id6ben az egyik
legnagyobbnak szamitott, igy lehetOséget biztositott bizonyos kovetkeztetések
levonasdra, amelyeket nyilvanvaléan tovabbi, prospektiv vizsgalatokban kell majd
validalni. Tovdabbi tisztazandd kérdés, hogy a klasszikus EGFR mutacié jelenti-e

onmagaban a daganat kedvez6bb bioldgiai viselkedését, vagy az EGFR-TKI-ra adott

terapids valasz magasabb ardnya és igy a kovetkezményesen hosszabb median PFS
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biztosit-e jobb progndzist. Egy fontos potencialis zavard tényezd lehet a dohdnyzasi
statusz, mivel mar szamos vizsgalat igazolta a nemdohanyosok kedvezébb tulélését®*>.
Ebben a vizsgdlatban mi magunk is megfigyeltiink szignifikdns talélési el6nyt a
nemdohanyosokban. Fontos azonban megemliteni, hogy a klasszikus EGFR mutdcidk
szignifikdnsan gyakrabban fordultak el6 a nemdohanyosok kérében, mint a ritka EGFR
mutaciok, igy elképzelhet6, hogy a kedvezébb OS-ben szerepet jatszott a jobb
performansz statusz és a dohanyzas okozta tarsbetegségek hianya is**>>*°.

A detektalt 49 ritka mutacio kozil 20-at munkacsoportunk irt le. Domingues és mtsai,
valamint Elghissassi és mtsai publikacionk kapcsan felvetették annak lehet6ségét, hogy
archivalt FFPE szovetblokkok alkalmazdsa miatt artefaktumok keletkeztek a PCR sordn,
amit ritka mutacionak értékeltink®’>*®, Ezen 20 mutécié kozil 3 mikrodelécié volt, 5
pedig pontmutdcié, azonban nem C>T vagy G>A szekvencia valtozasok, amelyek
nemritkdn mint formalin-indukalta m(itermékek jelennek meg. Kiemelendé tovabba, hogy
a ritka mutacié pozitiv betegek kozll 6ten kedvezéen reagaltak EGFR-TKI kezelésre, és
esetlikben tulélési el6ny mutatkozott, ami vélhetéen nem fordult volna el6, ha nincs jelen
szenzitizalé mutdcid.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy retrospektiv vizsgdlatunkban — a klasszikus EGFR
mutdcidkkal o©sszevetve — a ritka EGFR mutaciék nem mutattak Osszefliggést a
nemdohanyos statusszal, az id6sebb életkorral és az EGFR-TKI kezelésre adott kedvezébb
terdpias valasszal. A csak klasszikus EGFR mutacidkat célzé vizsgalatok alkalmazdasaval
elveszithetliink EGFR ritka mutdciés olyan betegeket, akik profitalhatnak az EGFR-TKI
kezelésb8l. Eppen ezért rendkiviil fontos atfogd, nemzetkdzi egyiittmiikddés keretében

vizsgalni a ritka EGFR mutacidk prognosztikai és prediktiv értékét, kilonos tekintettel a

ritka mutacidok molekuldris altipusaira.

Az EGFR-t célzd terdpidk két f6 tamadaspontja a transzmembran tirozinkinaz,

valamint az extracellularis antigén. Az utdbbi esetében az EGFR protein expresszio IHC-vel

319 szamos technikai kérdés meriilt fel

torténd kimutatasa szolgalhat prediktiv markerként
azonban az EGFR IHC-vel kapcsolatban, anndl is inkabb, mert pl. colorectalis
carcinomdban szenvedd olyan betegek is reagdltak EGFR-ellenes antitest terdapiara,

320

akiknek daganata IHC negativnak bizonyult™ . A #13 vizsgalatunkban éppen ezért

kilonféle metodikai modositasokat alkalmaztunk, beleértve a primer antitest inkubalasi
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idejének megnyuljtasat, valamint a javasolt protedz emésztés helyett mikrohulldmu
sutében torténd antigén feltarast’’. Eredményeink egyik f& Gzenete az volt, hogy hiaba
FDA-elfogadott az EGFR pharmDx ™ kit — ami rdadasul 2006-ban az egyetlen ilyen EGFR
IHC teszt volt — még akkor is el6fordulhat, hogy negativnak mindsitink olyan
tumormintat, amely az daltalunk alkalmazott mddszerrel egyértelmden pozitivnak lenne
tarthatd, és ily médon a beteg — egy nem megfelel6 szelekcids mddszer miatt — eleshet
egy terdpias hatékonysaggal kecsegtetd EGFR-ellenes antitest kezeléstdl.

Eredményeink masrészt rairanyitjadk a figyelmet a metodikai részletek jelent&ségére,

tovabba arra, hogy ezek leirdsa szamos publikacié esetében nem tortént meg?*'**

, pedig
ez nagyban el6segithette volna a klinikai gydgyszervizsgalatok eredményeinek pontosabb

o0sszehasonlitasat.

Az EGFR protein expresszid kiértékelésének minéségét jelent6sen megnovelte,
amikor bevezették az immunpozitiv sejtek szdzalékos aranyanak és az immunfest6dés

intenzitadsanak szorzatdbdl képezett H-score-t (Hirsch score, 0-300)*%3

. Ugyanakkor az
EGFR protein expresszido 6nmagaban még nem utal a fehérje aktivitasara.

A #14 vizsgalatunkban ramutattunk arra, hogy Y1173 antitest alkalmazasaval az aktivalt
PEGFR detektalhatd mind a lepidikus terjedést mutatd (LAC), mind pedig a nem mutaté
(NLAC) ADC-kben®>. Eredményiink a RAS-MAPK jelatviteli Gt EGFR &ltali szabalyozasara
utal, és 6sszhangban all korabbi kézlemények eredményeivel***3%,

Jelen vizsgalatunkban 0j adatként kozoltiik, hogy az EGFR aktivitasa fligg az ADC-ben
szenveddk dohanyzasi statuszatdl, és ez a megfigyelés megerGsiti azt az allitast, hogy a
MAPK aktivitasa alacsonyabb a dohanyos ADC-s betegek esetében®?.

Korabbi tanulmanyok javasoltak NSCLC-ben az EGFR aktivitds meghatarozasat lefelé
iranyuld (downstream) jeldtviteli célpontok, példaul a pAKT vagy a PpERK

324330 Ugy véljiik, hogy az AKT vagy az ERK — bar valddi célpontjai az aktiv

alkalmazasava
EGFR-nek — szamos egyéb downstream Utvonal célpontjai is, igy nem kell6en pontos és
csak kozvetett informaciét nyudjtanak az EGFR tényleges aktivitdsardél. Ezt tdmasztja ald az
is, hogy a pAKT és a pERK klinikopatolégiai alkalmazasdra vonatkozd eredmények
ellentmondésosak®?*3%°.

Munkank soran els6ként mutattuk be, hogy az EGFR és a KRAS mutdns tiid6 ADC-k

hasonld szinten expresszaljak az EGFR proteint, de kiilonb6z6 a pEGFR pozitiv tumorok
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el6fordulasi gyakorisaga. NLAC-ban a KRAS mutans tumorok pEGFR negativak, ellentétben
az EGFR mutans vagy EGFR wt daganatokkal. LAC-ban valtozik a kép, mivel mind a KRAS
mutdns, mind pedig az EGFR mutdns daganatok fokozott gyakorisaggal expresszaljak a
pEGFR-t. Erdemes kihangsulyozni, hogy az EGFR mutans tumorokban a pEGFR IHC pozitiv
tumorok aranya 30-40%, ami arra utal, hogy egyéb molekularis atvonalak is
interferalhatnak az EGFR jelzéssel. A LAC az ADC-n belil egy kiilon entitds, amit a jobb
progndzis, a gyakoribb EGFR mutacid és kovetkezésképpen az EGFR-TKI-ra valé nagyobb

133,212,330-332

szenzitivitds jellemez . Ugyanakkor egyes adatok azt mutatjak, hogy ebben a

szOovettani alcsoportban — kilonésen a nem-mucindzus altipusban — gyakoribb az EGFR
amplifikacio és az AKT aktivitas is33332 Munkank soran kimutattuk, hogy LAC-ban az EGFR
autofoszforilacids aktivitdsa nemcsak az EGFR, hanem a KRAS mutacids statuszatdl is flgg,
és paradox EGFR jelatvitelre utal. Az EGFR jeldtvitel mutdns RAS-RAF utvonal altali
paradox feedback aktivacidjat colorectalis carcinomaban is ismertették®>*>*®. Adataink
arra utalnak, hogy egy ilyen paradoxon jelatviteli mechanizmus tiidé ADC-ben is aktiv
lehet.

A fenti eredmények alapjan elmondhatd, hogy vizsgdlatunk Ujabb bizonyitékat adta

annak, hogy a tiid6 ADC egy heterogén szovettani csoport, raaddsul még a lepidikus ADC

sem tekintheté homogén szovettani altipusnak.

A tlido6rak molekuldris analizise soran az EGFR mellett a KRAS statusz
meghatdrozassal kapcsolatban gyllt 6ssze a legtobb tapasztalat a 2010-es évek kdzepére.
Kilonosen igaz ez hazankra, ahol rutinszerlien tesztelték a KRAS pozitivitast, mint az
EGFR-TKI kezelés negativ prediktiv faktorat. Bar vildgviszonylatban is tobb tanulmany
foglalkozott a KRAS mutéacid prognosztikai és — kemoterapidra vonatkozé — prediktiv
értékével, a legtobb esetben etnikum, szovettan, tumor stadium és onkoterapia

312
k

szempontjabdl heterogén populdcidkat vizsgaltak™ . A #15 tanulmanyunk soran éppen

ezért kizdrdlag kaukazusi, lllI-1V stadiumu ADC-ben szenvedd, olyan betegeket vizsgaltunk,
akik platinabazisu kemoterapidban részesiltek®®.

A detektdlt 32,1%-0s KRAS mutdcids arany 6sszhangban allt a nagy NSCLC tanulmanyok

|331338

ADC-re vonatkoztatott eredményeive . Emellett hasonldak voltak a kodon 12 és 13

)338

mutdcids aranyok is (92,8% és 7,2%) . Ahhoz, hogy meghatarozhassuk az aminosav-

specifikus KRAS mutacio altipusokat, direkt szekvenalast alkalmaztunk. Kiemelendd, hogy
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a fébb altipusok gyakorisdga csaknem megegyezett a COSMIC adatbazisban leirtakkal
[(G12C (42% vs. 38,6%), G12V (20% vs. 18,4%), G12D (15% vs. 17,1%) és G12A (7% vs.
5,1%)]**%. Nem talaltunk kilénbséget a KRAS mutans és KRAS wt daganatban szenvedd
betegek kozott, sem a platinabazisu kemoterapiara adott vdlaszt, sem pedig a teljes
tulélést illetéen. Ez a megfigyelés tobb vizsgalat eredményével is dsszhangban all°"*%.
Ezzel szemben, egy — kozléslink el6tt nem sokkal megjelent, és négy randomizalt vizsgalat
eredményeit 6tvoz6 — elemzés azt mutatta, hogy a KRAS kodon 13 mutdcié vélhet6en
negativ prediktiv faktora az adjuvans kemoterapianak korai stddiumban reszekdlt ADC-

ben339

. Jelen vizsgalatunkba el6rehaladott stadiumu betegségben szenved&ket vontunk
be, igy ilyen irdnyu, direkt 6sszehasonlitds nem volt lehetséges.

Fontos kihangsulyozni, hogy a korabbi publikaciokban nem szerepel KRAS altipus szerinti
— kemoterépiat kovets — PFS elemzés elSrehaladott stadiumd ADC-ben®3*. Villaruz és
mtsai megfigyeltek egy trendet KRAS kodon 13 mutdcié pozitiv, korai stadiumu, 17 ADC
beteg kedvezSbb tulélésével kapcsolatban®*,

Habdr colorectalis carcinomaban kimutattak, hogy a G12V transzverzié kedvezétlen
prognosztikai és kemoterapiara vonatkozé prediktiv faktor**?, tud6rakban korabban sem
a PFS-t, sem pedig az OS-t illetéen nem tudtak szignifikdns Osszefliggést igazolni a KRAS
kodon 12 altipusaivalloo’339'341. Ezen vizsgalatok vagy nem is elemezték a mutacid
altipusok prediktiv értékét, vagy nem talaltak koztik Osszefliggést. Sajat munkadnkban a
G12V mutdcié pozitiv ADC-knél kedvezd tendencia mutatkozott a kemoterdpiara adott
valaszt illetéen, tovabba — ha nem is szignifikdnsan, de — hosszabb volt a PFS, mint a tobbi
mutdcid altipust daganatoknal. Ez egybecseng Garassino és mtsai in vitro vizsgalati
eredményével, mely szerint ADC sejtvonalakban a kiilonb6z6 aminosav szubsztitucio
kiilonb6z6 cisplatin érzékenységgel tarsult®®. 16 terdpias valaszt figyeltek meg a G12V
transzverzid mellett, mig a tiid6rakban leggyakoribb G12C mellett volt a leggyengébb a
terdpias effektus. Mindezek az eredmények el&segithetik a személyre szabott citotoxikus
terdpia kidolgozasat.

NSCLC-ben a KRAS 12-es kodont a cigarettafiist-indukalta mutagenezis preferalt helyének
tartjak, ily mdédon a 12-es kodon mutacidi gyakoribbak a dohanyosok tUd6rékjéban344’345.

Kohorszunkban a 12-es kodon mutdcié szignifikdnsan korreldlt a dohdanyzéssal,

ugyanakkor azt is lattuk, hogy a nemdohanyosokban gyakrabban fordul el§ G12V
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transzverzid, mint mas tipusu KRAS kodon 12 mutacio. Ez a megfigyelésiink nem egyezik
korabbi tanulmdnyok eredményével, ahol a G12D transzverzid volt a leggyakoribb a

100,339,340,344,346 P
. Habar

nemdohanyosokban ennek az eltérésnek nem vilagos a

magyarazata, hatterében etnikai kilonboz6ség is allhat, mivel mi kizarélag kaukazusi

betegeket vizsgéltunk, mig a tdbbi tanulmany vegyes amerikai populaciét'®®**%3** vagy

30346 Mindennek ellenére eredményeink felvetik annak

kelet-azsiai populdciét
lehet6ségét, hogy kaukdzusi ADC betegekben a kodon 12 mutdcidok nem mindegyik
altipusa dohdnyzds-indukalt. A dohanyzasi statusznak a hagyomanyos kemoterdpiara
vonatkozo prediktiv értéke ellentmonddsos. Tobb vizsgalat vagy nem taldlt prediktiv

értéket®>¥

, vagy csak minimadlisan hosszabb tulélést igazolt a kemoterdpiaval kezelt
nemdohanyosoknal, szemben a dohanyzokkal**®3*°. Kohorszunkban nem talaltunk PFS
vagy OS kilonbséget a dohdnyzas filiggvényében, ugyanakkor a G12V mutdcids
alcsoportban kedvez6bb volt a terapias valasz és a PFS.

Tanulmanyunk korlatai kézt megemlitend6 annak retrospektiv jellege, illetve az a tény,
hogy nem 4llt rendelkezésilinkre kemoterdpia nélkili kontroll csoport, igy a KRAS mutacio
altipusok prognosztikai és prediktiv értékei k6zott nem tudtunk kiilonbséget tenni. Nem
rendelkeztiink tovabba pontos pack-year adatokkal a dohanyzast illetéen, ami alapjan
pontosabb Osszefliggést allapithattunk volna meg a dohanyzas mértéke és a KRAS
mutdcidk altipusa kozott. Mindezek ellenére vizsgalatunk eredményei fontos részletekkel
szolgalnak a tidé ADC-ben detektalhatéd KRAS mutacidk altipusairdl és klinikopatoldgiai
jellemzdékkel valé kapcsolatairdl. Amennyiben lényegesen nagyobb betegcsoportok
vizsgdlata is megerGsiti a fenti eredményeinket, udgy vélhet6éen a KRAS mutdcio
meghatarozas mar nemcsak mint az EGFR- és/vagy az ALK-gatlas szempontjabdl negativ
prediktiv faktor igazoldsa céljabdl fog megtorténni, hanem a pontos KRAS mutacids
altipus szerepet kaphat a citotoxikus kemoterapia predikcidjaban is a személyre szabott

onkoterapia érdekében.

Intenziv kutatdsok ellenére a KRAS mutacidk prognosztikai és prediktiv értékét, és

1
337350351 Emellett

igy a klinikai alkalmazhatdsagat, kevéssé sikerilt korvonalazni
meglep6en kevés atfogd adat 4llt rendelkezésre a KRAS mutacidk tudé ADC-k
metasztazisainak szervspecificitasara gyakorolt hatasardl®>?. A #16 vizsgalatunkban a KRAS

mutaciok incidencidja és prognosztikai értéke mellett azok attéti hely-specificitasat is
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vizsgaltuk 500 IV stadiumd tidS ADC-ben®. A KRAS mutécié ardnya 28,6% volt, ami

|337,338

0sszhangban allt mas kutatok eredményeive . A multiplex attétes betegeknél egy

mérsékelt KRAS mutacié gyakorisdg novekedést figyelhettilk meg. llyen adat kordbban

33 Az attéti

nem volt tidérakban, de leirtdk a jelenséget colorectalis carcinomdaban
helyeket illet6en agyi-, csont- és mellékvese metasztazisok esetében hasonlé KRAS
mutacid  gyakorisdgot tapasztaltunk, ami Osszevethet6 Doebele és mtsai
megfigyelésével*>. A csontattétnél tapasztalt 28%-os KRAS mutécié gyakorisag hasonlo,

k3>%3%> Mindemellett mi

mint amit Confavreux és mtsai, valamint Bittner és mtsai kdzolte
még azt is leirtuk, hogy pleurdlis- és maj érintettség esetén csokkent volt, mig
intrapulmonalis attétnél gyakoribb volt a primer tumor KRAS mutacié pozitivitasa.
Colorectalis carcinomaban megfigyeltekhez hasonléan, mi is azt tapasztaltuk, hogy a KRAS

356,357 4

és csokkent majattét-képz6 kapacitassal parosult®***,

mutdcid fokozott tudé-
Mas vizsgaldkhoz hasonléan, mi is azt taldltuk, hogy a median OS szignifikdnsan csokkent

a tobbszervi &ttétben szenveddknél*>,

ami felhivja a figyelmet az M stadium
heterogenitasara®’’. Legjobb tudomdsunk szerint ez volt az els§ tanulmény, amely
kozvetlenll hasonlitotta O0ssze a KRAS mutdcidk prognosztikai szerepét a tiidé ADC
kiilonb6z6 metasztatikus helyén. Kiemelendd, hogy szignifikans és klinikailag relevans OS
csokkenést igazoltunk a csontattétes ADC betegekben, ami nem magyarazhatd pusztan a
KRAS mutans és KRAS wt betegek kozti klinikopatoldgiai kiilonbségekkel. Tovabbi
figyelemre mélté megfigyelés, hogy a csontattétes KRAS wt betegekben a KRAS mutans
esetekhez képest nagyobb gyakorisaggal fordult el6 tobbszervi metasztazis (84% vs. 46%,
p<0,0001).

A vizsgalat korlataként emlitheté — annak retrospektiv jellege mellett —, hogy az EGFR
mutdcid kizdrdsan tul egyéb onkogén driver mutacidkat nem vizsgaltunk. Emellett
— a rutin klinikai gyakorlatnak megfelel6en — a betegek tobbségénél klinikai, és nem
patolégiai TNM allt csak a rendelkezésiinkre. Ennek megfelel6en nem tudtuk kizarni a
tineteket nem okozé tavoli attéteket, vagy a mikrometasztazisokat. Mindemellett,
a ritkabb attéti helyeknél, f6ként pedig ott, ahol alacsony volt a KRAS mutdcids arany — igy

pl. a majattéteknél — nem volt elegend§ statisztikai er6 a KRAS mutacid teljes tulélésre

gyakorolt hatasanak megitéléséhez.
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Mindeziddig kevéssé ismert a KRAS mutdcido prognosztikai szerepe, és meglétének
igazolasa nem jar betegvezetési kovetkezményekkel, annak ellenére, hogy kaukazusi
betegeknél tid6 ADC-ben ez a leggyakoribb onkogén mutacidé. Vizsgalatunk éppen az
ilyen kérdésekre kereste a vdlaszt, kihaszndlva azt a sajatsagos helyzetet, hogy hazankban
a KRAS mutacié analizis a tid6 ADC-k molekuldris tesztelésének elsG lépése, igy az
atlagosnal messze tobb adat all a rendelkezésiinkre. Eredményiink elsé6ként igazolta tiid6
ADC-k KRAS statuszanak a metasztazisok helyével valé 6sszefliggését, és kimutatta a KRAS
mutdcid kedvez6tlen prognosztikai értékét csontattétet add tiidé ADC-ben. Mindezek
alapjan ugy véljik, hogy a KRAS statusz ismerete hatassal lehet kés6bbi diagnosztikus

stratégidk kialakitasara és terdpias dontések meghozataldra.

A mutdns KRAS-rél kordbban azt tartottak, hogy egy olyan fixalt, konstitutiv aktiv
allapotban van, amely nem igényel upstream szignalt, és az ilyen tumorok refrakterek az
EGFR-TKI kezelésre®**3*!, 2016-ban a KRAS G12C mutécidjanak irreverzibilis inhibitoraival
végzett kutatdsok ugyanakkor azt igazoltdk, hogy a mutans KRAS hiperaktivalédhat az
upstream effektorok dltal, lehet6vé téve ezzel a receptor tirozinkindzok célzasat KRAS-

104,362

vezérelt tumorokban . Nemzetkoézi kollaboraciéban végzett #17 vizsgdlatunkban

hasonld eredményre jutottunk, és kimutattuk, hogy az ERBB szignalizacié aktiv mind az

egér-, mind pedig az emberi KRAS mutans tid6 ADC-kben'%

. KRAS mutdcié pozitiv human
tidé ADC szovetmintdkon EGFR, pEGFR, ErbB2 és pErbB2 IHC vizsgdlatot végeztiink, és
megallapitottuk, hogy mind az EGFR, mind pedig az ErbB2 és ezen receptorok aktivalt
formaja expresszalodik.

Kordbban az erlotinibbel és/vagy gefitinibbel végzett legtobb klinikai vizsgalatban nem
igazoltak terapias hasznot a KRAS muténs ADC-ben szenvedSknél****%3% Hasonléképpen
nem mutattak ezek a szerek kedvezd hatdst a carcinogenesis gatlasara kisérleti
modellekben.

A jelen vizsgalatunkban azonban mind a genetikai EGFR delécié, mind az erlotinib kezelés
egy hasonlé tumor-menekiilési mechanizmust valtott ki, amely a nem-EGFR ErbB
receptorcsalad tagjainak aktivaldsan alapult, habar ennek a mechanizmusnak a
beinditdsat késleltette az EGFR génkilités, 6sszehasonlitva a TKI-kozvetitett gatlassal.

Szemben a KRAS mutans daganatokban terdpids hatékonysagot nem mutatd

els6generacids TKI erlotinibbel és gefitinibbel, az afatinib megsziintette az ErbB csalad
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tagjainak aktivaciojat, elnyomta a tumor kompenzdacidos mechanizmusat, és igy a KRAS-
vezérelt tidé ADC hatékony gatlasat eredményezte. Hasonldéképpen, a monoklonalis
antitestek keverékével (pan-Her) végzett pan-ErbB-gatlds hatékonyabban elnyomja a

carcinogenesist, mint ahogy célzott volna egyes ErbB—receptorokat366

. Kiemelend§, hogy
osszhangban Kruspig és mtsai eredményével®®’, megallapitottuk, hogy az irreverzibilis
TKI-k, mint példaul az afatinib vagy a neratinib, down-reguldljdk az ErbB2 és az ErbB3
fehérjéket, ami hasonlé jelenség, mint ami pan-Her antitestek alkalmazdasakor figyelhet6
meg>®®, és ami hozzajarulhat az irreverzibilis TKI-k hatékonysagahoz.

Az altalunk alkalmazott egérmodell nem felel meg a human mucindzis ADC-nek, mivel
kiildnb6z6 az NKX2 (TTF-1) expresszidjuk®®®, tovabba, az egér ADC nem reprezentélja
kell6képpen a human tidé ADC heterogenitdsat és komplexitasat. Annak ellenére
azonban, hogy az dllatkisérleti eredmények nem (ltethet6k at direkt méddon a human
gyakorlatba, megfigyeléseink — a jelenlegi véleményekkel szemben — arra utalnak, hogy
KRAS mutans daganatok EGFR-TKI kezeléssel szembeni rezisztencidja vélhet6en nem a
KRAS konstitutiv aktivaciéjaval kapcsolatos, hanem az ErbB receptorcsalad egyes tagjainak
reaktivalddasaval. Mivel tehat tobb preklinikai mddszer egyiittes alkalmazasaval sikeriilt
bebizonyitani, hogy a mar a klinikai gyakorlatban is hasznalatos pan-ErbB inhibitor
afatinib 6nmagdban, vagy egyéb szerekkel (pl. MEK-inhibitor¢">°, vagy KRAS G12C
inhibitor) kombinalva, hatékonyan gatolja a KRAS-vezérelt tiid6 carcinogenesist, ezért
javasolhatd a pan-ErbB gatldk klinikai vizsgalatban torténd tesztelése KRAS mutans tidé

ADC-kben is.

8.3.2. Immunterapia [18-20]

Tekintettel az immunterapia koltséges voltara, kilonésen nagy hangsulyt kapnak a
betegszelekciot célzé biomarkerek. A #18 vizsgalatban arra kerestiik a vdlaszt, hogy a
rutin HE metszeteken megfigyelhet6 szoveti jellemz6k mutatnak-e Osszefliggést a
PD-1/PD-L1 expressziéval'™. Elséként irtuk le tiidé ADC-ben, hogy a tumor nekrdzis szoros
pozitiv korreldciot mutat a tumorsejtek és az immunsejtek PD-L1, valamint az
immunsejtek PD-1 expresszidjaval. Ez tikrozheti a magasabb tumor grade-del vald
Osszefliggést, mivel ismert a tumor nekrdzis és grade kozotti korrelacié. Chang és mtsai

hasonlé eredményre jutottak tiidé pleomorph carcinomak vizsgalatakor, ahol a

174



dc_1708_19

tumorsejtek magas PD-L1 expresszidja korreldlt a tumor nekroézis jelenlétével, és emellett

a TNFo. expresszidval is>’0

. A tumor nekrézis és a tumorsejtek PD-L1 expresszids szintje
kozott nem figyeltiink meg direkt, fénymikroszkdpos anatémiai kapcsolatot, ugyanakkor a
magasabb PD-L1 expresszid egy agresszivebb tumor fenotipusra és igy egy magasabb
sejtproliferacids szint altali nagyobb nekrézis-készségre utalhat, ahogyan azt egy
2019-es vizsgélatban talaltak®’!. Hasonloképpen, pancreas ductalis adenocarcinoméban
leirtak, hogy a TNFo fokozza a PD-L1 expressziét®’2. Eredményiink harmonizélhat Hartley
és mtsai llatkisérletével is, amelyben a TNFa a monocytdk PD-L1 expresszidjat novelte®®.
Mivel az immunterapia Ujabb célpontjai kozott szerepelnek a TNF receptor csaldd tagjai is,
eredményiinknek klinikai relevanciaja is lehet®”. A hipoxia és a PD-L1 up-regulécié kozti
osszefiiggést Samanta és mtsai kimutattak tripla-negativ emlSrak sejtekben®’”.

Tud6rdkban a citotoxikus kemoterapia PD-L1 expressziéra gyakorolt hatdsa kissé
ellentmonddsos. Shin és mtsai fokozott PD-L1 expressziot detektadltak NSCLC betegek
jelentds aranyaban, ugyanakkor madsok, koztik sajat munkacsoportunk is, primer

tidérakban a PD-L1 expresszié csokkenésérsl szamoltak be'?>>7>3"7

. A kemo-radioterapia
hatdsat a PD-L1 expresszidéra csak igen kevesen vizsgaltdk. Fujimoto és mtsai mind
expresszio emelkedést, mind valtozatlan statuszt, mind pedig expresszié csdkkenést
megfigyeltek NSCLC konkurralé kemo-irradiacidja soran®’®. Ezzel szemben human
tidérakban még nem irtak le a csak a sugarterapia tumorszovet PD-1/PD-L1 expressziéra
gyakorolt hatasat.

Napjainkban, 2019-ben, a tumor PD-L1 expresszidja a messze leginkabb hasznalt
biomarker az NSCLC betegek immunterdpidra torténd kivalasztasakor, ugyanakkor a
tumor mutacids terhelés (tumor mutation burden = TMB) egy mdsik potencialis prediktiv
marker. A TMB és a PD-L1 expresszid — anti-PD-1 és anti-PD-L1 kezelésre vonatkozo —
szamos klinikai vizsgalatban egymastdl fliggetlen megjelenést mutatott, igy egyes szerz6k

k37238 Masok, igy Wang

szerint javasolt szelekciés markerként vald egylittes alkalmazasu
és mtsai azt taldltak, hogy egyes daganattipusokban, igy pl. tiidé ADC-ben, a magasabb
TMB altipust tumorokban szignifikdnsan magasabb volt a PD-L1 expresszié®®!. Lehetséges
az is, hogy a TMB a jov6ben atveszi a szerepet a betegszelekciéban, vagy a PD-L1

expresszioval kombinaltan keriil alkalmazdsra, ehhez azonban olyan Uj kimutatasi
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modszerekre lesz szikség, amelyek idGigénye rovid, és haszndlhaték kisbiopszids
tumormintaknal is*®?.

1%, ami felveti annak

A TMB eml6rakban korreldlt a Ki-67 proliferaciés index-sze
lehet&ségét, hogy a magasabb TMB Osszefligg a nekrodzis jelenlétével és vice versa.
Vizsgdlatunkban igen szoros korrelaciét talaltunk a tumorsejtek és az immunsejtek PD-L1
expresszioja kdozott, ami 6sszhangban all Jiang és mtsai eredményével, akik NSCLC esetek
70%-aban azonos PD-L1 IHC statuszt talaltak®®*.

Vizsgdlatunk masik f6 megfigyelése a szoros negativ 0sszefliggés a daganatok lepidikus
terjedési mddja és a tumorsejtek PD-L1 expresszidja kozott. Ez az eredmény harmonizal
Yeo és mtsai munkdajaval, akik ugyanolyan anti-PD-L1 antitestet (SP142) alkalmazva,
szintén alacsonyabbnak taldltdk az expressziét lepidikus terjedésl ADC-knél, szemben a

papillaris és a szolid tipusti ADC-kkel*®

. Fentiekkel 6sszhangban, egy érdekes vizsgalatban,
Tokoyawa és mtsai a PD-L1 expresszié és a daganat radioldgiai invazivitasa kozti pozitiv
Osszefliggést detektdltdk 292 operdlt, | stddiumu ADC-s beteg vékonyréteg CT vizsgdlata

alapjan®

. Saruwatari és mtsai ugyancsak leirtdk, hogy a lepidikus terjedési mintazat
Osszefligg az alacsonyabb PD-L1 expresszidval, azonban &k igen szelektalt azsiai
betegpopuldciot vizsgdltak, hiszen valamennyi ADC minta EGFR szenzitizdld mutacid
pozitiv volt®®’, Hasonléképpen, Kwong és mtsai is demonstraltak a daganatsejtek alacsony
PD-L1 expresszidja és a lepidikus terjedés kozti 6sszefliggést nem-mucinézus ADC-ben, 6k
azonban nem vizsgaltak az immunsejtek PD-1/PD-L1 expressziéjét388. Igy tehat, mivel a
korabbi publikacidk nem elemezték az immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidjat az ADC-k
lepidikus terjedésével dsszefliggésben, eredményeink Uj informacidkkal szolgalnak és elsé
alkalommal irjak le az ezek kozti negativ korrelaciot.

Vizsgdlatunk sordan nem taldltunk korrelaciét a tumorok vaszkuldris invazidja és a
PD-1/PD-L1 expresszié kozott, ami ellentétes Yang és mtsai eredményével, akik 163
operadlt | stadiumu ADC esetében pozitiv 6sszefliggést figyeltek meg a tumorsejtek PD-L1
expresszidja és az érbetorés kozott>®.

Az elmult években a PD-1/PD-L1 expresszidé és az ADC-k EGFR/KRAS mutacids statusza
kozti osszefliggést intenziven tanulmanyoztak. D’Incecco és mtsai 125 NSCLC — koztik 83
ADC — vizsgalata soran azt taldltak, hogy az immunsejtek PD-1 expresszidja szignifikansan

korreldlt a dohanyzassal és a KRAS mutacidval, mig a tumorsejtek PD-L1 expresszidja az
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EGFR mutéciéval korrelalt®®

. Ezzel ellentétben, Mu és mtsai | stddiumud NSCLC betegeknél
nem taldltak Osszefliggést a PD-L1 expresszid és a daganatok EGFR/KRAS/BRAF/ALK
statusza kozott™'. Hasonldképpen, Zhang és mtsai sem taldltak osszefiiggést a PD-L1
expresszio és az EGFR/KRAS mutacio kozott, Yoneshima és mtsai pedig a PD-L1 expresszid

és az EGFR/ALK eltérés kozott> >

. Jiang és mtsai 156 ADC-ben a tumorsejtek PD-L1
expresszidja mellett vizsgaltdak az immunsejtek PD-1/PD-L1 expressziojat is, és nem
taldltak osszefiiggést az EGFR/KRAS/ALK/MET és ROS1 onkogén statusszal®®*. Jelen
munkank soran multivaridcidés analizissel mi sem taldltunk 6sszefliggést a daganatok
EGFR/KRAS mutdacids statusza és a PD-1/PD-L1 expressziok kozott.

Habar Jiang és mtsai mar leirtak ADC-ben, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszidja
osszefliggést mutat a férfi nemmel, illetve a dohanyzassal®®*, a COPD és a PD-1/PD-L1
expresszio kozti Osszefliggést 6k sem elemezték. Munkank soran vizsgdltuk ezt az
Osszefliggést, de nem talaltunk korrelacidt. A dohanyzast illetéen pozitiv 6sszefliggést
észleltiink az immunsejtek PD-1 expresszi6javal, amit mar D’Incecco és mtsai is leirtak>®.
Vellk ellentétben azonban nem talaltunk 6sszefliiggést a PD-1/PD-L1 expresszio és az
életkor, illetve a nem kozott.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy elsé alkalommal igazoltuk a tumor nekrézis jelenléte
és a tumorsejtek PD-L1 és az immunsejtek PD-1 expresszidja kozti erés pozitiv
Osszefliggést, valamint atfogdan a lepidikus tumor terjedés és a tumorsejtek PD-L1 és az
immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidja kdzti negativ korrelacidt. Tovabbi vizsgalatok, igy

pl. immunterapidaban részesiilé betegek részletes klinikopatoldgiai analizise is, segithetnek

meghatdrozni ezen megfigyelések klinikai relevanciajat.

A rutin klinikai gyakorlatban tiddérdkban mindeziddig a daganatsejtek PD-L1
expresszioja az egyetlen betegszelekcids faktor, és kilondsen ADC-ben mutat prediktiv

értéket szemben a Iaphé\mré\kkaI394’395

. Szamos vizsgalat foglalkozott mar a primer tumor
PD-L1 expresszidjaval, azonban keveset tudtunk ezen biomarkerr6l ADC okozta agyi
attétekben. A #19 vizsgalatban agyi metastasectomiabdl szarmazé 208 szbvetmintan
tanulmanyoztuk a PD-L1 expressziot mind a tumorsejtekben (TC), mind pedig az
immunsejtekben (IC). Vizsgdltuk emellett az immunsejtek PD-1 expresszidjat, tovabba a

peritumoralis mononuklearis gylrd (MR) jelenlétét és az intratumoralis immunsejt

denzitast®®.
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Els6ként mutattuk ki, hogy az immunsejt infiltracié és kiilonésen a peritumordlis MR,
kedvez6en befolydsolja az agyi attét m(téte utani tulélést. Az immunsejtek jelenlétének
igazoldsa alatdmaszthatja az immunterdpia alkalmazasdnak [étjogosultsagat agyi
metasztazisban is. Leirtuk ugyanakkor, hogy az agyi attétek egy jelentés hanyadaban nem
taldlhaté immunseijt infiltracid, igy vélhetéen kedvezd immunvalasz sem kdvetkezhet be
ezen esetekben. Munkank egyik f6 erdssége, hogy igen homogén betegpopuldciot
vizsgalt, szemben a korabbi kozlemények daganattipusra és szOvettanra nézve is
heterogén kohorszaival.

Tekintettel arra, hogy a primer tumor sebészi eltavolitasanak, valamint az agyi attétek
szamdanak és a metastasectomianak a tulélés szempontjabdl igen nagy a jelent&sége, a
kiértékeléskor ezen paraméterek alapjan négy alcsoportot kilon is vizsgdltunk. A 2-es
alcsoportban, ahol a primer tumort sebészileg eltavolitottak és a betegek multiplex agyi
attétben szenvedtek, az alacsony PD-1/PD-L1 expresszid szignifikdnsan kedvezébb
tuléléssel parosult. Ez arra utal, hogy ezekben az esetekben a PD-1/PD-L1 tengely aktivan
gatolhatja a tumorellenes immunszuppressziét, ezért leginkdabb az ilyen betegek
profitdlhatnak az ezt célzé checkpoint inhibitor terapidbdl.

Pozitiv korrelacidt tudtunk kimutatni a stromalis IC denzitas és az MR jelenléte k6zott, ami
az immunsejtek odavonzdsanak hasonlé mechanizmusaira utal az agyi attét kilonb6zé
terliletein. Ugyancsak pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a PD-1 pozitiv IC-k és a PD-L1
pozitiv TC-k és IC-k mennyisége k6z6tt, ami a tumorsejtek és az immunsejtek dinamikus
kommunikaciojat jelzi, és alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a kimerilt, PD-1-et
expresszald T-sejtek a mikrokdrnyezetben PD-L1 expresszidt indukalnak®?®.

Figyelembe véve az immunvalasz novekvd jelentGségét a rakterapiaban, fontos tisztazni a
szteroid- és a kemoterdpias kezelések hatdsat az immunsejtek allapotara az agyi
attétekben. Az agyi attétek miitéte el6tt alkalmazott szteroid nem gyakorolt szignifikans
hatdst sem a stromalis immunsejt infiltraciéra, sem a peritumoralis mononuklearis
gylirlre, ami 0Osszhangban van szovettanilag heterogén kohorszokban taldlt korabbi

| 397-400

eredményekke Ez arra utal, hogy a szteroidnak nincs lényegi hatasa az IC

toborzasra. Egyes kutatdk kiilénbozé primer tumorok agyi metasztazisaiban gy talaltak,

397,400

hogy a szteroid nem befolydsolja a PD-L1 expressziot . Sajat kohorszunkban szteroid

kezelésre vonatkozdéan mindossze az PD-L1 IC expressziéban, és csak a 10%-os
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hatdrértéknél észleltlink negativ Osszefliggést, ami azt sugallja, hogy a szteroidnak van
valamelyes hatdsa az ADC-k agyi attéteiben a PD-L1 IC expresszidra, ugyanakkor nem hat
a PD-L1 TC és a PD-1 IC expressziodra.

A kemoterapia hatasat a PD-1/PD-L1 expressziéra mar vizsgaltak, azonban az eredmények

1101493 " Erdekes mddon, jelen

igen valtozdak, fliggben a vizsgdlt szertdl és a sejttipustd
vizsgdlatunkban nem észleltiink kilonbséget a PD-1/PD-L1 expresszidban attol fliggben,
hogy a beteg az agyi metastasectomia el6tt kapott-e kemoterapiat, ami arra utal, hogy
tiidé ADC agyi attéteiben a szisztémas kemoterapia nem vezet PD-1/PD-L1 expresszids
vdltozashoz.

k*?°, mivel

Elemzésiink soran a POPLAR vizsgalatban alkalmazott score rendszert haszndltu
ez nemcsak a tumorsejtek, hanem az immunsejtek PD-L1 expressziéjat is figyelembe
veszi. Az esetek 26,4%-a volt ,non-expressors”, tehat sem a TC-k sem az IC-k nem
expresszaltdk a PD-Ll-et, igy vélhet6en ezen betegek kevéssé profitdlndnak egy
anti-PD-1/PD-L1 kezelésbdl.

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy vizsgalatunk els6ként demonstralta az attétek
koruli peritumordlis mononuklearis gy(r( figgetlen prognosztikai értékét tidé ADC agyi
attéteiben. Emellett a massziv stromalis immunsejt denzitas is kedvezd progndzisra utald
er6s tendenciat mutatott. Az el6zetes szteroid kezelésnek lehet némi szerepe az
immunsejtek PD-L1 expresszidjanak csokkentésében, azonban azok toborzdsara nincs
hatdssal. A kemoterdpia ugy tlinik, hogy nem befolydsolja a tumorsejtek PD-L1 és az
immunsejtek PD-1/PD-L1 expresszidjat. Agyi attétet ado tudé ADC-s betegek mindezidaig
legnagyobb kohorszaban tapasztalt eredményeink azt mutatjak, hogy a gazdaszervezet
immunrendszere jelent6s hatassal van az agyi attétek szabalyozasara, igy a modern
immunterapidk a betegek egy alcsoportjdban segithetik az immunsejteket a daganat
elpusztitasaban. Pontosabb betegszelekcidos moddszerek kidolgozasdhoz azonban még

tovabbi tanulmanyok szlikségesek.

A #20 vizsgalatunkban els6ként kozoltlink PD-L1 és PD-1 expresszidra, valamint
tumor asszocialt immunsejtekre vonatkozo atfogd eredményeket primer tlidérakok és
azok agyi metasztazisainak 6sszehasonlitd vizsgdlata alapjénlle. Emellett elséként

elemeztik a kemo-, radio- és szteroid terapia hatasat ezen széveti biomarkerekre.
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Az immunellenérz8pont-gétlas egyre nagyobb szerephez jut a tiidérak terapiajaban®**%.
Habdr egyes klinikai vizsgalatok — kiilondsen melanomaban és tlidérakban — agyi attétes

406-408
k

betegek bevondsat is engedélyezté , a legtobb ilyen vizsgalatban kizarasi kritérium

volt az agyi érintettség*®*1°.

A primer tumor — agyi dttét mintapar vizsgalatanak klinikai jelent&ségét tdmasztja ald az a
tény, hogy az agyi attétes betegeknek csak egy toredéke keril mdtétre, igy a tervezett
immunterapia prediktiv markerének meghatarozasahoz nemritkan csak a primer tumor
szovetmintaja all rendelkezésre. Az immunterapia betegszelekcidjara az alabbi négy, FDA-
elfogadott anti-PD-L1 antitestet alkalmazzak: SP142, SP263, 22C3 és 28-8, melyek koziil az
SP142 kivalik a tobbi kézill, mint a legkevésbé szenzitiv IHC marker*™*. Vizsgalatunk
soran mi az SP142 antitestet hasznaltuk, azonban idékdzben a 22C3 antitest valt a rutin
klinikai gyakorlatban a leginkdbb elfogadotta, ezért célszerlinek tlnik a jov6ben az
eredmények validalasa ezzel az antitesttel is.

Munkdnk sordn szignifikdns korrelaciét taldltunk a primer tiidérakok és azok agyi attétei
kozott a PD-L1 pozitiv tumorsejtek szamat illetéen. Eredményeink hasonldak korabbi
vizsgalatokhoz, amelyekben a PD-L1 expressziot vetették 6ssze primer NSCLC-k és azok

414,415

agyi attétei kozott, 5%-os hatarértékné . Kim és mtsai tiid6 ADC-ben magas

konkordanciat észleltek a primer és az agyi attéti tumorsejtek PD-L1 expresszidjat illetéen

1%-0s és 50%-os hatarértéknél**®

. A Kklinikai gyakorlatban és a klinikai gyogyszer-
vizsgalatokban az alkalmazott antitestektdl és az adott immunterdpias szertdl fliggben a
PD-L1 expresszié mas-mas hatarértékeit alkalmazzak*'®*"’. {gy példaul szamos CheckMate
vizsgalatban >1%-os, vagy 5%-os cut-off értéket hasznaltak, mig a pembrolizumab
els6évonalban csak a tumorsejtek >50% PD-L1 IHC pozitivitasa esetén volt adhaté®®*8,
éppen ezért munkank soran mindharom cut-off értéket teszteltiik.

Az agyi attétekrd| azt tartjak, hogy csak néhany sejtbél szarmaznak*4%°

, éppen ezért két
hipotézis is felmerilt, hogy megmagyardzzuk ezt a PD-L1 expresszidéra vonatkozd erds
konkordanciat. Az elsé azt feltételezi, hogy az agyi attétek a primer tumorsejtek egy kis
csomojabol fejlédnek ki, amelyek — véletlenszerl szelekcié révén — tikrozik a PD-L1
pozitiv sejtek aranyat. A masodik hipotézis azt feltételezi, hogy az agyi attétek PD-L1

pozitiv sejtjei egy, vagy néhany attétképz6 primer tumorsejtbdl szarmaznak, figgetlendl

attél, hogy azoknak milyen volt a kezdeti PD-L1 expresszids statusza. Ez utdbbit tamasztja
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ald az a kisérleti eredmény, amely szerint a sejtpopuldcidk kiilonb6z6 transzkriptomi
allapotokban egyensulyban vannak, és amikor ezeket a szubpopulacidkat izolaljuk, ujra
ugyanazok az egyensulyi allapotok jonnek Iétre minden szubpopulaciébol*?.

Fontos volt annak megadllapitdsa, hogy egyes onkoterapidkat kovetGen jelentdsen
megvaltozik-e a PD-L1 pozitiv tumorsejtek aranya az agyi attétekben, ami befolydsolhatnd
az immunellen6rzépont-gatldk hatasat. Az agyi metastasectomia el6tt alkalmazott kemo-,
vagy szteroid terapidknak nem volt hatasa a tumorsejtek PD-L1 expresszidjara. Nem volt,
vagy csak igen korlatozott mértéki volt a korrelacié a PD-1/PD-L1 pozitiv immunsejtek
szamat illetéen a primer és metasztatikus ADC mintdk kozott. Hasonldképpen, nem volt
Osszefliggés a tumor-asszocidlt immunsejtek denzitas-valtozasat illetéen a primer és attéti
tumorhely kdzott a kemo-, radio-, vagy szteroid terdpidk jelenlétében, vagy hidnyaban.
Mindez arra utal, hogy az agyi attétek a primer tumortdl fiiggetlendl alakitjak ki sajat
immunkoérnyezetiket. Ez ugyanakkor ellentétben all azzal, hogy a PD-L1 pozitiv
tumorsejtek aranyat illet6en pedig magas volt a korrelacié a primer és attéti tumorok
kozott.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy ADC-ben szoros korreldciét figyeltink meg a
tumorsejtek PD-L1 expresszidjaban a primer tlid6tumorok és agyi attéteik kozott, amit
érdemben nem befolyasolt a kemo-, radio- és szteroid terapia. Amennyiben tovabbra is a
tumorsejt PD-L1 pozitivitasa lesz a legf6bb betegszelekcios kritérium, gy megfigyelésiink
racionadlis alapot nyujthat ahhoz, hogy agyi attétes ADC-s betegek esetében a primer
tumor PD-L1 IHC pozitivitdsa prediktiv marker lehessen, amennyiben nem All

rendelkezésre attéti szovetminta.

8.4. Tudorakok kemoterapidjanak hatasa egyes szoveti biomarkerek
expresszidjara [21-23]
A neoadjuvans kemo- és radioterdpia hatdsossagat féként radioldgiai morfoldgiai
jegyek alapjan itélik meg a klinikumban. Junker és mtsai NSCLC betegek vizsgdlata soran
azt taldltak, hogy a hosszutavu tuléléshez elengedhetetlen a komplett tumor reszekcid

(RO), vagy legaldbb az, hogy a tumorban az él6 daganatsejtek ardnya 10% ala

csokkenjen*?.
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A neoadjuvans kemoterdpia lehetséges prediktiv faktoraként szdmos biomarkert, igy
apoptozis- és sejtciklus szabdlyozé fehérjéket vizsgaltak. lkuta és mtsai apoptodzisra
heterogénen érzékeny NSCLC sejtvonalakat alkalmaztak a cisplatin killénb6z6 apoptotikus
Utvonalakra gyakorolt hatdsanak elemzésére*?®. Megallapitottak, hogy NSCLC sejtekben
az antiapoptotikus Bcl-xL és a pro-apoptotikus p53 sziikségesek, de nem elegendGek a
cisplatin altal kivaltott apoptdzis elleni rezisztencidhoz. Filipits és mtsai atfogd tanulmanyt

végeztek annak megallapitasara, hogy a sejtciklus-szabalyozdk prognosztikai és/vagy

424 Kipl

prediktiv értéklek-e™". Azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a p27""" negativ tumorokban
szenved6 NSCLC-s betegeknél a tumor teljes reszekcidja utan el6nyds az adjuvdns
cisplatin-alapu kemoterapia. Hasonldképpen, az ERCC1 IHC negativitds tulélési elénnyel
jart azon NSCLC-s betegeknél, akik cisplatin-alapt adjuvans kemoterapiat kaptak®?.

Szamos tanulmany elemezte a kemoterapidk klinikai hatdsait nem-kissejtes tliidérakban
mind inoperdbilis esetekben, mind pedig neoadjuvans vagy adjuvans kezelésként

426431 A citotoxikus kezelés kdvetkeztében a tumorszovetben kialakult

alkalmazva
molekuldris valtozdsok ezzel szemben sokkal kevésbé ismertek. A #21 vizsgalatban a
cisplatin-alapi kemoterapidk szoveti biomarkerekre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
pre-kemoterdpias bronchoscopos és poszt-kemoterdpids sebészi biopszias szovetmintdk
osszehasonlitésa révén'?. A kisbiopszias mintak sebészi reszekatummal vald
osszehasonlitdsanak megbizhatdsagat Meert és mtsai tanulmanyoztak®?. A p53, EGFR,
c-erbB-2 és Ki-67 protein expresszid 28 tuddérakos betegben valé elemzése soran a
konkordanciat 85%-nak talaltak, és ez alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
kisbiopszias mintak megbizhaté informacidval szolgalnak, és segithetik a terapids stratégia
kidolgozasat.

Munkdnk sordn a kemoterdpiat kovetéen emelkedett Ki-67 expresszidt észleltiink az
esetek egyharmadaban, ami ellentétes Lang és mtsai megfigyelésével**>. 6k alacsony
proliferacids aktivitasra utalé csokkent Ki-67 expresszidt, és késéi fazisu apoptdzisra utald
caspase-3 aktivalodast talaltak, ami kifejezettebb volt ADC-ben, 6sszehasonlitva az
SCC-vel. Jelen munkdnk soran mi is igazoltunk szovettani altipus szerinti kilonbséget.
Mig azonban SCC-ben kifejezett volt a kezelés utdni ERCC1 expresszid csokkenés, addig

ADC-ben nem volt érdemi valtozas detektalhato.
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Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy bar a kemoterapia bizonyos esetekben noéveli
a daganat sebészi eltavolithatésagat, a teljes tulélést nem feltétlenlil hosszabbitja meg,
mivel maga a kezelés tumorsejt szelekcids hatdsokkal is jarhat. A platinabazisu
kemoterapia agresszivabb fenotipusi tumorsejtek szelekciéjat indukdlhatja, és
befolydsolja egyes prognosztikai és/vagy prediktiv érték(i szoveti biomarkerek
expresszidjat. Ennek ismerete befolyassal birhat az NSCLC-s betegek kezelési

protokolljainak kialakitasakor.

2009-ben végzett fenti munkank soran 17 mintaparban elemeztik a platinabazisu
kemoterdpia szoveti biomarkerekre gyakorolt hatasat. Tekintettel arra, hogy abban az
id6ben intenziven kutattdk az ERCC1 expresszionak a cisplatin kezelésre vonatkozo
prediktiv értékét, bdvitettik az esetszdmot, és a #22 tanulmanyunkban 46 mintaparon

122 Az ilyen tipusu vizsgalatok kivitelezését

végeztliink hasonld felépitésl vizsgalatokat
nagyban korldtozza a szbvettani mintaparok hozzaférhetGsége, mivel a kemoterdpias
kezelésben részesilé betegek 80%-anal minddssze bronchoscopos excindatum vagy

. ;e . . . , 434
citoldgiai minta all rendelkezésre®

. Ismervén a tid6rdk heterogenitasat, a kezelés elGtti
kicsiny szovetmintdk az IHC kiértékeléskor gyakran korlatozott értékliek. Ugyanakkor
munkank soran éppen a kemoterdpia utdni, nagyméretdl, sebészi biopszias mintakban
észleltiink ERCC1 expresszié csokkenést, ahol lényegesen kisebb a fals negativitas
valdszinlisége. A csokkenés mértéke SCC-ben kifejezettebb volt, mint ADC-ben. Ez
0sszecseng Choi és mtsai eredményével, akik NSCLC-ben az alacsonyabb ERCC1 expresszid

k**°. Habar az

negativ prognosztikai értékét éppen SCC-ben talaltak kifejezettebbne
alacsony ERCC1 expresszié a daganat platina-szenzitivitdsara utalhat, feltételezésiink
szerint a kemoterapia utani ERCC1 csokkenés egy tumorsejt-szelekcié eredménye, ami
agresszivebb bioldgiai viselkedést mutatd daganat megmaradasaval jar. Megfigyelésiink
hasonlésagot mutat Schneider és mtsai eredményeivel, akik nyel6cs6rak neoadjuvans
kemo-radioterapidja utdn az ERCC1 génexpresszid down-reguldciéjat detektaltak, 6k
azonban nem elemezték szepardltan a kemoterdpiat és a radioterapiat*®. Erdekes
maddon, human tiidé A549 ADC sejtvonalakban az alacsony dézisu cisplatin kezelés ERCC1

437

expressziot indukalt Masok metasztatikus vastagbélrakban az oxaliplatin-alapu

els6vonalbeli kemoterdpia utdan az ERCC1-expresszio fokozodasat figyelték meg438.
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Az ERCC1 protein expresszid prediktiv értéke NSCLC-ben még mindig nem tisztazott.
Olaussen és mtsai az International Adjuvant Lung Cancer Trial 761 sebészileg eltavolitott
NSCLC mintéin tanulmanyoztdk az ERCC1 expressziot*®. Azt taldltak, hogy az adjuvans
kemoterapia — Osszevetve az obszervacidés csoporttal — szignifikdnsan megnovelte az
ERCC1 IHC negativ betegek tulélését, Osszehasonlitva az ERCC1l pozitiv tumorban
szenveddbkkel. Az adjuvans kemoterapiaban nem részesiiltek korében az ERCC1 pozitiv
tumoros betegek éltek tovabb, szemben az ERCC1 negativokkal. Ezen eredmény alapjan
az ERCC1 immunpozitivitds egy kedvez6 prognosztikus, de kedvez6tlen prediktiv
faktornak tarthaté. Schneider és mtsai az NSCLC ERCC1 expresszidjanak
interlaboratdrium-konkordancidjat  értékelték harom nagy laboratdériumban, a
kereskedelmi forgalomban 1évé tesztekkel*®. Azt talaltak, hogy az elézetesen kivélasztott
platina-szenzitiv és -rezisztens mintak vizsgdlatakor a harom kereskedelmi forgalomban
|évé laboratdériumi teszt egyike sem érte el az 50%-ndl nagyobb specificitast.
Kovetkeztetésiik szerint az ERCC1 rutin laboratériumi vizsgalata kovetkezetlen és
megbizhatatlan, ezért az ERCC1 IHC rutinszerld klinikai alkalmazdsanak a terdpias
dontéshozatalban valdszinlleg még nincs itt az ideje. Az a megfigyelésiink, hogy a
cisplatin terdpidra ERCC1 pozitiv daganatban szenvedd betegek is reagaltak, azzal
magyarazhatd, hogy az ERCC1 csak az egyik tagja egy joval Osszetettebb excizids repair

440,441
k

rendszerne . Tobb exciziés repair marker protein és mRNS expresszidjanak egylittes

vizsgalata segithet megvalaszolni a fenti kérdést. Yoon és mtsai egy ERCC1 expresszid és

cisplatin hatas kozti érdekes 6sszefiiggést irtak le**?

. Azt taldltdk, hogy gyomorrdk
sejtekben a sunitinib (VEGFR-, KIT- és PDGFR-gatld) potencirozta a cisplatin aktivitasat
azaltal, hogy a PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor-a) expresszidjanak
moduldldsaval csokkenti az ERCC1 expresszidjat. Ez egy igen szép példaja a szinergista
hatasnak, amikor egy régi citotoxikus szert és egy Uj molekularis célzott terapids
hatdéanyagot kombindlunk. EmlSrakos betegeknél rezidualis betegség esetén a Her2
expresszio elvesztését gyakrabban figyelték meg a csak kemoterdpiat kapott betegeknél
(14/35, 40%), mint a kemoterapiat plusz anti-Her2 kezelést kapottaknal (5/34, 14,7%)*%.
Ez az eredmény szintén alatdmasztja annak szilikségességét, hogy vizsgaljuk a citotoxikus

kemoterdpia szoveti biomarkerekre gyakorolt hatdsat. Munkank soran platinabazisu
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kemoterdpiat kovetéen az ERCC1 protein expresszid csokkenését észleltiik tidGrakban,

aminek jelent6sége lehet a citotoxikus terapidk sorrendiségének meghatdrozasakor.

Tud6rdkban az immunterdpia kozelmultbeli térhdditdsa miatt fontos kérdésként
meriilt fel a citotoxikus kemoterapidknak az immunterapidk prediktiv szoveti markereire
gyakorolt hatasa is. A #23 tanulmdanyunkban atfogd elemzésben mutattuk be a
platinabazisu neoadjuvans kemoterapia hatasat a stromalis immunsejtek (IC) denzitasara,
valamint a tumorsejtek (TC) és IC PD-L1 expresszidjdra, illetve az IC PD-1 expresszidjara

tiid6rakban'??

. A 41 esetbdl 10-ben a PD-L1 TC expresszid csokkenését észleltiik, és csak 3
tumorminta parnal figyeltink meg novekedést. A csokkenés mértéke csak azon
betegeknél volt szignifikans, akik cisplatin-gemcitabin kezelésben részesiiltek. Nem volt
szignifikdns kilonbség az ADC és az SCC esetek kdzott. Az immunsejtekben nem figyeltiink
meg érdemi valtozast a neoadjuvans kemoterapia utan. Mindez 6sszecseng Sheng és
mtsai eredményével, akik 32 NSCLC, koztiik 26 ADC szbvetminta pdarndl, kemoterdpiat
kovet6en a PD-L1 TC down-regulaciéjat és a PD-L1 IC szignifikdns valtozasanak hianyat
figyelték meg®”®. Ok azonban, ellentétben a mi munkankkal, nem vizsgéltdk az
immunsejtek denzitdsat és PD-1 expresszidjat. Zhang és mtsai, akik csak a PD-L1 TC
expressziora fékuszaltak, 30 NSCLC betegnél szintén megfigyelték, hogy neoadjuvans
kezelés utdn a PD-L1 TC expresszidja csokken, de emellett észleltek expresszid névekedést
is>””. Vizsgaltak a PD-L1 immunopozitivitds és a kemoterapia-rezisztencia korrelacidjat, és
megallapitottak, hogy a neoadjuvans kemoterdpia utani magas PD-L1 TC expresszié a
terdpia-rezisztencia és a rossz prognézis el6rejelz6je lehet NSCLC-ben. Eredményiiket in
vivo kisérletek is megerdsitették. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy kemoszenzitiv
NSCLC esetében a kemoterapia szelektiven pusztitja a PD-L1 pozitiv daganatsejteket, ami
a PD-L1 expresszid csokkenését eredményezi. Ezt a hipotézist latszik megerGsiteni az a
megfigyelésiink, hogy a neoadjuvans kemoterapiat kovetéen PD-L1 expresszid csokkenést
mutatod 7 betegbdl 6 betegnél parcidlis regresszid volt detektdlhaté.

Az immunterdpia Uj reményt hozott a tludérakos betegek szamara, azonban a

betegszelekcid pontos kritériumai még nem kidolgozottak. A tumorsejtek PD-L1

expresszioja tlinik a legigéretesebb prediktiv markernek példaul pembrolizumab
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444

kezelésnél, kiilonoésen az IHC pozitiv tumorsejtek 50% feletti ardnya esetén™". Emellett

intenziven vizsgélijdk a PD-L1 TC és IC kombinacidjanak prediktiv értékét is'®.
Az immunterapiat gyakran alkalmazzdk masod-, vagy harmadvonalbeli kezelésként,
platinabdzisi kemoterdpiat kovet6en, vagy pedig neoadjuvans és/vagy adjuvans
kezeléssel kombinalt sebészi tumor reszekcié utan, a daganat kiujulasakor.

Eredményeink arra utalnak, hogy a PD-L1 TC expresszidé a tiidérakos betegek korulbell
egynegyedében csokken a platinabazisi kemoterdpia utdn, ami a jelenlegi
betegszelekcidos kritériumok miatt egy igéretes terdpia mell6zésének a veszélyével

M5 Az immunsejtekben ezzel szemben nem figyeltiink meg érdemi vdltozast a

jarhat
neoadjuvans kemoterdpia utan sem a denzitast, sem pedig a PD-1/PD-L1 expresszit
illetéen, azonban érdemes megemliteni, hogy egyes tumorminta pdrokban ezeknek a
paramétereknek a valtozasa parhuzamos volt. Ezek a megfigyelések részben 6sszhangban
allnak korabbi eredményeinkkel [#19], amikor 6sszehasonlitottuk tiid6é ADC agyi attéteit
el6zetes kemoterapidval és anélkil, és nem taldltunk korrelaciét a kemoterdpia
alkalmazasa és a PD-1/PD-L1 IC, illetve a stromalis IC mennyisége kozott®:. Ezzel szemben
egyik legfrissebb kdzleménylinkben [#20] arrdl szamoltunk be, hogy primer tiidétumor és
agyi dttét mintaparok vizsgdlatakor nem észleltiink szignifikdns PD-L1 expresszi6 valtozast
azon agyi attét mintakban sem, ahol el6zetesen a beteg kemoterapids kezelésben
részesilt. Ennek a — vélhet6en csak — latszdlagos ellentmonddsnak a feloldasat adhatja az
a tény, hogy amig a neoadjuvans kemoterapia direktben és nagy ddzisban érinti a primer
tumor szovetét, addig agyi attét esetében a vér-agy gat karosoddsanak mértéke fogja
megszabni a platinabazisui kemoterdpia agyi attétszévetbe valé bejutasanak mértékét**®.
Munkank soran els6ként irtuk le komplexen a PD-1 és PD-L1 expresszidt, kiegészitve a
stromdlis immunsejt denzitdssal NSCLC-ben, platinabazisu neoadjuvans kemoterapia el6tt
és utan. Eredményink megerdsiti, hogy a kemoterapiat kovet6en a betegek nem
elhanyagolhaté aranyaban csékken a tumorsejtek PD-L1 expresszidja. Mivel ez gatolhatja
az immunellen8rz6pont-gatld terapia alkalmazhatdsagat, ezért a kezelés megkezdése
elétt — amennyiben nincs klinikai kontraindikacidja — javasolt rebiopszia elvégzése és a
PD-L1 expresszid Ujboli megitélése.

Eredményeink az immunterapia elsGvonalbeli alkalmazasat tamogatjak.
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8.5. Epilégus

A jelen dolgozat a PhD fokozat elnyerése o6ta (1999) eltelt 20 év kutatdsainak
latvanyos és kedvez6 fordulatok kovetkeztek be. 15 éve megjelentek az EGFR mutacio
prediktiv értékét bizonyitd publikacidk, 5 évvel ezelStt pedig mar az EGFR-TKI rezisztencia
mutacid megjelenésekor alkalmazhaté harmadik-generdcidés tirozinkindz-inhibitor is
hozzaférhetévé valt. Ezzel egyid6ben az onkopulmonolégidban paradigmavaltas
kovetkezett be az immunterapidk megjelenése révén. Mindezek a valtozasok nagyban
el6segitették a tuddérak prognosztikai és prediktiv markereit célzé transzlacios
kutatdsokat. Munkank soran igyekeztiink kovetni a nemzetkdzi kutatasi iranyvonalakat, és
|épést tartani a nemzetkozi szinvonallal, ugyanakkor megprébaltuk kihasznalni a hazai
tuddrakos betegek elldtasanak sajatossagaibdl adddd elényoket. Gondolok itt elsGsorban
a centralizalt ellatasra, ami nagy beteglétszamu, relative homogén vizsgalati kohorszok
kialakitasat tette lehet6vé, és szamos esetben biztositotta a klinikai utankovetés
feltételeit. Mindemellett fontos kihangsulyozni a klinikum és a patoldgiai és molekularis
genetikai laboratériumi hattér szoros és gylimolcs6z6 egylttmikodését. A hazai
miihelymunka mellett néhany vizsgalatra rangos nemzetkozi kollaboracidk keretében
kerilhetett sor. A széleskor(i szakmai Osszefogds mellett elengedhetetlenek voltak a
palydzati tamogatdsok. Ezek kozil kiemelend6 a Nemzeti Agykutatdsi Program
tdmogatasa, amely elGsegitette egy lendiletes kutatdcsoport létrejottét, és emellett
anyagi forrasokat is biztositott az inspirdldé munkdkhoz. Ennek segitségével sikerilt
kialakitani azokat a szbvetarchivumokat, amelyek lehet6vé teszik agyi attétet adé
tudérakok genomikai elemzését is. Reményeim szerint az eredmények azt bizonyitjak,
hogy k6z6s gondolkodassal és egymast segitd egylittmiikodéssel hazai kutatasok révén
is elérhet6k nemzetkozi szintli eredmények. Ismervén a tudérak magyarorszagi

epidemioldgiai adatait, erre manapsag nagy sziikség van, és lesz a jov6ben is.
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9.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.

2.

3.

Els6k kozott bizonyitottuk, hogy a TTF-1 protein expresszid vizsgalata alkalmas a
primer és attéti tidé adenocarcinomak elkilonitésére. [1]

Els6ként irtuk le tiddérakban, illetve annak kiilonb6z6 szovettani altipusaiban a claudin-
1, -2, -3, -4 és -7 protein és mRNS expresszidt. Az egyes szovettani csoportok kozt
megfigyelt expresszidos kilonbségek felvetik a claudinok differencidldiagnosztikai
szerepét, egyes claudinok overexpresszidja pedig terapids jelentGségli lehet.
Ugyancsak els6ként irtuk le, hogy tiid6é laphamrdkban a fokozott claudin-1 expresszié
kedvezs progndzissal tarsul. [2, 3]

Els6ként szamoltunk be arrdl, hogy a centralis tid6 adenocarcinomakban kordbban
jelennek meg tavoli szervi attétek, tovabbd, hogy mig centralis daganatokban a
csontattét, ugy periférias daganatokban a tlid6attét a gyakoribb. Kimutattuk emellett,
hogy a pleuralis attétek féként az alsé lebenyekbdl kiinduld daganatokbdl szarmaznak.
Agyi attétet ado, 575 tlid6rdk vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a peritumoralis
agyodéma adenocarcinomdban a legkifejezettebb, ezt koveti a laphamrak, majd a
kissejtes tuddérak. Brain only metasztazis esetén a primer tlid6érakok gyakrabban
periférias elhelyezkedésliek, és esetiikben szignifikdnsan hosszabb az agyi attét

megjelenéséig eltelt idé6. [4, 5]

. lgazoltuk, hogy nem-kissejtes tiddérakban az emelkedett kollagén XVII, CD44v6 és

caspase-9, valamint a csokkent [-catenin és CAS protein expresszid szignifikans
kapcsolatot mutat a primer tidGrak agyi attétképz6 potencidljaval. Kimutattuk, hogy a
[B-catenin vesztés és delokalizacid a rossz prognodzis egyvaltozos elbrejelzje. Igazoltuk,
hogy tid6é laphamrakok agyi attéteiben a csokkent CD44v6 expresszid korreldl a
fokozott peritumordlis 6démdval. Kimutattuk, hogy a p-mTOR, p-S6 és Rictor

expresszid magasabb agyi attétekben, mint primer tlid6rakokban. [6-8]

. Tud6é adenocarcinomaban demonstralni tudtuk a cisplatin kezelésnek a daganatra

gyakorolt mutagén hatdsat, és ezen informdcié felhasznaldsaval, tovabba a primer
tumor és a kilonb6z6 szervi metasztazisok genomszekvencidinak részletes elemzésével

meg tudtuk alkotni a daganatevoluicié modelljét. [9]

. Els6ként kozoltlink Kozép-Eurdpabdl EGFR mutacié gyakorisdgra és terapias

valaszaranyra vonatkozé atfogd eredményeket, és mar 2008-ban hangsulyoztuk, hogy
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Onmagdban az immunhisztokémia nem megfelel§, hanem DNS szekvencia analizissel
kell az EGFR statuszt meghatdrozni. Nagy betegkohorszon kimutattuk, hogy a ritka
EGFR mutdciok tobbsége dohanyzdshoz kotott, csokkent EGFR-TKI érzékenységgel
tarsul és rovidebb tuléléssel jar, mint a klasszikus EGFR mutaciok. Tidé
adenocarcinomak szovettani altipusaiban (lepidikus terjedést mutaté/nem mutatd)
igazoltuk, hogy az EGFR mutacid csak a daganatok toredékében vezet az EGFR
autofoszforilaciéjahoz. Kimutattuk emellett, hogy metodikai mddositasok, igy példaul a
primer antitest inkubdcids idejének megnyujtdsa, valamint a javasolt protedz emésztés
helyett mikrohulldamua stt6ben torténd antigén feltdrds, nagymértékben fokozzdk az

EGFR immunhisztokémiai reakcid szenzitivitasat. [10-14]

. lgazoltuk, hogy a KRAS mutdcié altipusanak prognosztikai és prediktiv jelent6sége van.

Emellett 500 beteg vizsgalata alapjan kimutattuk, hogy a KRAS mutdcié gyakorisag
tidé adenocarcinomaban metasztazis hely-specifikus variabilitdst mutat, csontattét

esetén pedig fliggetlen, kedvez6tlen prognosztikai faktor. [15-17]

. Els6ként irtuk le tid6 adenocarcinomdban, hogy a tumor nekrdzis szoros pozitiv

korreldciét mutat a tumorsejtek és az immunsejtek PD-L1, valamint az immunsejtek
PD-1 expresszidjaval. 208 agyi attéti minta vizsgalata sordn els6ként mutattuk ki, hogy
az immunsejt infiltracid és kilondsen a peritumoralis mononuklearis gylrd jelenléte
kedvez6 tuléléssel parosul tidé adenocarcinomaban. Leirtuk tovdbba, hogy a primer
tumor sebészi eltavolitdsa és multiplex agyi attét esetén az alacsony PD-1/PD-L1
expresszio kedvez6bb tuléléssel jar. Primer tumor-agyi dttét adenocarcinoma
mintaparok elemzése alapjan elséként irtuk le, hogy a tumorsejtek PD-L1 expresszidjat
illet6en szoros korreldcio figyelheté meg a primer tiid6tumorok és agyi attéteik kozott,

amit érdemben nem befolyasol a kemo-, radio- és szteroid terapia. [18-20]

. Kemoterapia el6tti és utani szovetminta parok elemzésével igazoltuk, hogy nem-

kissejtes tlid6rakban a platinabazisu kemoterdpiat kovet6en csokken az ERCC1 protein
expresszio, és ez a csokkenés kifejezettebb laphamrakban. Emellett primer tiidérakban
els6ként irtuk le komplexen a PD-1 és PD-L1 expresszidt, kiegészitve a stromadlis
immunsejt denzitdssal, platinabdzisi kemoterdpia el6tt és utan, tovabba
megerd@sitettiik, hogy a kemoterapidat kovet6en a betegek nem elhanyagolhaté
aranyaban csokken a tumorsejtek PD-L1 expresszidja, aminek jelentls terdpias

konzekvencidja lehet. [21-23]
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt haldasan koszonom Mentoromnak, Prof. Schaff Zsuzsanna
akadémikus asszonynak a sok segitséget, és hogy palydm kezdete ota iranyitotta és

tdmogatta a kutatdmunkamat.

Koszonetet szeretnék mondani a SOTE lll. sz. Belgydgyaszati Klinika 1979-1981 koz6tt a
Szabadsaghegyen dolgozé Munkatarsainak, akikt6l a gydgyitasba vetett hitet kaptam, és a

betegekkel vald torédést tanultam, és akik dont6 hatassal voltak palyavalasztdasomra.

Koszonetemet szeretném kifejezni a Semmelweis Egyetem |. sz. Patoldgiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézet kordbbi vezetSinek, Lapis Karoly és Szende Béla professzor uraknak,
hogy elinditottak a patoldgusi és a kutatdéi palyan, és azért is, hogy végil megbocsajtottak,
hogy klinikus lettem. Koszonettel tartozom a jelenlegi vezet6nek, Matolcsy Andras
professzor Urnak azért, hogy az Intézettel folyamatos szakmai és barati kapcsolatban
maradhattam. A tlid6gydgydsz-onkoldgus palyan koszonom Strausz Janos, Magyar Pal és
Losonczy Gyorgy professzor uraknak a biztatast, és Kovacs Gabor f6igazgatd urnak a

bizalmat és a tdmogatast.

Koszéndm Christian Bréchot professzornak, hogy az 1991-1993 kozotti parizsi
kutatdmunkam soran megismerkedhettem — akkor még vildgviszonylatban is -
Ujdonsagnak szamité molekularis bioldgiai mddszerekkel. Készoném Nadine Martinet-nek
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11.5. Tudomdanymetriai adatok

Moldvay Judit tudomanyos és oktatasi kozleményeinek 6sszefoglaldasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2019.12.13)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok *
Osszesen Részletezve Fluggetlen Osszesen
I. Folyéiratcikk * 91
szakcikk, nemzetkozi folyoiratban, idegen nyelvi - 42 698 768
szakcikk, hazai idegen nyelv(i - 0 0 0
szakcikk, magyar nyelv(i - 35 14 22
szakcikk, sokszerz8s, érdemi szerzéként > - 2 2 3
osszefoglald kozlemény - 9 3
rovid kozlemény - 3 2 12
1l. Kényv 0 - - -
a) Szakkonyv, kézikényv, tankényv szerz6ként 0 - - --—-
idegen nyelvi -—- 0 0 0
magyar nyelvi -—- 0 0 0
aa) Fels6oktatdsi tankonyv - 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakotet, tankényv 0
szerkeszt6ként
idegen nyelvi -—- 0 -—- ---
magyar nyelvi -—- 0 -—- ---
bb) Fels6oktatasi tankonyv --- 0
11l. K6nyvrészlet 21 - - -
idegen nyelv( 0 0 0
magyar nyelvi - 17 0 0
cc) FelsGoktatasi tankonyvfejezet 4 0 0
IV. Konferenciakézlemény * 0 - 0 0
Oktatasi kozlemények 6sszesen (ll.aa,bb-Il.cc) 4 0 0
Tudomanyos kozlemények dsszesen (1.-1V) 108 719 808
Tudomanyos és oktatasi k6zlemények ésszesen (I-1V.) 112 - 719 808
V. Tovabbi tudomanyos miivek 10 --- --- ---
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu - 4 1 2
folydiratokban megjelent teljes folydiratcikkeket is
SzerkesztGségi levelezés, hozzaszolasok, véalaszok 4 2
Oltalmak (szabadalmak) 2 2 2
VI. Hivatkozott absztraktok ® 5 - 2 5
Osszes hivatkozas * - -—- 724 819
Hirsch index ° 14 --- --- ---
gindex ® 29 --- --- ---
Specialis tudomanymetriai adatok Szama .Osszes’
hivatkozas
Els§ szerz6s teljes folyoiratcikkek szama ° 37 425
Utolsé szerzés teljes folydiratcikkek szama > 19 40
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (1999) teljes
. P . 78 652
tudomanyos folydiratcikkek szama
Az utols6 10 év (2009 - 2019) tudomanyos, teljes, lektoralt
. o ., 57 209
tudomanyos folydiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kozlemény hivatkozasainak 141 17,22%
szama (az 6sszes hivatkozds szazalékaban)
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a . 207
WoS/Scopus rendszerben
Jelentés, guideline 1 3
Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboracids 0 0
kozrem(ikods
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