Viélasz dr. Méhes Gabor egyetemi tandr, az MTA doktora birdlatara

Nagyon kdszondm dr. Méhes Gabornak doktori értekezésem alapos és gondolatébresztd birdlatat. Készoném elismerd
véleményét az eredmények tudomdnyos és gyakorlati jelent8ségérél és az értekezés felépitésérdl, nyelvezetérdl.

A 8-11. tablazattal kapcsolatban a birdlé megjegyzi, hogy attekinthetSbb lett volna ugyanazt a tablazatrendszert
alkalmazni mindegyik sejttipus esetében (pl. a 11. tablazatét, ami a legrészletesebb). Az eltér6 formatum
alkalmazasanak oka az volt, hogy az egyes sejttipusok esetén mas-mas jellegzetességekre prébaltuk felhivni a figyelmet
a megfeleld cikkekben, igy az aktivalt T-sejtek és a dendritikus sejtek esetén az attétképz6 képességgel valod
osszefliggésre, utobbiakndl emellett a tumorvastagsdggal vald osszefiiggésre is; valdban lehetett volna az
értekezésben egységesen bemutatni az egyéb klinikopatoldgiai paraméterekkel valé kapcsolatot is (illetve ennek
hidnyat). A biralé tovébbi észrevétele, hogy az intra- vs. peritumoralis el6fordulasra vonatkozé informécié nem minden
esetben deriil ki az abrak (ill. tablazatok) feliratdbdl. Bar az abrafeliratok tobbsége tartalmazta ezt az informdciot,
valéban eléfordult egy-két esetben (pl. a 15. tablazatndl), hogy csak a fejezet szovege utalt a peritumoralis
elhelyezkedésre; sajndlom, ha ez nehézséget okozott az eredmények értelmezésében.

A bemutatott tudomdnyos eredményekkel kapcsolatos kérdésekre és megjegyzésekre a vdlaszaim az alabbiak.

1. Arészletes vizsgalatok a daganat kozvetlen kornyezetének immuneltéréseire, azok esetleges prognosztikai/prediktiv
jellegére irdnyult. Mennyiben lehet az itt kimutatott lokdlis immun moduldcié/aktivdcioé hatdssal a periférids vérben
keringd lymphocytadk ésszetételére? Ismert-e olyan adat, ami a vérben kimutathaté immunsejtek alapjan a tumor
immunitds mértékére enged kévetkeztetni?

Vilasz: A daganatos betegek immunstdtuszat elemz6 tanulmdanyok nagy tobbsége vagy csak a lokalis, vagy csak a
periférids vérben mérhet6 paraméterekre fokuszal; viszonylag kevés vizsgalatban elemzik parhuzamosan mindkettét,
és azokban is tobbnyire kiilon-kilon értékelik a progndzissal vald dsszefliggést, vagy valtozast pl. kiilonboz6 terapidk
hatdsara, és nem értékelik ezek egymassal mutatott korrelaciéit. Néhany cikket azért talaltam, ami erre irdnyult;
példaul melandmas és tlid6rakos betegek periférids vérében mind a CD4*, mind a CD8"* T-sejtek kozétt a centralis
memoria és az effektor T-sejtek ardanya (CM/Eff) korrelalt a tumorban mérhetd immungén-expresszido mértékével
(Manjarrez-Orduno N et al, Front Immunol 9:1613, 2018). A jelenlegi konszenzus szerint pl. az immunterapiakra
mutatott vélasz szempontjabdl hasznosabb a tumor teriiletén detektalhaté immunparamétereket vizsgalni, mert a
szisztémads immunitds valtozasai kevéssé reprezentéljdk a daganatokban lokdlisan fennallé immunstatuszt (Schnell A
et al, Biomedicines 6:25, 2018; Tjin EPM et al, Clin Cancer Res 17:5736-47, 2011). Ugyanakkor nyilvanvalé elényei is
vannak a szisztémas tényezbk (pl. periférids vér sejtjei, szérumfaktorok) vizsgalatanak, mivel ezek kénnyen elérhetéek,
és a betegség progresszidja, illetve a kezelés sordn vald kovetés, az ismételt tesztelés is egyszerlibben megvaldsithato.
Ezért nem annyira arra irdnyulnak a vizsgédlatok, hogy ezekb&l mennyire lehet kovetkeztetni a tumor elleni
immunitdsra, hanem leginkdbb a szisztémas paramétereknek a kdzvetlen prognosztikai vagy prediktiv értékére, azaz
a klinikai hasznositas lehet8ségeire. Példaul az immunellenérzépont-gatldkra mutatott valasz szamos vizsgalatban
pozitiv dsszefliggést mutatott a keringé limfocitdk szamaval, mig negativ asszocidciét a neutrofilek szdmaval és a
neutrofil/limfocita arannyal (NLR) (Buder-Bakhaya K, Hassel JC, Front Immunol 9:1474, 2018). Ezek egyébként
prognosztikus tényezdk is tébb daganattipusban (Ménétrier-Caux et al, J Immunother Cancer 7:85, 2019). A legtébb
adat az NLR-re, mint gyulladdsos/immunolégiai markerre vonatkozdan van; a magas NLR gyakorlatilag az dsszes szolid
tumor esetén negativ prognosztikus faktornak bizonyult (Templeton AJ et al, JNCI 106:dju124, 2014), azonban kevés
az informacié az ennek hatterében allé mechanizmusokrdl és az 6sszefiiggésrdél a lokdlis immunparaméterekkel.

2. A kdvetkez6kben hasonld immun- és klinikopatoldgiai elemzés torténik kezeletlen &rszem nyirokcsomokban, mely
jol tukrozi a sentinel nyirokcsomak specidlis funkcionalis jellegzetességeit, bar ez csak részben fiiggétt a tumoros
érintettségtdl (az OX40+ T-sejtek esetében). Az immun infiltratum mértékét a nyirokszéveti dllomény 5 teriiletében
szamolassal hataroztak meg, ami feltételezhetSen reprodukélhaté adatot eredményezett. A metasztatikus
nyirokcsomok melanomds érintettsége viszont erésen vdltozé volt. Mutathat-e a nyirokcsoméban taldlhaté
tumoros sejttémeg mértéke ésszefiiggést az immunsejtek elosztdsdval és gyakorisdgdval? Volt-e lehetdség a
metasztazison beliili intratumor infiltratum értékelésére? Kiilsnbézik-e ez a primer melanomdtél?

Valasz: A kérdés(ek) els6 felére vdlaszolva, az eredeti vizsgalat idején nem elemeztiik, hogy mutat-e 6sszefiiggést az
6rszemnyirokcsomo-attétek mérete az egyes immunsejt-tipusok megjelenési gyakoriséagaval. Utélag 6sszehasonlitva
az immunsejtdenzitasokat az attét mérete szerint szétvélasztott csoportokban (<0,1 mm, 0,1-1,0 mm, ill. >1,0 mm)
nem lathat6 jelentds kiilonbség. A szakirodalomban mindéssze két tanulmanyt taldltam, amelyben ez a kérdés
felmertilt, mindkett6 emlérédkos betegek 6rszemnyirokcsoméiban vizsgalta a FOXP3* limfocitakat, s egyikben sem
taldltak dsszefliggést az SLN-attétek méretével (Gupta R et al, Cancer Invest 29:419-25, 2011; Gékmen-Polar Y et al,
Cell Oncol 36:405-9, 2013). A kérdés masodik részére reagalva, az 8rszemnyirokcsomékon végzett vizsgélatunkban



csak az értekezésben is szerepld 4 immunsejtmarker (FOXP3, 0X40, DC-LAMP, CD123) szerepelt, s az ezeket hordoz6
sejtek a metasztazisokon beliil ritkén és kis szamban voltak csak megfigyelhetdek, ezért ezt nem tudtuk kvantitativan
értékelni. Az irodalmi keresés két tanulmanyt eredményezett, amelyben vizsgaltdk 6rszemnyirokcsomoé-attétekben
intratumordlis immunsejtek megjelenését. Az egyikben a primer tumor immuninfiltrdtumaval nem vontak
parhuzamot, csak a tdléléssel (Kakavand H et al, Mod Pathol 28:1535-44, 2015); a masik vizsgalatban csak két beteg
esetén hasonlitottak dssze a primer tumort és az SLN-attétet, ami statisztikailag nem értékelhet6 (Beasley GM et al,
Cancer Immunol Immunother 70:475-83, 2021).

3. Bér kicsi az esetszam, fontos adatnak ténik, hogy a melanoma é&ltal érintett nyirokszévetben a megemelkedett
FOXP3+ T-sejtszam kifejezetten ront a betegség kimenetelén. Reprodukdlhaté-e, mérheté-e ez az észlelés egyéb
médszerrel (pl. nyirokcsomobdl izoldlt sejtszuszpenzioban dramldscitometridval).

Valasz: Az eredeti terveinkben szerepelt a miitét utdn az 6rszemnyirokcsomokbdl frissen nyert sejtszuszpenzidkban
egyes immunsejttipusok, illetve ezek markereinek dramlasi citometriaval térténd kimutatasa. E célbol megkiséreltiik
— egy korabbi kézlemény (Vuylsteke RJ et al, Am J Pathol 161:19-26, 2002) technikajanak médositdsaval — a
nyirokcsomokbdl valé sejtkinyerést optimalizélni gy, hogy az a diagnosztikai céli feldolgozast ne veszélyeztesse. A
sejtszuszpenzidkban dramldsi citometria segitségével kettGs jeloléssel meghatéroztuk az aktivacios és regulator T-sejt-
markereket hordozé T-limfocita-altipusok, illetve kostimulator molekulakat kifejez6 dendritikus sejtek mennyiségét. A
kinyert sejtszam sajnos nem bizonyult elégségesnek a tervezett vizsgélatok elvégzéséhez és megbizhaté értékeléséhez.
A kisérletre felhaszndlhaté sejtek mennyiségét korlatozta, hogy a mintavételben részt vevs patolégusok -
természetesen — csak addig folytattdk a sejtkinyerési eljarast, amig biztosak voltak benne, hogy azzal nem korlatozzak
a biztonsagos diagndzis lehet8ségét, mely gyakorlatilag a teljes nyirokcsomé sorozatmetszéssel torténd feldolgozdsat
igényelte. Emiatt felhagytunk ezekkel a vizsgdlatokkal, és az azokba bevont esetek alacsony szama miatt ezek
statisztikai értékelése nem volt lehetséges. A szakirodalomban sem taldltam olyan publikdciét, amely vélaszt adna erre
a kérdésre.

4. A CTLA-4 gatld kezelés hatasdnak megjosolasahoz mar elGkezelt metasztatikus tumorszoveteket vizsgaltak és
jelent6s kiilénbségeket talaltak a terapias vélasz fuggvényében, tobbnyire kifejezett szérassal. Felmeriil a lehetéség,
hogy a kordbbi szisztémds kezelés hatdsdra bizonyos melanomdkban jelentésebb immunaktivdlé folyamatok
indukadlédtak (pl. neoepitépok), mig mdsokban a terdpia inkdbb az immun checkpoint aktivdcio iranydban
szelektdlt. Hogyan lehetne ezeket a folyamatokat egzakt médon tanulmdnyozni?

Viélasz: Ez egy nehéz kérdés, mert ha az el6z6 kezelések szerinti alcsoportokba soroljuk be a betegeket, valdszinlileg
tul kicsi lesz a csoportokon beliili esetszam a korrekt statisztikai elemzéshez. Ha a betegekben lejatsz6dd immunoldgiai
folyamatok megértése a kérdés, és rendelkezésre dllnak a kiilonb6z6 kezelések elStti és utani tumormintak, akkor ezek
kévetéses vizsgalata adhat valaszt, illetve a legjobb megoldas lehet ilyen vizsgdlatok prospektiv tervezése. Ha azonban
prediktiv markerek azonositasa a cél (ami a f6 szempont volt a mi kutatdasunkban), akkor a kezelések szerinti
stratifikdcionak nincs I1ényeges szerepe (az ilyen vizsgalatok nem is alkalmazzak).

5. Az ipilimumab kezelést megel6z6en eltavolitott metasztatikus tumorokban a szerz6k jelentds kiilénbségeket
tapasztaltak majd minden immunsejt szempontjabdl, miszerint a jobb klinikai valasszal magasabb immunsejt aranyok
jartak és forditva, a magas értékek kedvezébb hosszu tava tuléléssel jartak. Mindez a cutan/subcutan attétek esetében
csak a CD68+, ill. CD16+ sejtekre volt igaz, viszont erre a jelenségre a megbeszélés soran sem sziiletett magyarazat.
Lehetséges-e, hogy itt egyszerlien a széveti kiilénb6z6ségrél lehet sz6, azaz az immunsejtek a bérben eleve sokkal
alacsonyabb ardnyban vannak jelen, mint a nyirokszévetben és a lymphocyta homing minéségileg is kiilonbézik. Mi
lehet a szerepe a terdpia sordn a bérben fiziolégidsan rezidens CD68+/CD16+ monocyta/macrophag vonalnak?

Valasz: Valoszin(leg legaldbb részben az a magyarazata az egyes immunsejttipusok eltérd prediktiv jelentdségének,
amit a biralo is emlit, azaz hogy (feltételezhetéen a szbveti kornyezet kiilonbozGsége kovetkeztében) a
nyirokcsoméattétekben a legtobb immunsejttipus jelentdsebb nagyobb szamban van jelen, mint a bér-, ill. szubkutan
attétekben. Erdekes médon kivételt képeztek a CD68* makrofagok, melyek egyforman nagy mennyiségben voltak
megtaldlhatok mindkét attéttipusban, és a CD16" sejteknél sem volt annyira jelentds a kiilénbség, mint a legtdbb egyéb
sejttipus esetén, a CD68* makrofagok utan ezek denzitasa volt a legnagyobb a b&r/sc. attétekben. Hogy mi lehet a
szerepe ezeknek a sejteknek az ipilimumabkezelés soran, arra egy lehetséges valaszt adhat az anti-CTLA-4 antitest-
terapia egyik feltételezett (részben bizonyitott) hatdsmechanizmusa, a CTLA-4-et konstitutivan kifejezd regulator T-
sejtek ADCC-kozvetitett elpusztitdsa Fcy-receptort expresszald monocitak/makrofagok altal (Bulliard Y et al, J Exp Med
210:1685-93, 2013; Simpson TR et al, J Exp Med 210:1695-710, 2013). Ezzel 6sszhangban, ipilimumabterapiaban
részesiil6 melanomas betegek kezelés el6tt operalt attéteiben a CD16*CD68"* sejtek denzitdsa magasabb volt a
terapiara reagaldk, mint a nem reagalok esetén (Romano E et al, PNAS 112:6140-5, 2015); a CD16 az ADCC-ben részt
vevl Fc-receptor (FcyRIll), mig a CD68* makrofagok az ADCC egyik f6 effektor sejttipusa. Eredményeink részben
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megfelelnek a fentieknek, bér a CD16* és CD68* sejtek mennyiségének szignifikans dsszefliggését a klinikai valasszal
csak a bér/sc. metasztazisok tanulmanyozasakor figyeltik meg, mig nyirokcsomééttéteknél inkabb a tuléléssel
mutatkozott korrelacio.

6. Az oralis laphamrakok vizsgélata sordn hasonl6 érdekes megfigyelésekre jutottak immunmodulaciés kezeléseket
kovetSen, az itt ismertetett két tanulmanyban neoadjuvéns leukocyta-interleukin (LI) terdpia, ill. kemoterapia +
cetuximab kezelés hatésait vizsgaltak.

Az Ll kezelés hatasat szdvettani szinten meglehetdsen bonyolult megkozelitéssel elemezték, azzal a szandékkal hogy a
tumorszévet ham- és stromalis eredet( régidi is figyelmet kaphassanak. Meghatarozasra keriiltek daganatos zonak,
benne ismételten felemlegetve a tumor-stroma dtmenetet. Az alkalmazott bontas még tapasztaltabb szovettanasz
szamara is nehezen érthetd, ezért szerencsés lett volna a szévettani/mikroszképos kiértékelés ezen médjat a jobb
megérthetdség érdekében, esetleg sémdsan szemléltetni ... Kérem a jeléltet a kiértékelés elmagyardzdsdra!

Valasz: Az emlitett értékelési séma valdban kissé bonyolult; azért alkalmaztuk, mert a CEL-SCI Corporation dltal
szponzoralt klinikai vizsgalat protokollja ezt irta eld, de igazabdl csak a CDla* dendritikus sejtek értékelése
szempontjabol volt jelentsége, melyek az Li-kezelt esetekben dtcsoportosuldst mutattak a tumor-stroma hatar
irdnyaba. A harom régié gyakorlatilag az egész (makroszképos) tumortomeg kiildnbdz8 régioit jelentette
(mikroszképosan értékelve), a (kiils8) felszini teriiletet, a tumor kdzponti részét, illetve a tumor-stroma hatart, mely a
mai (az ImmunoScore elterjedése 6ta kdzismertebb) terminolégidval megfelel az invaziv szegélynek.

7. Hasonléan a melanomakhoz, érdekes lenne a szajiiregi rakok esetében is latni, tudni a sajat, kezeletlen primer
biopszidk immun infiltratumanak az 6sszetételét, mivel ez az individuélis valtoz6 jelent8sen arnyalhatja a kezelés
hatasat. Van-e ilyen adat, ha nincs, mire szdmitana a szerzo?

Valasz: Az Li-kezelés két klinikai vizsgalataban szémos hazai résztvevs centrum, kérhaz szerepelt, és a protokoll szerint
ezek csak a kezelés utdn, mtétileg eltavolitott tumorok szévettani blokkjait kiildték a kozponti patoldgiai feldolgozast
végz6 centrumba. Felmeriilt ugyan, hogy bekérhetnénk a kezelés el6tti biopszidkat annak tesztelésére, hogy a kezelés
hatéséara valtozott-e az immunsejt-infiltracié vagy esetleg az eleve meglevé immunsejtarany befolyasolja a kezelés
eredményét, de végil ezt elvetettiik, részben a logisztikai nehézségek, de féként amiatt, mert a legtobb
immunsejttipus esetén tapasztalhaté nagyfoku eloszlasbeli heterogenitds kovetkeztében nem lett volna garantalhatd,
hogy megbizhatd eredményt kapunk az (esetenként igen kisméret(i) biopszidk értékelésekor, illetve ezeknek a teljes
m(itéti anyag reprezentativ metszeteivel val6 6sszehasonlitdsakor. Az a meglévé eredményekbdl is lathato, hogy az LI-
kezelés hatasara véltozik az immunsejtek dsszetétele, de feltételezhets, hogy a kezelés hatasat befolydsolja a fennallé
lokdlis immunstétusz. Kevés szakirodalmi adat taldlhaté erre nézve; a Multikine-t (LI), illetve ahhoz hasonlé
készitményt (IRX-2) fej-nyaki daganatokon alkalmazé tanulmédnyok nagy része, amennyiben vizsgéltak a kezelés el6tti
biopszidkat is, csak a kezelés hatdsdra bekovetkezd véltozasokat elemzik, az immunparaméterek osszefliggését a
terépias hatassal azonban nem (pl. Feinmesser M et al, Eur Arch Otorhynolaryngol 261:359-68, 2004; Berinstein NL et
al, Oncoimmunology 7:e1423173, 2018; Wolf GT et al, Oral Oncol 111:104928, 2020). Egy erre vonatkoz6 vizsgalatot
talaltam (Berinstein NL et al, Cancer Immunol Immunother 61:771-82, 2012); eszerint az IRX-2 készitmény hatasara
erésségével, a kezelés el6tti biopszidk hasonld paramétereivel azonban nem (tovabba a szerzék megjegyzik, hogy tébb
immunparamétert nem tudtak értékelni a kezelés el6tti biopszidkban azok korlatozott mérete miatt).

8. Erdekes és értékes vizsgalat a kombinalt, EGFR-gétlason alapul6 terdpia hatasanak elemzése laphamrakban, ahol a
LAMP+-DC és PD-1+ lymphocytak szdma magasabbnak bizonyult a kezelésre jol reagaldk csoportjaban. Irodalmi adatok
arra utalnak, hogy EGFR aktivalé mutécid kiilénb6z6 formai esetén a daganat immunstatusza és immunterapiara adott
valasza kilonbozik (elsGsorban tiidérakban). Tudunk-e valamit, lehet-e jelentésége az EGFR-utvonal aktivdciéjanak
és az ezzel kapcsolatos immunmoduldciénak fej-nyak rak daganatokban?

Vélasz: Az elérhetd szakirodalmi adatok arra utalnak, hogy az EGFR expresszidja, amplifikacidja, ill. foszforilacidja az
alacsony immunaktivitasi szintet mutaté fej-nyaki daganatokban magasabb (Keck MK et al, Clin Cancer Res 21:870-81,
2014; Saloura V et al, Oral Oncol 96:77-88, 2019; Feng B et al, Clin Cancer Res 26:3616-28, 2020); az Gsszefliggés
hatterében allé6 mechanizmus(ok) még tisztazatlan(ok). Tovdbba, hasonldéan az NSCLC-nél megfigyeltekhez, HNSCC-
ben is azt tapasztaltak, hogy az EGFR-mutacidok jelenléte PD-1-gédtlokkal kezelt betegekben kisebb terapias hatassal és
rovidebb PFS-sel jart (ellentétben az EGFR-amplifikacid jelenlétével, melynek nem volt szignifikdns hatdsa) (Dou S et
al, Front Immunol 13:813732, 2022).

Budapest, 2022. mdjus 31.
dr. Ladanyi Andrea
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