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A daganatellenes immunvalaszra utald jeleket a patoldgia
régota regisztralja, azonban csak kevés daganatféleség ese-
tében valt a lelet részévé ennek jelentése. Azimmunterapiak
megjelenése azonban kikényszeriti, hogy meghatarozasra
keriljenek azok a prognosztikus és prediktiv faktorok, ame-
lyek segithetnek a hatékonyabb betegszelekcioban. A szamba
vehet6 prognosztikus és prediktiv markerek koziil az Im-
munoscore (a daganatot infiltralé egyes T-sejt-populaciok
denzitdsa) és a PD-L1 fehérje expresszidja a daganat- vagy
infiltralo immunsejteken az a két marker, amely jelenleg
a legkidolgozottabb, ezek alkalmazasa azonban csak egy-egy
daganatféleségben valt a napi rutin részévé. A PD-L1-meg-
hatarozas emellett technolégiai problémakat is felvetett,
mivel szinte minden egyes immunterapias gyégyszerhez
mas-mas in vitro diagnosztikai eszkdzt fejlesztettek. Ilyen
korilmények kozott csak a torzskdnyvi leiratokban szerepld
markerek és technoldgidk hasznalata ajanlhaté a napi rutin
diagnosztikaban. Magy Onkol 61:158-166, 2017
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Pathologists have detected signs of antitumor immune
reactions for a long time but only in case of a few cancer
types became this part of the report. The advent of immu-
notherapy of cancers, however, radically alters this routine
and promotes the development of clinically valid prognostic
and predictive immunological makers. The most advanced
immunological markers are the Immunoscore [(density of
T-cell subpopulations], and PD-L1 protein expression on tu-
mor or immune cells. PD-LT testing of cancers raises new
issues since almost all novel therapies developed its own in
vitro diagnostics. Due to the incompatibility of these assays
it Is suggested to use the companion diagnostic of the given
immunotherapeutic drug defined in its label.

Timar J, Ladanyi A. Predictive markers of immunotherapy
of cancer, practical issues of PD-L1 testing. Magy Onkol
61:158-166, 2017
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A daganatok kezelésének Uj modalitdsa az immunterapia,
mely az elmult években fejlédott csak ki, és ez alatt az id6
alatt mar sok kérdés merilt fel az ilyen szerek alkalma-
zasaval kapcsolatban, illetve a megfelel6 betegszelekcio-
ra vonatkozdan. Sok kérdés a megfeleld torzskdnyvezési
vizsgalatok megtervezésekor még azért nem merdlt fel,
mert az erre vonatkozo tudomanyos eredmények még nem
voltak ismeretesek. Sok probléma arra vezethetd vissza,
hogy a daganatimmunolégia tapasztalatait, eredményeit
nem vették figyelembe a klinikai vizsgalatok tervezésekor,
vagy azok eredményeinek értékelésekor. Ennek alapjan
az allithatd, hogy az immunonkoldgiai szerek klinikai al-
kalmazasanak mai gyakorlata csak egy fejlédési folyamat
els6, kezdeti lépéseit jelenti, és minden bizonnyal valtozni
fog a nem is olyan tavoli jovében, féleg azért, mert a ret-
rospektiv elemzések a felmerildé kérdések legalabb egy
részére valaszt fognak adni. Masrészt az Ujabb gyogyszerek
klinikai vizsgalatainak tervezéséhez mar fel lehet hasznalni
a korabbi tapasztalatokat.

Az immunellendrzépont-gatlé kezelések az onkoldgia
Uj és sikeres modalitdsanak igéretét hordozzak. Ennek
legfébb oka az, hogy olyan daganatféleségekben is haté-
konynak bizonyulnak, amelyek esetében a terapias arzenal
igen sz(kds és igen kevéssé hatékony; erre legjobb példa
a tud6 laphamrakja vagy a hugyhdlyagrak. Ugyanakkor
a fejlédés igen gyors, a torzskdnyvezési folyamat is az,
aminek a kdvetkezmeénye az, hogy sok tudomanyos kérdés
nem keriil megvalaszolasra, de ami még fontosabb, hogy
szamos gyakorlati jelentéségl kérdés is nyitva marad. Ezen
Ujimmunterapids eszkozok alkalmazasanak feltétele alta-
laban biomarker-meghatarozas: a tumorsejtek és/vagy az
immunsejtek PD-L1-fehérjeexpressziéja. Szemben azonban
a legtdbb szolid daganattal, tidérakok esetében legtobbszor
nem all rendelkezésre a mitéttel eltavolitott daganatszovet,
hanem csak kis biopszia vagy citoldgiai kenet, ami nemcsak
a pontos differencialdiagnosztikat, hanem a molekularis és
immundiagnosztikat is jelentésen megneheziti. Ujabban
felmerilt probléma az, hogy az Un. kiséré diagnosztika két
formajaval szembesiiliink: a kiegészitd formaval, amely
hasznalata nem kotelezd, és a tarsitott formaval, amely
alkalmazasa feltétele a gyégyszer alkalmazasanak. Uj
jelenség az is, hogy egy biomarker-meghatarozas (PD-L1
fehérje expresszidja) négyféle in vitro diagnosztikumként
(IVD) érhetd el, amelyek egyméssal nem felcserélhetdk,
és csak egy-egy gydgyszer alkalmazasahoz hasznalhatok.
Legalabb ilyen zavaré az is, hogy a PD-L1-meghataro-
zas kiértékelése az adott gydgyszerre és diagnosztikumra
specifikus. Ebben a helyzetben értékelendd ezen Uj tera-
pidk koltséghatékonysaga és kdzgazdasagi vonatkozésa:
a biztositok befogadasi és finanszirozasi stratégiaja. Az
alabbiakban kisérletet teszlink a fenti problémak kibonta-
sara és arendelkezésre alld evidencidk alapjan a kérdések
megvalaszolasara.
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Az adaptiv vagy szerzett daganatellenes immunvalasznak
két kara van, az antitest-kozvetitett (humoralis) és a sejtkdz-
vetitett (cellularis) immunvalasz. A cellularis immunvalasz
esetében az antigént MHC-kotott formaban kell bemutatni az
antigénprezentalé sejteknek (pl. dendritikus sejt, makrofag)
a T-sejtek szamara, amelyek igy aktivalddnak. A daganatelle-
nes humordalis immunvalasz esetében az antigénfelismerési
folyamat B-sejt-aktivalodashoz vezet, aminek kovetkezmé-
nye tumorantigén-specifikus antitestek termelédése. Mig
a T-sejt-medialt daganatellenes immunvalaszrél alkotott
képiink egyre pontosabb, a B-sejtes valasz bioldgiai jelen-
t6sége nem tisztazott.

Az immunrendszer a daganatsejtekkel a primer tumor,
vagyis a malignusan transzformalt sejtpopuldcid keletkezési
helyén talalkozhat el6szor. Az antigénprezentalo sejtek feldol-
gozzak a tumorsejtekbdl kijuto fehérjéket, majd a daganat-
ban keletkez6, vagy a peritumoralis nyirokutakon keresztiil
elvandorolnak a regionalis nyirokcsomdkba, ahol e fehérjék
egyes peptidfragmentumait MHC-molekulaikhoz kétve bemu-
tatjak a T-sejtek szdmara. A megfelel6 antigéneket felismerd
T-sejtek ennek kovetkeztében aktivalédnak és klonalisan
felszaporodnak. Ezt kovet6en a regionalis nyirokcsomadkbol
a nyirokutakon at a primer tumorba visszajuthatnak, illetve
a vérkeringésbe kerlilve akar a primer tumorba, akar az
esetleges attétekbe is eljuthatnak, ahol szerencsés esetben
pusztithatjak a daganatsejteket, amennyiben az aktivacios
mechanizmusok tulstlyban vannak a gatlé mechanizmu-
sokkal szemben. Sajnos ez az idillikusan felvazolt folyamat
gyakran nem mikodik vagy nem hatékony, aminek szamos,
az alabbiakban részletezett oka lehet (1, 2).

Tumorantigének

A daganatokban egyes normalis fehérjék mennyisége je-
lentésen megné6het, igy immunvalaszt provokalhat. Ilyen
a melanémakban a tirozindz, a melanin bioszintézisében
érintett kulcsenzim, amely csak a normalis melanocitak-
ban és a melandmakban talalhaté. Az immunvalaszt kivaltd
fehérjék masik csoportjat .cancer-testis/cancer-germline”
(rdk-here/rak-csiravonal] antigéneknek nevezik, amelyek
a herén kivil a legtobb feln6ttszovetben nem aktivak. Ezek
a fehérjék - bar jelen vannak a hereszovetben - nem jelennek
meg a sejtfelszinen, mint antigének, mert a spermiumok
nem expresszaljak az MHC | molekuldkat. Emiatt gyakor-
latilag ezek az antigének tumorspecifikusak, prototipusuk
a MAGE géncsalad. Tovabba specifikus tumorantigénként
szerepelhet tobb mucinféleség, mint a CA-125 és CA-19-9,
amelyek elsésorban a petefészekrakokban termelddnek,
vagy a MUC1, amely emlérakban.

A daganatok novekedéséért felelés mutans szabalyzok
eltérnek normalis megfeleldiktl, ezért elméletileg antigén-
ként szerepelhetnének (pl. RAS, p53, WT1 stb.), azonban
az elleniik kialakulé immunvalasz igen erétlen. Ugyanak-
kor Ujabb adatok azt mutatjak, hogy azon daganatokban
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van jobb esélye az immunterapianak, amelyekben nagyobb
a mutacids rata, mint amilyenek a dohanyzas vagy UV altal
indukalt daganatok (tidérak, melanéma, higyhdlyagrak,
fej-nyaki laphadmrak). Ebbdl a szempontbdl fontos, hogy
a magas mutacioés ratdju daganatokban a DNS-hibajavitd
rendszer vagy rendszerek karosodasa meghatarozé. llyenek
a mismatch repair (MMR) rendszerek, melyek hibaja ugyan
a vastagbélrakokban a leggyakoribb (~20%), de mas szolid
daganatban is el6fordul 5-10%-o0s gyakorisaggal, mint pl. az
endometrium-, gyomor-, ill. petefészekrakok (3). Ezenkiviil
vagy emellett kdrosodott lehet a nukleotidexcizids repair rend-
szeris, aminek jellegzetes példaja a szerzett vagy drokletes
BRCA-génhibaval rendelkez6 daganatok. Végiil a homoldg
repair rendszerek is gyakran karosodhatnak daganatokban,
igy a magas mutacios ratanak szamos, gyakran egyiitt jelent-
kez6 genetikai oka van. Azonban a nagyobb mutaciés rata
kovetkeztében keletkezé megvaltozott fehérjék nem valnak
automatikusan neoantigénné: egyrészt rendelkezniiik kell
antigén-sajatossagokkal, masrészt egyes fragmenseiknek
MHC-koté képességgel. Ennek az az eredménye, hogy a da-
ganatokban a mutacidk révén megvaltozd fehérjéknek csak
egy igen kis része szolgal valédi neoantigénként. A tumoran-
tigén-prezentacid gyakori problémaja az is, hogy a daganat-
sejteken genetikai vagy epigenetikai okokbol lecsokken az
MHC |, illetve az antigénfeldolgozasban szereplé molekulak
(APM - antigen processing machinery) expressziéja (4), ami
amugy alkalmas neoantigén esetében is megakadalyozza
a sejtes immunvalasz kialakulasat.
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A daganatellenes immunvalasz elégtelenségének okai
Amennyiben a daganatsejtek olyan citokineket termelnek,
amelyek azimmunvalasz sejtjeit, elsésorban az effektor vagy
az antigénprezentald sejteket gatoljak, akkor hatékony tumor-
ellenesimmunvalasz nem alakul ki. A daganatsejtek, illetve
a kdrnyez6 gazdaszervezeti sejtek altal termelt novekedési
faktorok, citokinek egy része a csontveldi sejtpopulaciokat
is képes mozgésitani, melyek kozott az in. mieloid eredet
szuppresszor sejteknek nagy a jelentésége. Ezek felszapo-
rodasat a VEGF-A-, IL-6-, SCF-, TGF-béta-termelés segitheti
eld. Tovabbi lehetséges ok az immunvalaszt fékezd/leallito
regulator T-sejtek felszaporodasa. A daganatos hipoxia kétféle
madon is gatolja a T-sejtek mikodését: a VEGF-A termeld-
dése kedvezétlen a T-sejt-funkcidok szamara, de hipoxiaban
adenozin is termelédik a daganatsejtekben, amely specifikus
sejtméreg a T-limfocitdk szamara.

A tumorsejtek nemcsak gatolhatjak a kialakulé immun-
valaszt, hanem rezisztensek is lehetnek az immuneffektorok
citotoxikus hatasaival szemben. Ennek oka az, hogy nem
érzékenyek olyan proteadzok irant, amelyeket ezek a sejtek
a sejtpusztitads soran hasznalnak (1).

Az immunellendrzo pontok szabalyozasi problémai
daganatokban

A cellulédris immunvalasz alapja a T-sejtek aktivalodasa. A fo-
lyamat kulcslépése a TCR (T-sejt-receptor)-CD3 komplex
aktivacidja, ami az antigénprezentalé sejt MHC molekulai-
hoz kapcsolt antigénpeptid TCR altali megkdotésével indul.



Amennyiben a folyamat nem lenne szigortan szabalyozva, az
maradandé T-sejt-aktivalddast és szovetpusztulast eredmé-
nyezne, ahogy bizonyos autoimmun betegségekben lathat-
juk. A TCR-CD3 receptort negativan szabalyozzak a szintén
MHC-fliggé T-sejt-receptorok, a LAG3 és a KIR. Emellett
azonban az antigénprezentald sejtek felszinén nagyszamu
ligandum talalhatd, amelyek a T-sejtes valasz pozitiv vagy
negativ befolydsolasara képesek. Ezek koziil a legismertebb
a B7-csalad két tagja, a B7-1/CD80 és B7-2/CD86, melyeknek
a T-sejt-felszini aktivalo receptora a CD28, mig gatlé receptora
a CTLA-4 (1. dbra). A gatlasi folyamat jelentéségét mutatja,
hogy mennyire redundéns a gatlé ligandumok kére: a B7-csalad
tovabbi tagjai kozil pl. a B7-H1 (PD-L1/CD274) és B7-DC (PD-
L2/CD273), melyek receptora a PD-1/CD279, valamint a HVEM
(receptora a BTLA), a GALY (receptora a TIM3), ill. az adenozin
(receptora az A2aR). Ugyanakkor a kostimulalé rendszerek is
erések, mintamilyen a CD137L (receptora a CD137), az OX40L/
CD252 (receptora az 0X40/CD134), a CD70 (receptora a CD27),
valamint a T-sejteken kifejez6dé CD40L (CD154), melynek
receptora a CD40 a dendritikus sejteken. Bar ez a szabalyozé
rendszer igen sokarcu, de egyes elemei mégis kitlintetetten
fontosak a daganat elleni immunvalaszban, mint a CTLA-4,
amely a f6 T-sejt-kostimulatorok gatloja, vagy a PD-1, amelynek
liganduma, a PD-L1 a daganatsejteken gyakran kifejezédik (5).

A daganatimmunoldgia és a patoldgia évtizedek ota észleli
és dokumentalja a daganatokat kisérd, azokat infiltralé gaz-
daszervezeti sejteket, amelyeket sokaig egyszerien limfoid,
leginkabb T-sejteknek gondolt. A specifikus markerek alkal-
mazasa és ezek révén a daganatokat infiltralé sejtek pontos
feltérképezése mara a legtobb szolid daganat esetében meg-
tortént, és kiderdlt, hogy ezek kozott T- és B-limfocitak (azok
alpopulécioi), kiilonféle makrofagok, mas antigénprezentald
sejtek is vannak. E sejtek jelenlétének, illetve denzitdsanak
gyakran van prognosztikus jelent6sége, mivel ennek révén
megjdsolhaté a betegség késdbbi kimenetele. Tébb daganat
esetében pusztan a limfoid infiltracié mértéke is prognosz-
tikus értékd informacidé (melanéma vagy emlérak]. A szolid
daganatok TIS-denzitdsa igen széles spektrumot mutat a gaz-
dag (gyulladdsos) mikrokdrnyezettéla ,.hideg”, TIS-t alig vagy
egyaltaldn nem tartalmazoé mikrokdrnyezetig. Az Gjgeneraciés
szekvenalas felhasznalasaval pontos mutacioés frekvenciaval
jellemzett daganatok mikrokdrnyezetének elemzése kimu-
tatta, hogy a magas mutacids gyakorisagu daganatokban
altalaban erésebb a TIS-denzitas és a gyulladasos mikro-
kornyezet. Ugyanakkor szoros korrelacio nem mutathato ki,
az egyes betegek konkrét daganataiban a fenti alapszabaly
gyakran nem érvényesiil, aminek szamos oka lehet.

ATIS egyes daganatokban torténd pontos jellemzése és
klinikai jelent6ségének elemzése alapjan prognosztikus,
ill. prediktiv ereji markerek alakithatok ki. Egy nagy, sok
tumorféleségre kiterjedé osszefoglald tanulmany szerint
a citotoxikus és Th1 T-limfocitak, a B-sejtek és a dendritikus
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sejtek denzitdsanak a legtobb tumortipus esetén pozitiv prog-
nosztikus értéke van, mig a regulator T-sejtek, makrofagok
és NK-sejtek jelentésége daganattipusonként ergsen valtozd
(6). A TIS vizsgalata tobbéves nemzetkozi egyuttm(ikodé-
si program keretében zajlik, és egyes daganatokban mar
a gyakorlatban is hasznosithatd eredményekhez vezetett,
elsdsorban az els6ként vizsgalt vastaghbélrakok esetében. Az
igy kialakitott Gn. Immunoscore (IS) kétféle T-sejt-altipus (pl.
CD3* és CD8*) elemzésén alapul, melyek denzitasat a tumor
centrumaban és annak invaziv hataran kell meghatarozni,
és ebbdl lehet egy 5 fokozatu értékelési rendszert (IS0-1S4)
felépiteni. Az értékelés objektivitasara a digitalis patologiai
technoldgidk is bevetésre keriiltek (7).

A fentebb mar emlitett Immunoscore (IS) prognosztikus
erejét a nem metasztatikus daganatok (NOMO) recidivalé
képességének elérejelzésére tesztelték nagy beteganyagon.
Mig az IS4 betegcsoportban az 5 éves relapszusarany csak
4,8% volt, az ISO-IST csoportban ez 72%-nak bizonyult, és az
5 éves tulélés a magas IS esetében 86,2%, mig az alacsony
IS esetében 27,5% volt (7). Az Immunoscore a TNM-klasszifi-
kacid prognosztikus erejével vetekedd erdsségl fiiggetlen
prognosztikus tényezének bizonyult vastag- és végbélrakban
(7). Ebbél a szempontbdl kiiléndsen fontos, hogy a mik-
roszatellita-instabil (MSI) rdkok szignifikdnsan magasabb
IS-értékekkel jellemezhet6k, mint a mikroszatellita-stabil
(MSS) daganatok (3). A PD-1/PD-L1 rendszer expresszidjanak
elemzése azt mutatta, hogy vastagbélrakokban a daganat-
sejteken e molekuldk nem fejez6dnek ki, csak a TIS-eken
(8, 9). Gyakorlatilag valamennyi eddig végzett elemzés arra
jutott, hogy az MSI daganatok TIS-ein magasabb a PD-1 és
PD-L1 kifejez6dése, mint az MSS daganatok esetében. Er-
dekes megfigyelés volt az is, hogy az attétes lokoregionalis
nyirokcsomdkban is hasonld volt a helyzet.

Génexpresszios elemzések kimutattak, hogy a primer mela-
nomaknak négyféle geno/fenotipusuk van: normélis mela-
nocitdhoz hasonlité, immunfenotipusu, pigmentalt, és egy
proliferativ fenotipusu, melyek kozil az immunfenotipusu
a jo, mig a proliferativ fenotipusu a rossz prognoézisu alcso-
porthoz tartozik (10). Az immunfenotipusu alcsoportban
kimutathaté az immuninfiltratumot alkoté sejteket jellem-
z6 gének expresszidja. Az immunogenicitas elvesztésének
genetikai alapjai kozott az egyik legfontosabb melandma
esetében is az MHC |-expresszid elvesztése, aminek oka
lehet kromoszomalis karosodas, génmetilacios zavar, vagy
a béta-2-mikroblobulin gén mutéacidja (10, 11). Bar melané-
maban még nem rendelkeziink nemzetkozileg elfogadott
IS-szerl markerrel, megfeleld mennyiségl adat all mar
rendelkezésre arra nézve, hogy a TIS szempontjabol mely
elemeket lehetne felhasznalni. Hazai eredményeket is figye-
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lembe véve megallapithato, hogy az aktivalt T-, a B- és az
érett dendritikus sejtek magas peritumoralis denzitdsanak
pozitiv prognosztikus értéke van. Ezzel szemben a magas
leukocitas és/vagy plazmocitoid dendritikus sejtes infiltracid
kedvezdtlen prognosztikus értéki (12, 13).

Az ujfajta ellendrzépont-gatlé immunterapiak (anti-
CTLA-4, anti-PD-1/PD-L1) alkalmazasanak szempont-
jabol felmeriilt, hogy a melanéma egyes molekularis al-
csoportjainak van-e prediktiv szerepe. Az immunterapias
vizsgalatok utdlagos elemzései arra deritettek fényt, hogy
az NRAS-mutans melandémas betegek érzékenyebbek az
immunterapidkra, mint a BRAF-mutans vagy kettds vad
tipust tumorral rendelkezék (10). Ennek egyik magyarazata
az lehet, hogy az NRAS-mutans melandmakban a daganatok
PD-L1-fehérjeexpresszidja emelkedett. A melandma emel-
kedett PD-L1-expresszidjanak masik oka leheta PD-L1 gén
amplifikacidja vagy az IFN-szabalyozott gének fokozott exp-
ressziéja (IDO és CXCLY) (10). Ujabb retrospektiv elemzések
azt mutattak, hogy minél tobb a T-sejt-klonok szama, annal
valészin(ibb a kedvezd anti-PD-1 terdpias valasz (14). Ezzel
szemben minél nagyobb volt a gének kdpiaszamvesztési mér-
téke, annal rosszabb volt az anti-PD-1 terdpia hatékonysaga.

Miutan az anti-CTLA-4 terdpia melanémaban kerdilt be-
vezetésre els6ként, igy egyre gyllnek a tapasztalatok az
esetleges prediktiv markerek vonatkozasaban. Igazolddott,
hogy a magasabb mutéciés rataju, ill. nagyobb mennyiségl
neoantigénnel rendelkezd melanémak érzékenyebbek altala-
ban ezzel a terapiatipussal szemben (10, 14, 15). Ugyanakkor
a nagymértéki képiaszamvesztés az anti-CTLA-4 terapia
hatastalansagaval kapcsolddott (14). A kedvezé anti-CTLA-4
terapias valasz szempontjabol a T-sejtek citolitikus molekulai,
valamint a CTLA-4 és a PD-L2 gének emelkedett expresszio-
janak volt prediktiv ereje (15). Ezek mellett a tumor teriiletén
meghatarozott, immunaktivitassal dsszefliggésbe hozhaté
génexpresszids mintazat és egyes immunsejttipusok meg-
novekedett mennyisége is korrelalt a CTLA-4-gatlé terapia
hatékonysagaval (13, 16, 17). A szisztémas tényezdk koziil
tobbek kozott a magas abszolut limfocitaszam, a PD-1-CD4*
T-sejtek magas, illetve a mieloid-eredetl szuppresszor sej-
tek alacsony aranya birt prediktiv erével (16-19). AMART-1/
MelanA melanémaantigénben keletkezé mutaciok is az im-
munterapias érzékenység fokozodasahoz vezethetnek. Az
UV-indukalt mutaciok révén olyan antigénepitdpok johetnek
létre, amelyek a CMV korai génjeihez hasonlatosak, a FAMC3
gén mutacidja olyan Uj fehérjét eredményezhet, amely a he-
patitis D-virus p27 fehérjéhez lesz hasonlé, mig a CSMD1
gén mutacioja a Burkholderia pseudomallei baktérium gén
termékéhez hasonlo fehérjét eredményez, mely novelheti az
anti-CTLA-4 terapia hatékonysagat (10, 11).

Az immunonkoldgia egyik nagy sikere a nem kissejtes tlid6ra-

titestes terdpiak sikere okozott. Ezek koziil kiemelkedik
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az anti-PD-1 terapia (pembrolizumab és nivolumab) lap-
hamrakban és adenokarcinémaban mutatott aktivitasa (20).
Afazisvizsgalatok megkezdésétdl fogva nagy figyelem dvezte
a biomarker alkalmazasanak kérdését (21). A tiddrakok és
azok harom nagy szdvettani és molekuldris alcsoportjanak
immunolégiai jellemzése eddig nem volt a kutatasok kozép-
pontjaban. Szemben a melandmaval vagy az emldrakkal,
a limfocitas infiltratum jelentésége nem ismert. Hasonlo-
képpen a daganatok TIS-einek jellemzése is inkomplett, nem
rendelkeziink Immunoscore-ral vagy prognosztikus immu-
nolégiai markerrel. Ezért is érdemel figyelmet az a frissen
megjelent hazai kdzlemény, amely az adenokarcinéma agyi
attéteiben a mononuklearis sejtes gyl jelenlétének kedvez6
prognosztikus szerepét mutatta ki (22). Ebben a vizsgalatban
a TIS-ek PD-1- és PD-L1-proteinexpresszidja is prognosz-
tikusnak bizonyult (az alacsony expresszié kedvezébb volt).
Ebbél a szempontbdl (is) kell értékelni az Gj immunterapiak
megjelenését és bevonulasat a klinikai gyakorlatba. Az an-
ti-PD-1 terapiak fazisvizsgalataiban a nem immunolégiai
potencialis markerek koziil a dohanyzast, a KRAS-mutacios
statuszt és a mutacids terhelést elemezték. Mindkét gydgy-
szer esetében (nivolumab, pembrolizumab) az immunterapia
hatdsosabb volt a dohanyos betegekben és a KRAS-mutéans
molekularis alcsoportban (23). A pembrolizumab fazis Il-es
vizsgalata soran elemezték a daganatok mutacios terhelését,
és kimutattak, hogy a tartés klinikai valaszt mutato betegek-
ben sokkal magasabb a genetikai allomany karosodasa az
ilyen valaszt nem mutatd betegekhez képest. Ezenkiviil az an.
dohanyzasi génhibatipusok szama is szignifikdnsan magasabb
volt a tartés valaszt mutaté betegekben (23). Az anti-PD-1/
anti-PD-L1 antitest-terapiak fazisvizsgalatainak nagy részé-
ben prediktiv markerként a PD-L1-expressziét elemezték,
dontéen a daganatsejteken, de az anti-PD-L1 terapia esetében
aTIS-ekenis. A daganatsejtek PD-L1-expresszidjanal alkal-
mazott kiiszobérték meglehetésen széles skalan mozgott az
1%-t6l 50%-ig. Laphadmrakban a nivolumab esetében a tu-
morsejtek PD-L1-expressziéja nem bizonyult prediktivnek.
Adenokarcinomaban ezzel szemben mind a nivolumab, mind
a pembrolizumab esetében a PD-L1 kifejezédése prediktiv
volt, nivolumab esetén alacsony, 1-5-10%-o0s hatarértékeket
hasznalva, pembrolizumabnal 50%-os kiiszobot (24, 25). Ebbél
a szempontbél érdekes az MPD3280A anti-PD-L1 antitest,
amely esetében a daganatsejtek PD-L1-expresszidja mellett
a TIS-ekét is értékelték, itt is 50%-os hatarértékkel, és az erés
PD-L1-expresszié minden esetben szignifikdnsan magasabb
valaszadasi arannyal jart (24, 25).

A jelenlegiviszonyok kozott a tiidérak patoldgiai és mo-
lekularis diagnosztikajanak 6sszehangolasa nagy kihivas,
kiilondsen a biopszias mintak esetében. A PD-L1-meg-
hatarozas citoldgiai mintak esetében nem lehetséges va-
lidalt immunhisztokémiai (IHC) teszt hidnyaban. Masrészt
a biopsziakbol a differencialdiagnosztikai feladatok elvégzése
utan a sziikséges molekuldris teszteket (EGFR, KRAS, ALK)
adenokarcinéma esetében kotelezéen el kell végezni (lap-



hamrak esetén ilyen kételezettség értelemszer(en nincs).
APD-L1IHC-teszt vagy tesztek elvégzése ezek utan keriilhet
sorra, amikor gyakran mar nem all rendelkezésre megfeleld
mennyiségi sejt az értékeléshez. Ennek figyelembevételével
célszer( volna a parhuzamos tidébiopszidk és citolégiai
mintak optimalis felhasznalasanak koordinalasa: a citoldgiai
mintak hasznalhatok a mutacids profil meghatarozasara, mig
a biopszids mintdk megmaradnak a PD-L1 meghatarozasara.

Ahogy azt a fentiekben tébb helyen is ismertettiik, az MSI
daganatok, féleg a vastagbélrak, de nem csak az, a daga-
natellenes immunvalasz kivaltasa szempontjabdl kivételes
helyzetben vannak, mivel ezekben a nagyszamu neoantigén
expresszidjanak esélye sokszorosa az MSS daganatokhoz
képest. A PD-1-gatlé pembrolizumabbal kiilonféle szolid da-
ganatokon folytatott fazis ll-es vizsgalatok azt igazoltak, hogy
ennek azimmunterapias eszkoznek a klinikai hatékonysagat
alapvet6en befolyasolja a kezelt daganat mikroszatellita-sta-
tusza (26, 27). Miutan e daganatok kozott tobb olyan is van,
amelyek esetében elérehaladott allapotban a kezelési opcidk
nagyon szlikek, a pembrolizumab indikacids korének bévité-
se az FDA elé keril elSterjesztésre. A dontés azonban mas
szempontbolis torténelmijelentdségiinek igérkezik. A célzott
terdpiak alkalmazasa esetében mar altalanosan elfogadott
elvvé valt, hogy az adott gydgyszertipushoz a célpont genetikai
hibdjanak meghatarozasara alkalmas kiséré molekularis
diagnosztikat kell elvégezni. Ugyanakkor az egyes célzott
terapias gyogyszereket mindig egy-egy megfeleld szolid
daganaton lefolytatott fazisvizsgalatok eredményei alapjan
torzskonyvezték. A pembrolizumab alkalmazasi kérének kibé-
vitése az MSI statuszu szolid daganatokra azt jelentené, hogy
a korabbi szovettani altipusra alapozott torzskdnyvezéssel
szemben megsziilethet az elsé molekularis profilra alapozott
gydgyszertérzskonyvezés (27). Természetesen a helyzet eltérd
a molekuldrisan célzott terapidkhoz képest, taldn nem is
véletlen, hogy éppen azimmunterapiak esetében allt eld ilyen
helyzet. A pembrolizumab alkalmazasanak MSI-statuszhoz
kotése, akar csak vastagbélrakok esetében is, a molekularis
diagnosztika Ujabb fejezetének megsziletését jelenti.

A mikroszatellita-statusz meghatarozasa jelenleg a vas-
tagbélrakos betegek Lynch-szindromas alcsoportjanak diag-
nosztikajahoz szitkséges. Az MS|-statusz vizsgalata prediktiv
indikacioban ennek a diagnosztikus eljarasnak a sokkal ki-
terjedtebb alkalmazasat fogja kikényszeriteni. Az MS|-statusz
meghatarozasanak kidolgozott, nemzetkozileg elfogadott
diagnosztikus algoritmusa van (28). Els§ lépésben a daga-
natokban immunhisztokémai eljarassal meg kell hatarozni
anégy MMR-gén (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) fehérjeszinti
magi expresszidjat. Amennyiben valamely gén karosodott,
az MLH1/PMS2 vagy az MSH2/MSH6 fehérjék kiesését ta-
pasztaljuk. Ezekben az esetekben a kdvetkezd lépés &t Un.
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MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 immunhisztokémia

! ! !

bx+ MLH1/PMS2 negativ MSH2/MSHé negativ

5 tagl mikroszatellita-marker PCR

| 3 I

Nincs ¢j allél 1 dj allél >1 uj allél

I ! !

MSS MSI-L MSI-H

L LS-génteszt {J

2. ABRA. A mikroszatellita-instabilitds patolégiai diagnosztikajanak
sémaja. MSS: mikroszatellita-stabil, MSI-L: alacsony szint( mikrosza-
tellita-instabilitas, MSI-H: mikroszatellita-instabilitas (kifejezett]), LS:
Lynch-szindréma

mikroszatellita-marker (2 mononukleotid és 3 dinukleotid)
PCR-moédszerrel torténd vizsgalata. Amennyiben mind az 6t
marker szabalyos reakcidt mutat, a daganat mikroszatelli-
ta-stabilnak tekintendd. Amennyiben az 6t marker kozil egy
ad koros reakciot, a daganat alacsony szintl mikroszatel-
lita-instabilitast mutat. Az immunterapia szempontjabdl e
daganatok azonos csoportba keriilnek a mikroszatellita-stabil
daganatokkal (kezelésre nem alkalmasak]. Ugyanakkor a be-
tegeket tovabb kell vizsgalni MMR-génmutacié szempontjabél
a Lynch-szindréma kizarasa céljabdl, azonban ehhez normalis
sejtjeit is elemezni kell. Amennyiben az 6t mikroszatelli-
ta-marker koziil legalabb kett6 kdros reakciét ad, a daganat
mikroszatellita-instabilnak tekintendd, amely alkalmas az
immunterapiara. Természetesen az ilyen betegeket is tovabb
kell vizsgalni MMR-génmutacié szempontjabol az orokletes
rakhajlam igazolasa céljabél (2. dbra).

Mar a fentiekbdl is kivilaglik, hogy az immunellenérzé-
pont-gatlo terapidk prediktiv markereinek meghatarozasa
és mindennapi gyakorlata Uj feladatot jelent a molekularis
diagnosztikaban. Ahogy azt latni lehetett, az egyes gyogysze-
rek esetében a hasznalt PD-L1 marker vonatkozasaban eltérg
értékelési modszertannal és hatarértékekkel talalkozunk.
Azonban a helyzet ennél sokkal bonyolultabb (7. tablgzat).
A patoldgiai/molekularis diagnosztikaban precedens nél-
kiili, hogy ugyanazon gydgyszercsoportban (PD-1/PD-L1
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1. TABLAZAT. In vitro diagnosztikumok a PD-L1-proteinexpresszié immunhisztokémiai meghatarozasara

Gydgyszer PD-L1 Anti-PD-L1 Antitesttipus Automata Ertékelés IVD statusz
antigén antitest elohivo rendszer
Nivolumab , " . kiegészitd
(BMS) ECD 28-8 nyul monoklonalis Dako tumorsejt TPS s e
Nivolumab , " . kiegészitd
(BMS) ECD SP263 nyul monoklonalis Ventana tumorsejt TPS e mesmT
Pembrolizumab . - . tarsitott
(MSD) ECD 22C3 egér monoklonalis  Dako tumorsejt TPS e
Pembrolizumab , . ) kiegészitd
(MSD) ECD SP263 nyul monoklonalis Ventana tumorsejt TPS e
Atezolizumab ICD SP142 nydl monoklonalis Ventana _tumorsejt_ TPS, k!egesznq
(Roche) immunsejt diagnosztikum
Durvalumab ECD SP263 nyul monoklonalis ~ Ventana tumorsejt TPS k!egesznq
(AstraZeneca) diagnosztikum

ECD: extracelluldris domén, ICD: intracellularis domén, IVD: in vitro diagnosztikum, TPS: membréanpozitivitas 1-3+ erésség %-ban megadva

gatlok) négy in vitro diagnosztikum alljon rendelkezésre
ugyanazon tesztre (PD-L1 fehérje expresszidjal, amelyeket
négyféle gyogyszerhez kapcsoltan fejlesztenek és tesztelnek.
A négy IVD tesztet két gyarto fejlesztette immunfestd auto-
matikus rendszerére. A teszt egyik kulcsa az az elsédleges
antitest, amely a PD-L1 transzmembran fehérjét felismeri:
az SP142 az intracellularis szakaszt ismeri fel, mig a tobbi
az un. kiils6 extracellularis részt, ami abbdl a szempontbdl
lehet fontos, hogy csak ez a kiils6 epitop vehet részt a PD-
1-hez valé kapcsolédasban. Ennek az lehet a jelentésége,
hogy a daganatsejtekben a PD-L1 kifejez6dése nem feltét-
lendl jelenti azt, hogy a fehérje a sejtfelszinen is megjele-
nik. A négy primer savo koziil a 22C3 egérben termelt, mig
a tobbi nydl monoklonalis antitest. Az el6hivérendszereknek
is nagy jelent6ségiik van: miutan a daganatsejteken és még
a TIS-eken is sokszor alacsony a fehérje expresszids szintje,

specialis erdsit6 eljarassal kell a primer savét kimutatni
a metszetben. Ahogy azt a fentiekben is bemutattuk, a da-
ganatokban a PD-L1-expressziénak kiilonféle hatarértékeit
hasznaltak, ezért nagyon fontos a reakcié un. dinamikus
skaldjanak konzekvens hasznalata. Hasonlé feladat volt
kordbban a HER2 fehérje expressziéjanak meghatarozasa is,
azonban az emldrakban lehetéség van a teszt egy fliggetlen
maddszerrel torténd ellendrzésére a kérdéses esetekben
a génkdpiaszam meghatarozasaval, mig a PD-L1 esetében
csak a megfelelé dinamikus kontrollok hasznalata segit, ami
része a validalt esszének (2. tabldzat, 3.a dbra). Eltérés az
egyes diagnosztikumok koz6tt az is, hogy bar valamennyi
Un. in vitro diagnosztikum statuszu, de az egyes gydgyszerek
szempontjabdl kisérg diagnosztikumként eltérnek egymastél,
mert csak a Dako 22C3 rendszernek van Un. tarsitott diag-
nosztikum statusza (a torzskonyvi leiratban meghatarozva,

2. TABLAZAT. PD-L1 fehérjét kimutaté in vitro diagnosztikumok értékelési sajatossagai

28-8/Dako 22C3/Dako SP142/Ventana SP263/Ventana
Kontroll normalis szovet tonzilla tonzilla tonzilla placenta, tonzilla
Hazi pozitiv kontroll tumor  fej-nyaki barmely korabbi ? ?

laphamrak pozitiv daganat
Kalibralé sejtvonalak erés (L2987) 70% er6s (NCI-H226) - er6és (MDA-MB231)

kozepes (ES-2)
gyenge (HCC-70)
negativ (Colo205)

negativ (MCF7)

kozepes (HCT116)
negativ (MCF7)

Ertékelési sajatossagok TPS>1% TPS<1% TC3=TC>50% TPS<1%
TPS>5% TPS 1-49% IC3=1C>10% TPS>25%
TPS>10% TPS 50-100% TC2/IC2=TC vagy TPS>50%
IC>5%
TC1/IC1=TC vagy
IC>1%

TPS: membrénpozitivitas 1-3+ erésség %-ban megadva, TC: tumorsejt, IC: 1-3+ mononuklearis sejt altal elfoglalt stro-

malis teriilet %-os aranya
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3. ABRA. PD-L1 fehérje immunhisztokémiai kimutatasa a Dako 22C3 rendszerrel. a) Pozitiv kontroll: tonzilla. A felszini
hamsejtek és a follikularis immunsejtek egy része erés membranreakciot mutat. 10x nagyitas. b) Tidé-adenokarcindma
nyirokcsomoattéte. A daganatsejtek 60%-a erds vagy kozepesen erés membranreakciot mutat. 20x nagyitas

2. tabldzat, 3.b dbra), mig a Dako 28-8 és a Ventana SP142
és SP263 Un. kiegészitd diagnosztikumként szerepelnek,
ami azt jelenti, hogy hasznalatuk a gyogyszer alkalmazasa
elétt nem kotelezé.

Fontos az is, hogy az értékelési protokollok is eltéréek az
egyes IVD-PD-L1 tesztek esetében. Az SP142/Ventana teszt
esetében a daganatsejtek mellett az infiltrald mononuklearis
sejteket is értékelni kell, mig a masik harom teszt esetében csak
a daganatsejtek pozitivitdisdnak meghatarozasa szerepel. Az
egyes tesztek esetében nem egyszer(en a pozitiv/negativ esetek
meghatarozasa a feladat, hanem a pozitivitds mértéke is fontos.
Ehhez azonban arra van sziikség, hogy megfelel6 ismert inten-
zitasu kontrollokat hasznaljunk, amelyekkel a daganatsejtek
pozitivitdsanak pontos aranya kalibralhaté. A daganatsejtek ese-
tében az 1-3+ pozitivitdsi mértéket mutatd tumorsejtek aranyat
kell meghatéarozni, amihez minimalisan 100 daganatsejtet kell
értékelni. Kis biopszias mintakban ennek a sejtmennyiségnek
a jelenléte esetenként nem teszi lehet6vé a korrekt tesztelést.
Az SP142/Ventana PD-L1-teszt esetében a kiértékelés része az
infiltrald sejtek pozitivitdsdnak meghatarozasa is, azonban ez
esetben a pozitiv sejtek altal elfoglalt terllet %-os aranyat kell
megadni, ami szokatlan feladat a patoldgus szamara.

Az a helyzet, hogy egy adott diagnosztikus tesztet tobb
gyarto is forgalmaz, és ezek valamennyien in vitro diagnoszti-
kumok, nem kiilonlegesség, tobb, a daganatdiagnosztikaban
vagy a molekularis patoldgiai diagnosztikdban sziikséges
teszt esetében is ez a helyzet. Az Gjdonsag azonban az, hogy
a PD-L1-meghatéarozas esetében az egyes tesztek egy-egy
adott gyogyszerhez kapcsoltan kerilnek forgalmazasra.
Felmeriilt a kérdés, hogy e tesztek mennyiben hasonlithatok
ossze, illetve hogy az ezekkel kapott eredmények mennyiben
feleltethet6k meg egymasnak. A kérdés a tlidérak-diagnosz-
tikara koncentralédott, de a késdbbiekben varhatéan mas
daganatokban is fel fog merilni. Az NIH (National Institutes

of Health) is észlelte ezt a problémat, és az (n. Blueprint
program (29) keretében kezdte meg a kérdés elemzését,
els6ként a négy PD-L1-teszt 6sszehasonlité értékelésével 40
nem kissejtes tiidérak formalinban fixalt, paraffinba agyazott
mintajan. A daganatsejtek pozitivitasi aranyanak (tumor
cell, TC) meghatarozasa esetében a négy tesztb4l harom
egymassal dsszehasonlithatd eredményt produkalt, mig az
SP142/Ventana teszt konzekvensen aluljelolte a daganat-
sejteket. Meglepetésre a tumort infiltrald mononuklearis
sejtek pozitivitdsanak (immune cell, IC) meghatarozasaban
a négy teszt nagyobb individudlis eltéréseket mutatott (a négy
teszt gyakorlatilag nem volt 6sszehasonlithatd, ami minden
bizonnyal a felhasznalt primer antitestek sajatossagaira
vezethetd visszal. A négy teszt esetében az adott esszére
jellemzg pozitiv/negativ hatarértéket hasznalva kiértékelték
az un. prediktiv képességet (a daganatok PD-L1-pozitivita-
sét), a 22C3 és a 28-8 esetében 1%-0s, az SP263-nal 25%-o0s
TC-pozitivitasi hatarértékkel, mig az SP142 esetében TC1/IC1
hatarértékkel szamolva. A kiilonb6z6 tesztek 87-95%-ban
adtak azonos PD-L1-eredményt, mig az SP142 teszt csak
63-66%-ban. A molekuléris diagnosztikaban a tesztektsl 95%
feletti pontossagot varnak el. Az elemzés alapjan a négy teszt
nem helyettesithetd egymassal, és ami felt(ing, hogy az SP142
teszt elfogadhatatlanul alacsonyabb érzékenységl a masik
haromhoz hasonlitva (29). Az elemzés masik konklUzidja az
volt, hogy amellett, hogy a teszteket nem lehet egymassal
helyettesiteni, a kiértékelési modokat sem szabad felcserélni.
Az IASLC (International Association for the Study of Lung Can-
cer) ajanlasa szerint a vizsgalat legfontosabb tanulsaga az,
hogy a tlidérakok PD-L1-diagnosztikajaban az adott alkalma-
zandd anti-PD-1/PD-L1 terapiatipusra specifikus tesztet kell
alkalmazni. A program kovetkezé fazisaban a PD-L1-tesztek
prediktiv erejét kivanjak vizsgalni az egyes anti-PD-1/PD-L1
terapiak hatékonysagaval 6sszefliggésben (29).
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Hazai konzekvenciak

A PD-L1-meghatarozas fentebb dsszefoglalt sajatossagai
és a daganatok PD-L1-protein-expressziéjanak klinikai
jelent6sége alapjan az ajanlhato, hogy a diagnosztikus
célu tesztek esetében az . in vitro diagnosztikum” ming-
sités( kiteket hasznaljak a centrumok, lehet6ség szerint
immunfest6 automata hasznalataval. Amennyiben tobbféle
gyogyszer alkalmazasa is széba jon egy adott daganatos
indikacioban, célszerlnek latszik az adott gydgyszerekhez
tartozo kiegészité/tarsitott diagnosztikumokkal végezni
a vizsgalatot és a kiértékeléseket. A PD-L1-leletnek tar-
talmaznia kell a hasznalt IVD-teszt pontos Osszetételét,
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